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Einleitung

Gedachtnis und Lernen in der Neurowissenschaft
Die Frage, wie das Gedachtnis funktioniert und Erinnerungen gespeichert werden, ist eine

zentrale Frage der Neurowissenschaft. Seit dem Neunzehnten Jahrhundert wurden
bedeutende Fortschritte gemacht. Wahrend zu Beginn des Neunzehnten Jahrhunderts die
Frage nach Gedachtnis, Lernen und Erkenntnis bei Hegel noch eher mit metaphysischen
Theorien beantwortet wurde, riickte der Fokus mit Weiterentwicklung der Medizin und der

naturwissenschaftlichen Forschung in Richtung des Gehirns und neurobiologischer Konzepte.

Vor allem die Silberimpragnationen von Hirngewebe von Golgi und Santiago Ramdn y Cajal
waren ein bedeutender Schritt hin zur modernen Neurowissenschaft. Cajal stellte bereits 1894
eine Theorie Uber Informationsspeicherung durch Vernetzung von Nervenzellen vor [Kandel

2009].

Grundlegende Formen von Lernen und Speicherung
Zu Beginn des Zwanzigsten Jahrhunderts lag der Fokus der Forschung auf grundlegenden

Formen der Informationsspeicherung. Pavlov beschrieb mit seinen Versuchen zur klassischen
Konditionierung von Reflexen eine basale Form von Lernen [Pavlov 1904]. Eine weitere
einfache Form von Lernen wurde durch die Habituation beschrieben, bei der ein Organismus
lernt, auf einen Reiz nicht oder weniger stark zu reagieren, wenn der Reiz kontinuierlich
gegeben wird, keine unmittelbare Bedeutung fir den Organismus hat und nicht gesteigert

wird [Thorpe 1944].

Diese elementaren Formen des Lernens wurden sowohl bei Vertebrata als auch bei
Invertebrata beobachtet, was Hinweis auf phylogenetisch alte Prozesse war, die auf Zellebene
ablaufen. Ende der 1940er Jahre wurde die Theorie der Speicherung von Gedachtnisinhalten
durch synaptische Verknipfung weiterentwickelt: Es wurde postuliert, dass Nervenzellen, die

zeitgleich aktiv sind, ihre Verbindung miteinander verstarken [Hebb 1949].

Um diese Prozesse auf Zellebene nachvollziehen zu kénnen, wurden auf der Basis von
elektrophysiologischen Experimenten aus den 1920er Jahren Ende der 1940er Jahre
elektrophysiologische Methoden zu Erforschung von Zellaktivitat und zur Ableitung von
Potentialen an Nervenzellen entwickelt, mit denen in den 1950er Jahren die lonenstréme des

Aktionspotentials untersucht wurden [Hodgkin 1949] [Huxley 1952] [Cole 1939].



Elektrophysiologische Methoden waren danach als wichtiges Werkzeug in der Neurobiologie
etabliert und wurden weiter verfeinert. Sie hatten einen Zugang der Neurobiologie zu den

Aktivitaten auf zelluldrer Ebene eroffnet.

Um diese Aktivitaten besser nachvollziehen zu konnen, wechselte Kandel in den 1970er Jahren
von den komplexen Gehirnen von Primaten auf den einfacheren Organismus der Seeschnecke
Aplysia um, um zuerst grundlegendere Funktionsprinzipien bei der Organisation von
Nervensystemen auf synaptischer Ebene nachvollziehen zu kénnen [Kandel 2001] [Schwartz

1982].

Bei diesen Arbeiten an der Seeschnecke Aplysia in den 1970er Jahren mit Hilfe
elektrophysiologischer Methoden wurden Modulationen von Transmitterfreisetzungen nach
Reizen beschrieben: Langfristige Potenzierung (long term potentiation) und langfristige
Unterdrickung der Signalweitergabe (long term depression) [Schwartz 1982] [Kandel 1991]
[Kandel2001]. Diese molekularbiologischen Korrelate langfristiger Zustandsspeicherungen
synaptischer Verkniipfungen waren fortan ein Fokus bei der Erforschung der basalen Prozesse

des Lernens auf zellularer Ebene.

In den 1990er Jahren ermoglichten genetische Manipulationsmoglichkeiten bei Mdusen neue
Einblicke in die Arbeitsweise des Gehirns auf synaptischer Ebene [Brandon 1995]. Es bestétigte
sich, dass im Bereich des Hippocampus und der Gedachtniskonsolidierung die
Funktionsprinzipien in einfachen und komplexen Organismen sehr dhnlich und genetisch stark
konserviert sind. Die Konzepte auf molekularer Ebene von Synapsen in Aplysia konnten so auf

Zellen im Hippocampus der Ratte Gbertragen werden [Kandel 2001].

Komplexe Formen von Lernen und Gedéachtnis
In Verhaltensexperimenten mit Tieren wurde das Konditionierungskonzept mit der operanten

Konditionierung als Form langfristiger Speicherung von komplexen Verhaltensweisen

erweitert [Skinner 1958].

In den 1950er Jahren wurde die Merkspanne von 7 +/- 2 Einheiten beschrieben [Miller 1956].
Dieses Konzept wurde in den 1960er und 1970er Jahren in ein System aus Arbeitsgedachtnis
und Langzeitgedachtnis weiterentwickelt: Gedachtnisinhalte werden dabei von einem
sensorischen Gedachtnis in ein Arbeitsgeddchtnis Uberfiihrt, um von dort aus in das

Langzeitgedachtnis Gbertragen zu werden [Atkinson1968] [Baddeley 1974].



1957 wurde der Patient H.M vorgestellt, dem beide medialen Temporallappen mitsamt
Hippocampi im Rahmen einer Epilepsiebehandlung entfernt worden waren [Milner 1957].
H.M. zeigte eine sehr selektive Form der Amnesie, bei der seine Fahigkeit, neue Informationen
zu speichern und sich an neue Geschehnisse zu erinnern, eingeschrankt war. Sein

Intelligenzlevel und seine kognitiven Funktionen zeigten dagegen kaum Einschrankungen.

Ausgehend von den Funden im Patienten H.M. 1957 wurden in den 1970er und 1980er Jahren
durch Untersuchungen an Amnesiepatienten verschiedene Qualitaten von Langzeitgedachtnis
identifiziert, die ab den 1970er Jahren in Klassifikationssysteme eingeteilt wurden [Squire

1992] [Tulving 1994]:

Es wurden das deklarative bzw. Explizite und das Nicht-deklarative bzw. Implizite Gedachtnis

unterschieden:

Das deklarative Gedachtnis beinhaltet dabei bewusst erinnerbare Fakten und Geschehnisse
[Squire 1992]. Auch die Fahigkeit zum Unterscheiden von Objekten [Squire 1992] sowie das

Abrufen raumlicher Informationen werden hierzu gezahlt [Ergorul 2004].

Das nicht-deklarative Gedachtnis ist dagegen eine heterogene Gruppe von gespeicherten
Inhalten, die unbewusst Verhalten beeinflussen kénnen und zu denen kein direkter Zugang
moglich ist [Squire 1992]. Dies beinhaltet gelernte Fertigkeiten, Klassische Konditionierung,
Nichtassoziatives Lernen und Priming [Squire 1992]. Priming beschreibt dabei eine
erleichterte Erkennung oder Verarbeitung von Wahrnehmungen, basierend auf kurz vorher

akquirierten Erfahrungen [Tulving 1990].

Der Hippocampus als Zentrale fiir das deklarative Gedachtnis
Der Patient H.M. rickte den Hippocampus als neurobiologisches Korrelat fiir das deklarative

Geddachtnis in den Vordergrund und inspirierte Experimente an Tiermodellen, um die Rolle des
Hippocampus an der Gedachtnisbildung zu erforschen [Squire 1992] [Tulving 1994] [Kandel
2009]. Passend zu den Funden von Kandel in der Seeschnecke Aplysia wurden dabei Anfang
der 1970er Jahre auch im Hippocampus von Hasen basale Formen der langfristigen

Informationsspeicherung in Form von long term potentiations beschrieben [Loemo 1973].

Analog zu der Rolle, die fir den Hippocampus bei der Bildung des deklarativen Gedachtnisses
beschrieben wurde, wurden in den 1970er Jahren im Hippocampus von Ratten sogenannte

Place Cells entdeckt, welche raumliche Informationen kodieren. Es wurde daraus das Konzept
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einer kognitiven Karte entwickelt [O’Keefe 1971]. Neben Place Cells wurden in den letzten
Jahren weitere Zelltypen zur raumlichen Orientierung in Hippocampus-assoziierten Arealen

identifiziert, die Grid Cells und Head Direction Cells [Moser 2008].

Zusammenarbeit zwischen Prafrontalem Kortex und Hippocampus
Durch Studien an Affen riickte auch der Prafrontale Kortex in den Interessenfokus als wichtiger

Ort fir die Funktion des Arbeitsgedachtnisses [Courtney 1998].

Einige Vorstellungen zur Funktionsweise des Arbeitsgedachtnisses gehen davon aus, dass eine
Arbeitsteilung in der zeitlichen Domane zwischen Hippocampus und Prafrontalen Kortex
stattfindet: Sobald Gedachtnisinhalte langer als Sekunden in Anspruch nehmen, wiirde die
mittel- bis langfristige Verarbeitung vom Prafrontalen Kortex in den Hippocampus verschoben

[Yoon 2008].

Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass unterschiedliche Arten von Informationen im
Prafrontalen Kortex und Hippocampus verarbeitet werden [Yoon 2008] und dass die Rolle des
Prafrontalen Kortex weniger in Bezug auf die zeitliche Lange der Informationsaufnahme im
Rahmen der Gedachtniskonsolidierung steht, sondern eher in Bezug zu der kontextbezogenen

Sortierung von Eingangen aus dem Hippocampus [Preston 2013].

Wegen der guten Trainierbarkeit und der verhaltnismaRig einfach durchzufiihrenden
Versuchsaufbauten mit Labyrinthen sind in Bezug auf das rdumliche Arbeitsgedachtnis
besonders viele Experimente an Ratten durchgefiihrt worden; hierbei belegen sowohl
elektrophysiologische Untersuchungen als auch Lasionsstudien, dass eine Zusammenarbeit
zwischen Hippocampus und Prafrontalem Kortex ablauft. So wurden sowohl bei Lasionen des
Hippocampus als auch des Prafrontalen Kortex Defizite des Arbeitsgedachtnisses beschrieben,
wobei die Wahl der jeweiligen Unterregion, in der die Lasion gesetzt wurde, deutlichen
Einfluss auf die Auspragung des Defizits hatte [Kesner 1996] [Floresco 1997]. Bei der
Untersuchung der elektrophysiologischen rhythmischen Aktivitdten von Hippocampus und
Prafrontalem Kortex wahrend solcher Tests des rdaumlichen Arbeitsgedachtnisses wurde
synchrone Aktivitat des Prafrontalen Kortex und des Hippocampus in einem Theta-Rhythmus
beschrieben, wobei die Synchronitat mit der Leistung wahrend der Experimente korrelierte

[Jones 2005] [Molter 2012] [O’Neill 2013].



Im Zusammenhang mit der Kommunikation beider Hirnregionen ist die Frage der
synaptischen Verbindungen zwischen diesen beiden Regionen von Bedeutung. Wahrend vom
Hippocampus ausgehend ein monosynaptischer Pfad mit Informationsfluss hin zum
Prafrontalen Kortex beschrieben wurde, wird ein monosynaptischer Pfad vom Prafrontalen
Kortex zuriick zum Hippocampus noch diskutiert, wobei ein Kandidat eines solchen Pfades
ausgehend vom dorsalen Anteil des Anterioren Zingularen Kortex zu Pyramidenzellen in CAl
und CA3 des dorsalen Hippokampus von Rajasethupathy et al. beschrieben wurde [Vertes

2007] [Aggleton 2014] [Rajasethupathy 2015].

Der Nukleus Reuniens als Puzzlestick
Eine andere Theorie bezieht sich auf die Mdglichkeiten eines bisynaptischen Pfades vom

Prafrontalen Cortex zuriick zum Hippocampus. Ein Kandidat fiir eine Relaisstation fiir eine
solche bisynaptische subkortikale Route stellt der Nukleus Reuniens des Thalamus dar [Xu

2013].

Der Nukleus Reuniens ist ein Kerngebiet des Mittellinien-Thalamus. Im Menschen entspricht
er dem Nukleus Endymalis bzw. einem Teil des medioventralen Nukleus (The Human Nervous
System (Third Edition), 2012). Es sind weitreichende afferente und efferente Verbindungen in
das gesamte Gehirn beschrieben worden, vor allem ins limbische System [Vertes 2015]. In
Experimenten an Ratten ist herausgefunden worden, dass der Nukleus Reuniens an
Zirkadianer Rhythmik, Arousal, Stress, Nahrungsaufnahme, Reproduktion und Schmerzreizen
beteiligt ist. Eine weite Ubersicht bietet , The Reuniens and Rhomboid Nuclei: Neuroanatomy,

Electrophysiological Characteristics and Behavioral Implications” [Cassel 2013].

Der Nukleus Reuniens riickt als Kandidat flir einen bisynaptischen Pfad zwischen Prafrontalen
Kortex und Hippocampus in den Fokus, da in Studien mit anterograden und retrograden
Tracern in Ratten direkte monosynaptische afferente Verbindungen zum Nukleus Reuniens
vom Prafrontalen Kortex als auch direkte monosynaptische Efferenzen vom Kerngebiet zum
Hippocampus beschrieben worden sind [Herkenham 1978] [Cassel 2013] [McKenna 2004]
[Vertes 2002]. Der Mittellinienthalamus, zu dem der Nukleus Reuniens gehoért, bildet den
thalamohippocampalen Hauptinput in CA1 des Hippocampus [Vertes 2007]. Der Nukleus
Reuniens sendet dort Fasern an Dendriten von Pyramidenzellen, die im Stratum Lacunosum

Moleculare lokalisiert sind [Cassel 2013].



Gerade auch in Hinblick auf das raumliche Arbeitsgedachtnis, an welchem Hippocampus und
Prafrontaler Kortex beteiligt sind, zeigten sich Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung des

Nukleus Reuniens auf Prafrontalen Cortex und Hippocampus:

So sind Auswirkungen von Lasionen des Nukleus Reuniens auf die Kohdrenz der Theta
Synchronisation zwischen Prafrontalem Kortex und Hippocampus beschrieben worden, was
auf eine modulierende Eigenschaft des Nukleus Reuniens auf diese Oszillationen und auf die
Funktionen von Hippocampus und Prafrontalem Kortex in Bezug auf das raumliche

Arbeitsgedachtnis hinweist [Kafetzopoulos 2018].

Passend zu diesen Funden ist ein 2-5Hz Netzwerk zwischen Prafrontalem Kortex, Nukleus
Reuniens und Hippocampus gefunden worden, welches parallel zur Theta-Kupplung von

Prafrontalen Cortex und Hippocampus zu funktionieren scheint [Roy 2017].

Die Bedeutung des Nukleus Reuniens fiir die Zusammenarbeit von Hippocampus und
Prafrontalen Kortex wird auch durch Experimente von Hembrook et al. unterstrichen, in
denen mit dem GABA-Agonisten Muscimol der Nukleus Reuniens deaktiviert wurde, was in
Defiziten des raumliche Arbeitsgedachtnisses in Tests resultierte, welche die gemeinsame
Aktivitat des Prafrontalen Kortex und Hippocampus in Bezug auf das raumliche
Arbeitsgedachtnis testeten. Die Deaktivierung des Nukleus Reuniens fihrte jedoch nicht zu
Defiziten in Versuchsaufbauten, welche nur die Funktion des Hippocampus in Bezug auf das
raumliche Arbeitsgedachtnis priften [Hembrook 2012] [Prasad 2017]. Dies passt zu
Auswirkungen von Lasionen des Nukleus Reuniens auf das raumliche Arbeitsgedachtnis,
welche in Lasionsstudien von Barker et al. und Hallock et al. [Barker 2018] [Hallock 2013]

beschrieben worden sind.

In anderen Experimenten zeigten Lasionen des Nukleus Reuniens Leistungssteigerungen der
exekutiven Funktionen, welche dem Prafrontalen Kortex zugeschrieben werden [Prasad
2017]. Passend zu dieser Bedeutung in Bezug auf das rdaumliche Arbeitsgedachtnis und
exekutiven Funktionen sind analog zu Funden von Head Direction Cells im Hippocampus und
Prafrontalen Cortex auch Head Direction Cells im Nukleus Reuniens nachgewiesen worden

[Jankowsky 2014].

Weitere Hinweise auf eine funktionelle Rolle des Nukleus Reuniens in Verbindung mit dem

Hippocampus und dem Prafrontalen Kortex neben dem raumlichen Arbeitsgedachtnis sind



Funde, die modulierende Eigenschaften des Nukleus Reuniens auf die Kontrolle von
dopaminergen Regionen durch Hippocampus und Prafrontalen Kortex beschreiben
[Zimmermann 2016] sowie Funde bei Lasionen des Nukleus Reuniens, welche &hnliche

antidepressive Wirkungen wie Lasionen des Prafrontalen Kortex zeigten [Kafetzopoulos 2018].

Mause in der Gedachtnisforschung
Ein grolRer Teil der Gedachtnisforschung hat an Ratten stattgefunden, da sie sich gut fir

Verhaltensexperimente eignen.

Allerdings stellen heute Mause das wichtigste Tiermodell in der Gedachtnisforschung dar.
Gerade auch in Hinblick auf Inaktivierung oder Aktivierung von molekularen und neuronalen
Signalwegen stehen bei Mausen auf Grund ihrer genetischen Zuganglichkeit Moglichkeiten zur
Verfligung, die noch nicht bei Ratten in dquivalenter Form und Anwendungsbreite verfligbar
sind. Ein Beispiel dafiir sind optogenetische Manipulationen von spezifischen Nervenzellen
und neuronalen Verbindungen [Kramer 2009]. Dabei werden lber genetische Methoden
molekulare Werkzeuge (z.B. Channelrhodopsine oder Halorhodopsine) in genetisch
definierten Nervenzelltypen exprimiert, so dass diese selektiv durch Lichtapplikation im
Gehirn in ihrer Aktivitdt moduliert werden kénnen [Miesenbdck 2009]. Damit ist es moglich,
in vivo Verhaltensexperimente durchzufiihren, wahrend man neuronale Pfade wahlweise

aktivieren oder deaktivieren kann.

Ein anderes Beispiel sind ligandengesteuerte lonenkandle, die durch Mutationen
pharmakologisch sehr selektiv konzipiert worden sind. Auf diese Weise kdnnen Zellen gezielt

in vivo beeinflusst werden [Wulff 2012].

Diese modernen Methoden erlauben die funktionelle Dissektion neuronaler Schaltkreise, die
an der Gedachtnisbildung beteiligt sind, und haben die Maus zu einem wichtigen

Modellorganismus in der Gedachtnisforschung gemacht.

Tracing zur Darstellung neuronaler Verbindungen
Ein Tracer ist ein Stoff, der von einer Zelle aufgenommen wird und benutzt werden kann, um

den Verlauf dieser Nervenzelle zu visualisieren.

Nervenzellen haben eine bestimmte Informationsflussrichtung. Eingangssignale kommen an
den Dendriten an, am Axonhiigel wird das Aktionspotential bei Uberschreiten des

Schwellenwertes ausgelost und lauft danach das Axon entlang. Die Signallibertragung erfolgt



in der Regel Uber Neurotransmitter von einer Nervenzelle zu den Dendriten der nachsten

Nervenzelle.

Ein Tracer, der in die Nervenzelle eingebracht wird und analog zur Flussrichtung vom
Zellkorper Richtung Axon zu den Synapsen wandert, beispielsweise durch Ausnutzen der
intrazellularen Transportwege entlang des Zytoskelettes, wird anterograder Tracer genannt.
Ein Tracer, der den umgekehrten Weg nimmt, also flussaufwarts entgegen der

Informationsflussrichtung, wird retrograder Tracer genannt.

Als Tracer, die in den Nukleus Reuniens injiziert wurden, wurden bisher
Meerrettichperoxidase [Herkenham1978] und Fluorogold [McKenna2004] [Cavdar 2008]

sowie Phaseolus vulgaris leucoagglutinin [Wouterloud 1990] verwendet.

Bei Meerrettichperoxidase handelt es sich um einen retrograden Tracer. In der Regel erfolgt
die Injektion mit einer Glaspipette; die Injektion kann mittels Mikroiontophoresetechnik
erfolgen. Die Gehirnschnitte werden in Diaminobenzidin inkubiert, um die Nervenzellen unter
einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar machen zu kénnen [Aghajanian 1977]. Allerdings
verblassen die Ergebnisse relativ schnell und der Farbstoff diffundiert aus den markierten

Nervenzellen [Schmued 1986].

Bei Phaseolus vulgaris leucoagglutinin handelt es sich um einen Tracer, der per
Microiontophorese appliziert wird. Der Druck wahrend der Injektion hat Einfluss darauf, ob es
sich um eine anterograde oder retrograde Darstellung der Nervenzelle handelt, es wird

ebenfalls eine Inkubation mit Diaminobenzidin verwendet [Shu 1988].

Bei Fluorogold handelt es sich um einen fluoreszierenden Farbstoff mit retrograden
Eigenschaften. Er hat einige Vorteile gegeniiber Meerrettichperoxidase: Der Farbstoff
verblasst nicht so schnell und es kommt nicht zu einer Diffusion des Farbstoffs aus den
Nervenzellen. Eine Inkubation nach der Herstellung der Schnitte ist nicht notwendig [Schmued

1986].

Ziel der Arbeit

Der Nukleus Reuniens stellt eine zentrale Schaltstelle zwischen Hippocampus und
Prafrontalem Kortex dar und ist damit in eine Vielzahl von kognitiven und mnestischen
Prozessen eingebettet. Unser Wissen Uber die anatomischen Verbindungen des Nukleus

Reuniens stammt fast ausschlieRRlich aus Studien, die an Ratten durchgefiihrt wurden. In der
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modernen Gedachtnisforschung ist jedoch die Maus zunehmend zum wichtigsten
Modellorganismus avanciert. Dies ist lhrer genetischen Zuganglichkeit geschuldet, die es
ermoglicht, molekulare Signalkaskaden und neuronale Verbindungen selektiv auf lhre

Funktion zu untersuchen.

In dieser Studie sollten die afferenten Verbindungen des Nukleus Reuniens in der Maus
untersucht werden, um Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen den Spezies Maus und
Ratte aufzuzeigen. Ein besonderer Fokus stellten dabei die Verbindungen mit dem
Hippocampus und dem Prafrontalen Kortex dar. Zur Detektion von Hirnregionen, die
Projektionen zum Nukleus Reuniens senden, sollte der retrograde Farbstoff Fluorogold

verwendet werden.

An diese Experimente sollte sich ein eingehender Vergleich der erhobenen Befunde mit den
aus der Literatur bekannten Verbindungen der Ratte anschlieRen. Durch diese Studie soll eine
Basis geschaffen werden, um die Zusammenarbeit zwischen Prafrontalem Kortex und
Hippocampus und deren Beeinflussung durch andere Hirnregionen genauer erforschen zu

kénnen.



Materialien und Methoden

Maduse

Es wurden insgesamt 16 Mause unterschiedlichen Geschlechts mit dem genetischen C57/BI6j
Hintergrund verwendet. Die Mause hatten ein minimales Alter von 3,5 Monaten und ein
maximales Alter von 4 Monaten, um zu gewahrleisten, dass die Hirnstrukturen voll
ausgebildet waren. Die Mause wurden vor und nach der Operation ad libitum mit Wasser und
Essen versorgt. Der Erfolg und die Prazision der stereotaktischen Tracer Injektion (siehe unten)
wurden in den hergestellten Schnitten im Abgleich mit der zweiten Auflage des ,Paxinos and
Franklin Mouse Brain Atlas” Gberprift. Die Bedingung fiir den Einschluss in die Studie war eine
Verteilung des Fluorogold-Tracers begrenzt auf den Nukleus Reuniens, ohne Mitinjektion von

Nachbarregionen.

In dieser Studie werden 5 Mause, 2 Mannchen und 3 Weibchen, vorgestellt, die hinsichtlich
der Applikation des Fluorogold-Tracerdepots im Nukleus Reuniens die groRte Prazision

zeigten.

Stereotaktische Applikation des Fluorogold-Tracers in den Nukleus Reuniens

Narkose

Vor Beginn der Operation wurde in einer kleinen Plexiglas-Kammer mit 3% Isofluran
(IsofluranBaxter, Baxter Deutschland Gmbh, UnterschleilRheim) mit Hilfe eines Isofluran-
Verdampfers (IsoFlo, Eickemeyer KG, Tuttlingen) eine Narkose induziert, die wahrend der
Operation mit Hilfe einer Gesichtsmaske bei 1,5% lsofluran aufrechterhalten wurde. Eine
Analgesie erfolgte mit 0,001ml/g Korpergewicht Temgesic s.c. (Buprenorphinhydrochlorid,
0,3mg Buprenorphin pro ml, Indivior Eu Limited, Berkshire, GroRbritannien), gelartige
Augentropfen (Bausch + Lomb Vidisic Augengel, 2mg Carbomer, Dr. Mann Pharma, Berlin,
Deutschland) wurden gegen das Austrocknen der Augen verwendet. 0,5ml Ringer Losung s.c.
(Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland) wurden appliziert, um den intraoperativen

FlUssigkeitsverlust auszugleichen.
OP Durchfiihrung

Nach Einleitung der Narkose wurde den Mausen das Kopffell rasiert, um einen sauberen OP-

Zugang zu ermoglichen. Daraufhin wurde die Maus in dem Stereotaktischen Apparat
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positioniert (David Kopf Instruments, Tujunga, USA) (Abb. 1). Der Kopf wurde mit einem
festpositionierten BeilRkeil (Abb. 3 (A)) mit einem Loch zur Positionierung der oberen
Schneidezahne fixiert. Nach dem Positionieren des Kopfes im Stereotakt mit Hilfe der
Ohrenstltzen wurde der Kopf moglichst horizontal eingestellt. Nach der Positionierung des
Kopfes wurde die Kopfschwarte mit einem Skalpell er6ffnet und die Schadeldecke freigelegt,
wobei auf eine gute Sichtbarkeit der Suturenschnittstellen Bregma und Lambda geachtet
wurde. Die Haut wurde mit Klammern aus dem Sichtfeld gehalten. Die Schadeldecke wurde
mit Ringerlosung gesdubert. Die Nadel im Stereotakt (Abb. 2) wurde auf Bregma eingestellt
und die Koordinaten genullt. AnschlieRend wurde eine Kontrollmessung mit Lambda
durchgefihrt, wobei der Héhenunterschied zwischen Lambda und Bregma kleiner als 0,2mm

sein musste, um eine horizontale Lagerung des Kopfes zu gewahrleisten.

Danach wurde die Injektionsnadel auf den korrekten Winkel eingestellt und die Koordinaten
der Injektionsstelle ausgemessen, auf die Kalotte projiziert und dort markiert. An den
markierten Stellen wurden mit Hilfe eines zahnmedizinischen Bohrers (Microtorque Il mit
Tech2000 Handbohrer, Aufsatz 0,5mm, Jan L Co. Inc., Mount Holly, USA, Abb. 1 (F)) kleine
Locher gebohrt, wobei darauf geachtet wurde, das unter der Kalotte liegende Hirnparenchym

nicht zu beschadigen. AnschlieRend wurde der Schadel mit Ringerlésung vom Knochenstaub

gereinigt.

Abbildung.1 Aufbau des
Operationsplatzes mit
Stereotakt (A),
Injektionsnadelhalterung (B),
Ohrhalterungen (C),
Heizmatte (D), digitale
Abstandsanzeige des
Stereotakt (E) und Bohrer (F)
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Oben: Abbildung 2: Injektionsnadel mit
Gummischlauch (A) und 1ul Spritze (B), wie
sie fiir die Injektion verwendet wurden.

Links: Abbildung 3: Detailaufnahme des
Stereotaktes mit kombinierter
Sauerstoffzufuhr, Beifdfliche fiir Schnauze,
und Sauerstoffmaske(A), Nadelhalterung(B),
Ohrhalterungen (C) und Heizmatte (D)

Danach erfolgte die Vorbereitung des Injektionssystems: Eine Metallnadel (Stumpfe
Nadelspitze, Lange ca. 1cm, Kaliber 33 Gauge, Wanddicke 0,051mm, Durchmesser auRen
0,210mm, Durchmesser innen 0,108mm, Hamilton Germany GmbH, Deutschland, Abb. 2(A)).
wurde mit einem diinnen Gummischlauch (Wanddicke 0,91mm, Durchmesser innen 0,19mm,

Erich Eydam KG, Kiel, Abb. 2(A)) an eine kochsalzgefillte Injektionsspritze (Stumpfe Nadel, 1ul,
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Kaliber 25ga, Hamilton Company, Reno, USA, Abb. 2(B)) angeschlossen und das Fluorogold
(4% Fluorogold-Losung in 0,9% Kochsalzlosung; FluoroChrome, LLC, Denver, USA) vorsichtig

aufgezogen.

Es wurde darauf geachtet, dass zwischen dem Kochsalz und dem Fluorogold eine sehr kleine
Luftblase steht, um ein Vermischen beider Flissigkeiten zu verhindern und einen

Positionsindikator fiir die Bewegung des Farbstoffs wahrend der Injektion zu haben.

Das mit Fluorogold geladene Injektionssytem wurde in der Nadelhalterung (siehe Abb. 3, B)
im Stereotakt fixiert. Die Nadel wurde anschliefend in das Bohrloch gesenkt und auf Dura-
Niveau gebracht. AnschlieRend wurde die Z-Koordinate fiir die Tiefenangabe genullt, um von
der Dura aus den Tiefenstand der Nadel zu messen. Die hier verwendeten Koordinaten nach
Bregma zur Injektion des Nukleus Reuniens waren: Anterior/Posterior: -0,82; Lateral: -1,65 bis
-1,55; Tiefe: -4,5 mm (von Dura aus); Winkel: Alpha 17°. Nachdem die Durchgdngigkeit der
Nadel sichergestellt worden war, wurde sie langsam in das Gehirn vorgeschoben. Das
Einbringen zur Zielregion erfolgte langsam, um die mechanischen Schaden gering zu halten.
Nach dem Erreichen der Zieltiefe wurde eine Minute lang gewartet, um dem Hirnparenchym
etwas Zeit zu geben, sich von eventuell durch das Eindringen der Nadel verursachte
mechanische Spannungen zu erholen und so eine korrekte Position der Nadel zu

gewadhrleisten.

Es wurden 0,1-0,2ul der 4%igen Fluorogold-Losung langsam (iber einen Zeitraum von finf
Minuten injiziert. AnschlieBend wurde weitere fiinf Minuten gewartet, die Nadel 0,1 mm
zurlickgezogen und erneut eine Minute gewartet, um die vollstandige Applikation des
Tracerdepots zu gewadhrleisten und auBerdem einen Rickfluss des Tracers in den

Injektionskanal zu verhindern.
Ausleitung der Narkose

Nach Entfernen der Nadel wurde die Injektionshalterung entfernt. Die Klammern und
Ohrstiitzen wurden entfernt, die Kopfhaut wurde mit Einzelknopfndhten (resorbierbares
Nahtmaterial, Ethicon Coated Vicryl, Fadenstirke 1 Ph. Eur., Nadeltyp TF-1 Plus, % Kreis,
Bogenlange 10mm, Johnson & Johnson Medical GmbH, Ethicon Deutschland, Norderstedt,
Deutschland) zugenidht. Gegen Ende des Nahens wurde die Ausleitung der Narkose

eingeleitet, indem die Isofluran-Dosis langsam reduziert wurde. Sobald die Naht beendet war,
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wurde der Kopf aus der Beillkeilhalterung genommen. Die Schnauze der Maus wurde nah an
den Sauerstoffkanal gelegt, bis die Maus aufgewacht war. Der Kafig der Maus wurde mit
Papier ausgelegt, damit das Risiko einer Verunreinigung der Wunde mit Kafigstreu minimiert

wurde. Der Kafig der Maus wurde auf eine Heizmatte positioniert.

Nach dem Aufwachen wurde die Maus zuriick in ihren Kafig gesetzt. Sobald sie sich wieder frei
bewegte, wurden ihr Wasser und Futter ad libitum angeboten und der Kafig wurde zurlick ins
Lagerungsregal im Tierraum gebracht. Die Wundheilung und der postoperative Zustand der
Tiere wurden taglich kontrolliert. Wahrend die Haltung der Mause vor der Operation in
kleinen Gruppen erfolgte, wurden die Tiere nach der Operation einzeln gehalten, um eine

ungestoérte Wundheilung zu ermdglichen.

Perfusion
Minimal 10 Tage, maximal 12 Tage nach der Operation wurden die Mduse in terminaler

Andsthesie mit 50mg/30g KG Narcoren (Pentobarbital-Natrium, 16g/100ml Boehringer
Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Deutschland) intraperitoneal transkardial

perfundiert, um die Gehirne zu entnehmen.

Herstellung von Paraformaldehyd und phosphatgepufferter Kochsalzlosung fiir die

Perfusion

Eine 4%ige Paraformaldehydlésung und eine phosphatgepufferte Kochsalzlésung wurden

vorbereitet, jeweils ca. 100ml pro Maus.

Die phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) wurde hergestellt, indem aus der 10-fach
konzentrierten PBS-Losung (10X Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS), PAN-Biotech
GmbH, Aidenbach, Deutschland) mit destilliertem Wasser eine einfach verdiinnte Losung
hergestellt wurde. Es wurden ca. 100 ml pro Maus benétigt. Die Losung wurde bei

Raumtemperatur gelagert.

Das Paraformaldehyd (PFA) wurde hergestellt, indem 20g PFA-Granulat (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) in 200 ml destilliertem Wasser gelést wurden.
Dabei wurde die Temperatur nicht liber 60°C erhéht und dabei kontinuierlich gerihrt. Bei 40°C
wurden 10 Tropfen 10M Natriumhydroxid (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
dazugegeben, bei 50°C ebenfalls 10 Tropfen 10M Natriumhydroxid, um eine Losung mit einem

neutralen pH-Wert von 10 zu gewahrleisten. Die Losung wurde bei 4°C gekiihlt gelagert.
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Aus dieser Losung wurde mit PBS eine 4%ige PFA-Losung hergestellt. Der pH-Wert der L6sung
wurde anschlieRend kontrolliert und auf 7,4 eingestellt, wobei ein zu niedriger pH-Wert mit
Tropfen von Natriumhydroxid und ein zu hoher pH-Wert mit verdinnter Salzsdure (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) unter kontinuierlicher Messung ausgeglichen wurde.

Der pH-Wert durfte maximal 0,2 von 7,4 abweichen.
Perfusionsvorbereitung

Die Perfusion wurde vorbereitet, indem am Perfusionsplatz unter einer Abzugshaube
Korkbrett, Papierunterlage, Ablaufschiissel, Pumpe, Scheren, Pinzetten, Butterfly-Nadel,
Autoklavier-Beutel und Auffangbehalter fir PBS und PFA bereitgelegt wurden. Die
Korkauflage wurde so auf der Ablaufschissel positioniert, dass Fliissigkeit von der Korkplatte
in die Schiissel ablaufen konnte. Der Entnahmeplatz wurde ebenfalls aufgebaut mit einer
Papierunterlage, Beutel, Schere zum Dekapitieren der Mause, Pinzette, Scheren und kleinem

Loffel.

Es wurden kleine Glasbehalter fir die Gehirne vorbereitet und zur Halfte mit 4%iger PFA

gefiillt, mit der entsprechenden Mausnummer beschriftet und auf Eis gestellt.

Die Pumpe (Ismatec Reglo Analog, Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland) wurde mit
einem passenden Schlauch (Innendurchmesser 2,79mm, Wanddurchmesser 0,85mm, Erich
Eydam KG, Kiel, Deutschland, Abb. 4) bestlickt. An das flussabwarts gelegene Ende des
Schlauches wurde eine Schlauchverlangerung (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland, Abb. 4) und eine Butterfly-Nadel (Venofix Safety, 30 cm Schlauchldange, 23
Gauge, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und an das andere Ende ein T-Stilick
mit Schaltung (BD Connecta 3-Wege-Hahn mit Verlangerungsschlauch, Fillmenge 0,8 ml,
10cm Schlauchlange, Abb. 4) angebracht. An das T-Stlick wurden zwei weitere
Schlauchverldangerungen (Sarstedt AG & Co. KG, NuUmbrecht, Deutschland, Abb. 4)
angeschlossen, an die jeweils zwei PipettiergefdRe (Serologische Pipette, 5ml, Sarstedt AG &

Co. KG, Nimbrecht, Deutschland, Abb. 4) befestigt wurden.

Ein Pipettiergefall fihrte in das PFA-Gefal, das andere Pipettiergefald in das PBS-GefaR. Das
Schlauch-System wurde vorbereitet, indem zuerst so viel PFA aus dem Gefals gepumpt wurde,
dass der Schlauch aus dem PFA-Gefal’ bis zum T-Stlick gefiillt war. AnschlieBend wurde dieser

Schlauchteil durch Einstellung des T-Stlicks verschlossen. AbschlieRend wurde der Rest des
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Schlauchsystems mit PBS ausgewaschen und vollgepumpt, sodass keine Luftblasen mehr im
System waren. Danach wurde die korrekte Einstellung des T-Stlicks Gberprift, damit nur PBS

gepumpt wurde.

Narcoren wurde in eine Spritze aufgezogen. 0,3ml pro Maus wurden mit einer kurzen Nadel
intraperitoneal injiziert. Die Menge des benutzten Narcoren wurde im Andsthesie-Logbuch

notiert.

Abbildung 4 Perfusionsschléuche mit Pipetten (A), kurzen Verlingerungen (B), T-Stiick (C), Schlauch fiir die Pumpe (D) und
grofiem Verldngerungsschlauch (E)

Ablauf der Perfusion

Die Mause wurden jeweils einzeln mit 0,3 ml Narcoren i.p. injiziert und in ihren Kafig
zuriickgesetzt, bis sie vollkommen andsthesiert waren. Dies wurde Uberprift, indem mit

Kneifen in die Pfoten Abwehrreaktionen getestet wurden.

Nachdem die jeweilige Maus vollstandig anasthesiert war, wurde sie mit Nadeln in die vier

Pfoten auf die Korkplatte gepinnt.

Unter dem Sternum wurde die Inzisur gesetzt und beidseits paracostal das Abdomen eroffnet,
um Zugang zum Diaphragma zu erhalten, welches durchgeschnitten wurde. Das Sternum

wurde mit einer Nadel zurlickgehalten, um das Herz freizulegen.
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Mit den Pinzetten wurde die Spitze des Herzens gegriffen, die Butterfly-Nadel wurde in den
linken Ventrikel gestochen. Die Pumpe wurde angeschaltet und das Atrium dextrum mit einer

kleinen Schere aufgeschnitten, damit Blut und eingepumpte Flissigkeiten ablaufen konnten.

Es wurde zuerst eine Minute lang mit PBS perfundiert, das Blut wurde mit zwei Tilichern
aufgefangen. Danach wurde das T-Stlick umgestellt, sodass nur das PFA von der Pumpe
gefordert wurde. Es wurde fiir 12 Minuten mit ca. 100ml PFA perfundiert; in dieser Zeit wurde
das ablaufende PFA im Auffangbehalter gesammelt. In der Regel fing nach drei bis vier
Minuten der Schwanz der Maus an zu zucken, was ein Hinweis flr eine erfolgreiche Perfusion
war. Ein weiterer Indikator fir eine erfolgreiche Perfusion war eine deutliche Entfarbung der

Leber am Ende der Prozedur.

Nach Ablauf der Zeit wurde die Pumpe ausgeschaltet, die Nadel aus dem Herzen entfernt und
in einen Glasbehalter gehalten, um die Schldauche anschlieRend durch Durchpumpen mit PBS

zu reinigen.
Entnahme der Gehirne

Am vorbereiteten Arbeitsplatz wurden die Maduse mit einer Schere dekapitiert, die Kadaver
wurden in einem Beutel gelagert, um sie nach dem Ende der Prozedur im Tierhaus zu
entsorgen. An den Kopfen wurde die Nackenmuskulatur durchschnitten und die Kopfhaut
eroffnet, um die Schadeldecke freizupraparieren. Mit einer spitzen Schere wurde die
Schadeldecke entlang der Sutura Sagittalis eingeritzt. Im Halsbereich wurden links und rechts
sowie mittig im Verlauf der Sutura Sagittalis die Schadeldecke vorsichtig eingeschnitten.
AnschlieBend wurde moglichst weit rostral im Bereich der Bulbi olfactorii die Schadeldecke
punktiert und mit der Schere die Schadeldecke entlang der Einritzung vorsichtig aufgedehnt,
sodass das Gehirn offen lag. Die Hirnnerven wurden mit dem Loffel vorsichtig durchtrennt und

das Gehirn in den jeweils vorgesehenen Glasbehalter mit PFA eingelegt.

Lagerung und Fixation der Gehirne
Die praparierten Gehirne wurden flr 3 - 5 Stunden in 4%ige PFA-Losung auf einem Schwenker

bei 4°C postfixiert. Danach wurden die Gehirne in eine 30%ige Sukrose/PBS-Losung
(Normapur AnalaR sucrose, VWR International Ltd., Lutterworth, England) fiir 24 — 48 Stunden
eingelegt und so kryoprotektiert. Um die Gehirne verarbeiten zu kénnen, wurden sie

schliefRlich in kleine Schalen mit Shandon M-1 Embedding Matrix (Thermoscientific, Fisher
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Scientific GmbH, Schwerte) gepackt und in einem Gefrierschrank mit -80°C Innentemperatur
(New Brunswick Scientific U570 Premium, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-
Berzdorf, Deutschland) eingefroren. Die Gehirne in der Embedding Matrix wurden aus den
Schalen genommen und in entsprechend beschrifteten Plastikbeuteln im Gefrierschrank bis

zur Verarbeitung gelagert.

Herstellung von Schnitten im Kryostaten
Zur Herstellung koronarer Hirnschnitte wurden die Gehirne in einem Kryostaten (Leica CM

3050s, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Mikroskopie und Histologie, Wetzlar,
Deutschland) bei -20°C Kammer-Temperatur und -19°C Objekt-Temperatur in 16 um starke
Scheiben geschnitten. Schnitte wurden von Bregma 4 bis -6 angefertigt. Die Schnitte wurden
auf Polysine-beschichteten Objekttragern (Thermoscientific Polysine Slides Menzel-Glaser,
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) aufgefangen, wobei 10 - 12 Schnitte pro
Trager aufgenommen wurden. 6 Objekttrager wurden zu einem Set zusammengefasst.
Aufeinander folgende Schnitte wurden jeweils an der gleichen Position eines neuen Tragers
aufgebracht. Sobald eine Position im Set vollstandig belegt war, wurde die nachste Position
nach und nach befillt. Der Abstand im intakten Gehirn zwischen zwei benachbarten Schnitten
auf einem Trager lag daher bei 96 um (6 x 16 um). Sobald 6 Trager voll waren, wurden 6 neue
Trager genommen und ein neues Set gebildet. Pro Maus kamen auf diese Weise jeweils 5 - 6
Sets zustande. Anschlieend wurden die Schnitte auf den Objekttragern bei 4°C gelagert, bis
sie mit 100 — 130 pl Merckoglass (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) oder Mowiol/Dabco
unter einem Deckglas fixiert wurden. Wahrend die ersten Schnitte noch mit Mowiol/Dabco
fixiert worden sind (N21 und N22) wurde bei spateren Experimenten Merkoglass verwendet
(N41, N43 und N44). Bei einem Vergleich von mit Merckoglass und Mowiol/Dabco fixierten
Schnitten unter dem Fluoreszenzmikroskop fiel auf, dass Mowiol/Dabco fixierte Schnitte eine
verdanderte Emissionswellenldnge aufwiesen. Die Analyse und Auswertung war mit beiden
Praparationsmethoden gleichwertig moglich, zur besseren Vergleichbarkeit mit zuklinftigen

Analysen wurde jedoch auf Merckoglass gewechselt.
Herstellung von Mowiol/Dabco

Zur Herstellung von Mowiol/Dabco wurden zu 6g Glycerin (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland), 2,4g Mowiol 4-88 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

und 6 ml destilliertes Wasser zugegeben, wobei jeweils nach Zugeben fiir eine Stunde bei
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Raumtemperatur gerihrt wurde. Danach wurden 12 ml 2M Tris-Hydrochlorid (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) mit einem pH-Wert von 8,5 dazugegeben und die
Mischung bei 50°C inkubiert. Am Ende wurden 25 mg/ml Dabco (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) dazu geriihrt und gel6st, bis die Losung klar war. Die Losung wurde in

2ml-Reaktionsgefafien bei -20°C gelagert.

Auswertung der Schnitte im Fluoreszenzmikroskop
Jeweils eine Serie wurde danach unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiolmager M, Carl

Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) durchgemustert. Es wurde ein 10X Objektiv (EC Plan-
Neofluar 10X, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) verwendet. Zur Aufnahme wurde ein
Breitbandfilterset benutzt (Filterset 488002-9901, Exzitationswellenfilter G365 fiir
Wellenldange von ca. 325nm bis ca. 490nm, Strahlaufteilungsfilter FT 395 fir Wellenlangen ab
ca. 375nm, Emissionswellenfilter LP 420 fiir Emissionswellenlange ab ca. 425nm, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland). Fluorogold besitzt eine Exzitationswellenldnge von 205nm bis
395nm und eine Emissionswellenlange von 530nm bis 600nm. Als Software fir die
Bilddarstellung wurde ZEN Imaging Software (ZEN 2012, Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Deutschland) genutzt.

Signaldarstellung

(

Schnittdarstellungen der zweiten Auflage des ,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas”
(George Paxinos, Keith B.J. Franklin (2001). “The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates,
second edition.” Academic Press) wurden zur Dokumentation der Funde mit Photoshop 7.0
(Adobe Systems Software Ireland Limited, Dublin Republic of Ireland) bearbeitet. Die
Beschriftungen der Gehirngebiete wurden aus dem Atlas libernommen und sind im
Abkurzungsverzeichnis aufgefiihrt, zur besseren Vergleichbarkeit mit den vorhergehenden
Studien an Ratten wurden die englischen Bezeichnungen beibehalten. Die Anzahl und Dichte
der eingefligten Punkte in den Abbildungen quantifizieren die subjektiv im Vergleich mit den
anderen Schnitten des jeweiligen Gehirns wahrgenommene Signaldichte in dem jeweiligen
Gebiet als abgewandelte Form einer grafischen Ratingskala. Es wurden reprasentative
Schnittdarstellungen ausgewidhlt, die Auswahl orientierte sich zur besseren Vergleichbarkeit

an anderen Studien in Ratten [McKenna 2004].
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Dieses Verfahren wurde als Ersatz zu einer direkten quantitativen Darstellung der markierten
Zellen gewadhlt. Durch die Potenz des Fluorogold-Signals konnten die Zellen in
Vorexperimenten haufig nicht Gberlagerungsfrei darstellbar gemacht werden, wodurch das

direkte Auszahlen der markierten Zellen nicht praktikabel durchfiihrbar war.
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Ergebnisse

Injektionsort
Es wurden bei allen Testsubjekten in einer OP stereotaktisch bei denselben Koordinaten

Injektionen gesetzt Es wurden 0,1- 0,2 ul der 4%igen Fluorogold-Losung verwendet. 10 bis 12
Tage nach der OP wurden die Mause transkardial mit PFA perfundiert, die Gehirne wurden
freiprapariert, in PFA postfixiert und mit einer Sukrose/PBS-Losung kryoprotektiert. Danach
wurden sie in einer Embedding Matrix bei -80°C eingefroren und eingelagert, bis sie im
Kryostaten bei -20°C in koronale Schnitte von 16 um Starke prapariert wurden. Die Schnitte
wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Eine detaillierte Beschreibung der

Ablaufe findet sich im Kapitel Materialien und Methoden.

Der Zielort der stereotaktischen Injektionen war der Nukleus Reuniens des Thalamus, der
durch seine tiefe ventrale Lage und geringe GréRe nur relativ schwierig zu erreichen ist. Es
wurde mit Hilfe der zweiten Auflage des ,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” ein
Injektionspfad bestimmt, bei welchem die Wahrscheinlichkeit das Ventrikelsystem oder den
Sinus cavernosus zu penetrieren moglichst gering war: Ein Eindringen von Blut oder anderen
Substanzen in den Liquorraum kann schmerzhaft fiir die Mause sein und Lasionen
verursachen. Auch sollte so die Bildung von Liquorfisteln vermieden werden. Eine
Fehlinjektion von Fluorogold in den Liquorraum kann zudem zu Fehlmarkierungen in dem den
Liguorraum anliegenden Regionen fiihren [Szabados 1996]. Es wurden zur Justierung der
Koordinaten in Vorexperimenten Mause gemafd dem im Kapitel Materialien und Methoden
beschriebenen Ablauf injiziert und die Gehirne prapariert und fir die Histologie aufbereitet.
Die Injektionspfade wurden im Fluoreszenzmikroskop tberprift und die Koordinaten fiir die
stereotaktische Injektion entsprechend angepasst, bis der Nukleus Reuniens korrekt getroffen
wurde. Fiir die Experimente wurden 16 Mause injiziert, wobei 5 Mause, die eine prazise
Applikation des Fluorogold-Tracerdepots im Nucleus Reuniens aufwiesen, fir die Analyse
ausgewahlt wurden. Einschlusskriterium war ein zentrales Injektionsdepot im Nukleus
Reuniens mit geringer Ausdehnung in angrenzende Hirnregionen. Einen Beispielschnitt mit
Visualisierung des Injektionsdepots sowie die Ausdehnung des Depots fiir die in die Studie

eingeschlossenen Méause bietet Abbildung 5.
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1.000 um

Abbildung 5 Darstellung der Injektionsstellen (A) und (B) Uberblendung eines beispielhaften koronaren Hirnschnitts mit Fluorogold-Depot (gelb) im
Nucleus Reuniens mit der korrespondierenden Ebene aus der zweiten Auflage des Paxinos und Franklin Mouse Brain Atlas zur Darstellung der
anatomischen Strukturen, Nukleus Reuniens = Re; (C) und (D) Schematische Darstellung der Injektionsgebiete (gekennzeichnet durch Kreise) der fiinf
in die Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus: Blau: N21 ;Rot:N22 ;Braun: N41 ;Griin: N43 ;Blau: N44;).

Ergebnisse der Auswertung
Im Folgenden werden die Hirnregionen, in denen retrograd markierte Zellen in den 5

analysierten Tieren detektiert wurden, vorgestellt.
In einem ersten Schritt sollen die Regionen vorgestellt werden, die in eine ndahere Auswahl fiir
monosynaptische Afferenzen zum Nukleus Reuniens kommen; dabei kommen vor allem

Funde in Betracht, die bei mindestens 3 der 5 Testsubjekte gefunden worden sind.

Wenn die Begriffe ipsilateral und kontralateral zur Beschreibung der Lage von Signalen
verwendet werden, bezieht sich ipsilateral auf die Hemisphadre des Injektionspfades und
kontralateral auf die gegeniiberliegende Hemisphare. Die ipsilaterale Hemisphare bezieht sich
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auf die rechte Hemisphare in den Abbildungen. Trotz des einseitig gewahlten Injektionspfades
breitete sich das Fluorogold in beide Halften des Nukleus Reuniens aus, mit fihrender
Tendenz in Richtung des Injektionspfades. Regionen, die relativ sicher Afferenzen zum Nukleus
Reuniens besitzen, sollten daher in beiden Hemispharen mit Fluorogold markiert worden sein.
Im Folgenden werden die fiir die Analyse verwendeten koronaren Schnittebenen von rostral
nach kaudal besprochen. Die genannten Regionen sind dabei sowohl ipsi- als auch
kontralateral markiert worden, Ausnahmen werden im Text herausgestellt. Dabei werden nur
Regionen besprochen, die in einer Mehrzahl der Testsubjekte zu finden waren. Sollten
Regionen durch die Markierungen nicht leserlich sein, stehen die Vorlagen im Anhang zur

Verfligung (Abb. 25 -38).

Abbildung 6 Ebene auf Héhe des Frontallappens aus der zweiten Auflage des ,,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, PrL =Prdlimbischer Kortex, ll= Infralimbischer Kortex, MO = Medialer Orbitaler
Kortex, VO = Ventraler Orbitaler Kortex, Cgl = Zingulum Area 1, Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten
Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus).
Um die Lesbarkeit zu gewdhrleisten, finden sich in dieser und den nachfolgenden Bildunterschriften nur die wichtigsten
Abkiirzungen wieder. Eine vollstdndige Auflistung der Abkiirzungen findet sich im Anhang im Abkiirzungsverzeichnis.
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Abbildung 6

Von der Vielzahl der markierten Regionen im vorderen Anteil des Gehirns, stach am
deutlichsten der ventromediale Prafrontale Kortex hervor (Abbildung 6). Von seinen Gebieten
war in allen Mausen bilateral der Infralimbische Kortex (Anzahl der Mause in denen Signale in
dieser Region gefunden wurden n=5) und der Pralimbische Kortex (n = 5) am deutlichsten von
markierten Zellen durchsetzt. Das Zingulum (n=5) gehorte ebenfalls zu den Regionen des
Prafrontalen Kortexes, welche eine Vielzahl an markierten Zellen aufweisen. Zu den von
Fluorogold markierten Regionen gehorte auch das Klaustrum (n=5), wenn auch weniger stark
ausgepragt als in Regionen des Pralimbischen oder Infralimbischen Kortex, aber auch hier

fanden sich markierte Zellen in allen Mausen.

Der Ventrale, (n=5) Mediale (n=5) und Laterale Orbitale Kortex (n=3) waren ebenfalls Gebiete,
in denen in beiden Hemispharen Fluorogold-positive Zellen zu finden waren (Abbildung 6),
wobei der Ventrale Orbitale Kortex deutlich hervorstach. Im Ventralen Orbitalen Kortex
fanden sich in allen Madusen sowohl kontra- als auch ipsilateral eine dhnliche Signaldichte wie

im Pralimbischen und Infralimbischen Kortex.

Abgesehen von den Regionen des Prafrontalen Kortexes wies auch der Motorkortex eine
deutliche Haufung von markierten Zellen auf, wobei der Sekunddre Motorkortex in allen
Mausen beidseits eine auffallig deutlich markierte Region war (n=5), wahrend der Primare
Motorkortex nur in zwei Mausen auf dieser Hohe Fluorogold-positive Zellen aufwies. Durch
die Wahl des Injektionspfades durch den Motorkortex handelte es sich bei den Funden im
Motorkortex auf dieser Hohe als auch weiter kaudal am ehesten um Kontaminationen durch

den Injektionsprozess.

Eine weitere deutlich markierte Region war der agranulare Inselkortex, der in vier Mausen als

markierte Region auffiel, wobei er in zwei Testsubjekten sehr deutlich markierte Areale zeigte.

Auch die Forceps Minor des Corpus Callosum zeigte Fluorogold-markierte Zellen, wobei die

Auspragung sehr gering und nicht in allen Mausen zu finden war (n=3).
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Abbildung 7 Ebene auf Héhe des Frontallappens aus der zweiten Auflage des ,,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, PrL =Prdlimbischer Kortex, Ill= Infralimbischer Kortex, Kortex, DP= Dorsaler
Pedunkuldrer Kortex, M1/2= Primdrer und Sekunddrer Motorkortex, Cgl = Zingulum Area 1, cp= cerebraler Pedunkulus,
Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die Studie
eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 7

Auch in dieser Koronarebene gehoérten der Infralimbische, der Prélimbische Kortex, das
Zingulum und der Motorkortex zu den Regionen mit den auffalligsten Haufungen markierter
Zellen (jeweils n=5), wobei der Primare Motorkortex in mehr Testsubjekten als Zielregion des

Fluorogold zu finden war als in Abbildung 6 (n=4).

Auch das Klaustrum fand sich wieder unter den markierten Regionen, wenn auch in weniger

Testsubjekten und weniger deutlich als zuvor (n=2).

In den meisten Testsubjekten trat mit deutlicher Dichte Fluorogold-markierter Zellen das
ipsilaterale und kontralaterale Putamen hervor, welches im vorherigen Koronarschnitt nicht

zur Darstellung kam (n=4).

25



Auch die dorsale Taenia Tecta und der dorsale Pedunkuldre Kortex waren in der vorherigen
Schnittebene nicht sichtbar, kamen hier jedoch zur Darstellung. Sie zeigten in allen bis auf ein
Testsubjekt sowohl auf der ipsi- wie auch auf der kontralateralen Seite markierte Zellen

(jeweils n=4).

Der Nukleus Accumbens zeigte ebenfalls in einigen Subjekten auf der kontralateralen Seite
Signale (n =3) die im Vergleich zu Regionen wie dem Infralimbischen Kortex jedoch von der

Dichte und Anzahl der Signale weniger ausgepragt waren.
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Abbildung 8 Ebene auf Hohe der Septalen Nuklei aus der zweiten Auflage des ,, Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, Cl=Claustrum, Cg1/2 = Zingulum Area 1 bzw. Area 2, LS* = Septale Nuklei, DEn =
Dorsaler Endopiriformer Nukleus, Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet durch
Punkte) der fiinf in die Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 8

Das Zingulum (n=4) und die Motorkortizes (M1 n=4, M2 n=5) zeigten in den meisten Mausen
beidseits deutliche Ansammlungen Fluorogold-markierter Zellen. Zu den Regionen mit
markierten Zellen gehorten in einigen Fallen wiederum das Claustrum (n=3), wobei hier nur in

einer Maus besonders deutliche Ansammlungen markierter Zellen zur Darstellung kamen. In
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dieser Koronarebene waren auBlerdem Nuklei des Septums sichtbar. Vor allem der
intermediare (n=3) und laterale Teil (n=3) des lateralen Septalen Nukleus wiesen in vielen

Testsubjekten auf beiden Seiten Ansammlungen Fluorogold-positiver Zellen auf.
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N41

1.000 pm

Abbildung 9 Ebene auf Hohe der Septalen Nuklei aus der zweiten Auflage des ,,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, Cl=Claustrum, Cg1/2 = Zingulum Area 1 bzw. Area 2, DEn = Dorsaler Endopiriformer
Nukleus, LS* = Septale Nuklei, SIHL = Somatosensorischer Kortex, Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten
Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 9

In dieser Koronarebene waren in allen Fallen markierte Zellen beidseits in beiden Regionen
des Zingulums zur Darstellung gekommen. Die benachbarten Priméaren (n=4) und Sekundéaren
Motorkortizes (n=5) gehorten ebenfalls zu den markierten Regionen. Der Somatosensorische
Kortex zeigte zwar erst in kaudaleren Abschnitten deutlichere Markierungen, jedoch konnten
in einigen Fallen bereits in dieser Ebene vor allem ipsilateral Fluorogold-markierte Zellen
gefunden werden (n=3). Ebenso zeigte der Mediale Prdoptische Kortex in einigen

Testsubjekten markierte Zellen (n=3).
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Abbildung 10 Ebene auf Héhe der Septalen Nuklei aus der zweiten Auflage des ,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas“ zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, Cl=Claustrum, Cg1/2 = Zingulum Area 1 bzw. Area 2, DEn = dorsaler Endopiriformer
Nukleus, LS* = Septale Nuklei, SIHL = Somatosensorischer Kortex, Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten
Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 10

Wie in den vorherigen Koronarebenen auch, waren hier in den meisten Fallen in den Teilen
des Zingulums (n=5) und in den Motorkortizes (M1: n=5, M2: n=5) Fluorogold-markierte Zellen
zu finden. Zusatzlich kamen Zellen im Somatosensorischen Kortex (n=4) und im
Septofimbrialen Nukleus (n=3) zur Darstellung, wobei die Signale auf der ipsilateralen Seite

haufiger und deutlicher waren.
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Abbildung 11 Ebene auf Hoéhe des Thalamus aus der zweiten Auflage des , Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, Cg/RS = Zinguldrer/Retrosplenialer Kortex, Re= Nukleus Reuniens,
PVA=Paraventrikuldrer Nukleus des Thalamus, Cl=Claustrum, DEn = Dorsaler Endopiriformer Nukleus, SIHL =
Somatosensorischer Kortex, Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet durch Punkte)
der fiinf in die Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 11

Zu den besonders deutlich markierten Regionen gehérten hier die Ubergangsregion von
Zingulum und Retrosplenialem Kortex (n=4), die Motorkortizes (M1 n=5, M2 n=4) und der
Primare Somatosensorische Kortex (n=5). In einigen Testsubjekten waren hier bereits

markierte Zellen aus dem Nukleus Reuniens als Zielregion der Injektion zu sehen.

29



N44

N43

N41

1.000 pm

N22

N21

Abbildung 12 Ebene auf Héhe des Thalamus aus der zweiten Auflage des , Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas“ Atlas zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, RSG/RSA Retrosplenialer Kortex, agranuldrer/granuldrer Anteil, Re= Nukleus
Reuniens, PV=Paraventrikuldrer Nukleus des Thalamus, Cl=Claustrum, DEn = Dorsaler Endopiriformer Nukleus, S1HL =
Somatosensorischer Kortex, MD = Mediodorsaler Nukleus des Thalamus, Rh = Nukleus Rhomboideus, Schematische
Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die Studie eingeschlossenen
Miduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 12

Auf Hohe dieser Koronarebene kamen weitere Kerngebiete des Thalamus zur Darstellung. So
fanden sich neben dem Nukleus Reuniens auch im Rhomboiden Nukleus (n=3), im Zentralen
Medialen Nukleus (n=3) und im Ventromedialen Nukleus des Thalamus (n=4) Fluorogold-
markierte Zellen. AuRerhalb des Thalamus fanden sich Zellen erneut in den Motorkortizes (M1
n=5, M2 n=5) und im Somatosensorischen Kortex (n=5), aber auch im granuldren (n=3) und
agranuldren Retrosplenialen Kortex (n=3), wobei hier nicht in allen Testsubjekten markierte
Zellen zu finden waren. In den Mausen, in denen Markierungen in diesen Regionen zu sehen
waren, fanden sich auf der ipsilateralen deutlich dichtere und mehr Signale als auf der

kontralateralen Seite.
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Abbildung 13 Ebene auf Hoéhe des Thalamus aus der zweiten Auflage des , Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, RSG/RSA Retrosplenialer Kortex, agranuldrer/granuldrer Anteil, Re = Nukleus
Reuniens, PV=Paraventrikuldrer Nukleus des Thalamus, Cl=Claustrum, DEn = Dorsaler Endopiriformer Nukleus, S1Tr =
Somatosensorischer Kortex, LPtA / MPtA lateraler/medialer Parietaler Assoziations Kortex, MD = Mediodorsaler Nukleus des
Thalamus, Rh = Nukleus Rhomboideus, Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet
durch Punkte) der fiinf in die Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 13

Der Nukleus Reuniens als Zielort der Injektion und der benachbarte Rhomboide Nukleus des
Thalamus zeigten sehr deutliche Signale in allen Testsubjekten. Der Zentrale Mediale Nukleus
des Thalamus wies auch auf dieser Koronarebene in den meisten Mausen sowohl ipsi- als auch
kontralateral markierte Zellen auf (n=3). Auch der Intermediodorsale Nukleus des Thalamus
zeigte Fluorogold-positive Zellen (n=3). Diese waren in den meisten Subjekten vor allem auf

der ipsilateralen Seite zu sehen.

Der Submediale Nukleus des Thalamus gehorte ebenfalls zu den Regionen, die durch deutliche

Signale von Fluorogold auf beiden Seiten in allen Testsubjekten auffielen.

AuBerhalb des Thalamus, im Epithalamus, fielen markierte Zellen vor allem im lateralen
Habenularen Nukleus auf (n=4). Diese waren auf beiden Seiten zu finden, jedoch in den

meisten Testsubjekten vor allem auf der ipsilateralen Seite (n=4). Sehr deutlich waren
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Gruppen von Zellen auch in der Posterioren Hypothalamischen Region auf beiden Seiten in

allen Mausen zu sehen.

Im Retrosplenialen Kortex fanden sich Zellen mit Fluorogold-Signalen vor allem auf der
ipsilateralen Seite der meisten Mause, sowohl im granuldren (n=4), als auch im agranuldren

Kortex (n=3).

Der Fasciculus Retroflexus zeigte in einigen Fallen ebenfalls markierte Zellen (n=3).
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Abbildung 14 Ebene auf Hohe des Thalamus und Hippokampus aus der zweiten Auflage des ,, Paxinos and Franklin Mouse
Brain Atlas” zur Darstellung der anatomischen Strukturen, RSG/RSA Retrosplenialer Kortex, agranuldrer/granuldrer Anteil, PH
= hinteres Hypothalamisches Gebiet, S= Subiculum, CA1,CA3 = CA1/CA3 Region des Hippokampus, V2MM-= Teil des visuellen
Kortex, Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die
Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)
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Abbildung 14
Im Vergleich zur vorherigen Koronarebene wurden hier weniger Thalamusgebiete retrograd

markiert. Im Bereich des Hypothalamus fanden sich in einigen Fallen einzelne Fluorogold-
markierte Zellen in der Lateralen Hypothalamischen Region (n=3). Ein weiterer deutlich mit
markierten Zellen ausgestatteter Bereich des limbischen Systems auf dieser Ebene war das
Periaquaduktale Grau. Diese Region wies in den meisten Testsubjekten sehr deutliche

Signalhaufungen von Fluorogold auf (n=3).

Bei den mit dem limbischen System assoziierten Bereichen fiel auch der Hippocampus ins
Auge, dessen Subikulum und dessen Region CA1 in drei Mausen einzelne Zellen mit Signalen
von Fluorogold zeigte, in einer Maus fanden sich auch in CA3 beidseits Signale, in einer
anderen Maus nur ipsilateral. In den weiter kaudal gelegenen Bereichen des Hippocampus

traten vor allem im Subikulum diese Signale deutlich zu Tage.

Aullerhalb des limbischen Systems waren Ansammlungen von markierten Zellen im
Ektorhinalen Kortex (n=3), im Temporalen Assoziationskortex (n=3) und im Sekundadren
Visuellen Kortex (n=3) zu finden. Bemerkenswert ist, dass sich nur in einer Maus Zellen im

lateralen Genikuldaren Komplex fanden (N 41).
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Abbildung 15 Ebene auf Héhe des Hippokampus aus der zweiten Auflage des ,, Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, Ect = Ektorhinaler Kortex, RSG/RSA Retrosplenialer Kortex, agranuldrer/granuldrer
Anteil, S=Subiculum, CA1,CA3 = CA1/CA3 Region des Hippokampus, V2MM-= Teil des visuellen Kortex, Schematische
Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die Studie eingeschlossenen
Miduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 15

Das Periaquaduktale Grau war auch auf dieser Koronarebene eine der Regionen, in denen sich
sehr deutliche Gruppen von Zellen fanden, die mit Fluorogold markiert worden sind (n=3).
Auch hier fanden sich weitere Regionen, die Haufungen markierter Zellen aufwiesen und mit
dem Limbischen System assoziiert waren. So zeigten Zellen des Medialen (n=3) und Lateralen
(n=3) Nukleus Mamillaris vor allem ipsilateral in den meisten Testsubjekten sehr deutliche

Signale von Fluorogold.

Einzelne markierte Zellen waren auch im Supramamilldren Nukleus (n=3) zu sehen, die

ebenfalls besonders auf der ipsilateralen Seite der Injektion lokalisiert waren.

Eine weitere Region des limbischen Systems war der Perirhinale Nukleus (n=3), der in einigen

Fallen auf der ipsilateralen Seite einzelne Zellen und Gruppen von markierten Zellen aufwies.
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Auch das Subikulum beinhaltete auf dieser weiter kaudal gelegenen Koronarebene wieder
markierte Zellen auf der ipsilateralen und kontralateralen Seite, allerdings in mehr Tieren und

in hoherer Dichte als in weiter rostral gelegenen Schnitten (n=4).

Im Fornix, der als Teil des Papez-Neuronenkreises ebenfalls zum limbischen System gezahlt

wird, traten ebenfalls einzelne Signale von Fluorogold auf (n=3).

In dieser Koronarebene fanden sich neben Strukturen des limbischen Systems auch Nuklei
Intralaminares des Thalamus, die vor allem auf der kontralateralen Seite in den meisten

Mausen Markierungen von Fluorogold zeigten (n=3).

Im Bereich des Mesenzephalon waren ebenfalls Zellen zu finden, die mit Fluorogold markiert
wurden. Die Tiefe Graue Schicht und die Tiefe Weie Schicht des Colliculus Superior (n=3) als
auch der Tiefe Mesenzephalische Kern (n=3) waren Gebiete, in denen einzelne Zellen
auftauchten, die auf der ipsilateralen Seite im Falle des Colliculus zum Teil auch in dichterer
Anhdufung zusammenstanden. Zusatzlich fanden sich Zellen in der Area Tegmentalis Ventralis

auf der ipsi- und kontralateralen Seite der meisten Testsubjekte (n=3).

Des Weiteren zeigte der Ektorhinale Kortex auf dieser Ebene in den meisten Mdusen wieder
Markierungen (n=3). Ebenso fanden sich Zellen im granularen Teil des Retrosplenialen Kortex

(n=3), die in einem Fall sehr dicht zusammenstanden.

Die Posteriore Kommissur zeigte ebenfalls in den meisten Testsubjekten Signale von

Fluorogold-markierten Zellen (n=3).
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Abbildung 16 Ebene auf Héhe des Hippokampus aus der zweiten Auflage des ,, Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, RSG/RSA Retrosplenialer Kortex, agranuldrer/granuldrer Anteil, S= Subiculum,
CA1,CA3 = CA1/CA3 Region des Hippokampus, PAG = periaqudduktales Grau, PRh = Perirhinaler Kortex, Schematische
Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die Studie eingeschlossenen
Maduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 16

Signale in CA1 des Hippocampus waren auf dieser Koronarebene wieder zu finden, wobei die
Fluorogold-markierten Zellen im Subikulum der meisten Testsubjekte sehr dicht standen und
in allen Mausen zu finden waren. In Region CA3 fanden sich keine markierten Zellen. Auch im

Periaquaduktalen Grau waren auf dieser Ebene Fluorogold-positive Zellen zu sehen (n=3).

Der Tiefe Mesenzephalische Kern war wie in der vorigen Ebene auch hier mit markiert worden

(n=3). Zusatzlich fanden sich auf dieser Ebene markierte Zellen im Nukleus Superior (n=3).
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Abbildung 17 Ebene auf Hohe des Hippokampus aus der zweiten Auflage des ,,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, RSG/RSA Retrosplenialer Kortex, agranuldrer/granuldrer Anteil, S=Subiculum,
CA1,CA3 = CA1/CA3 Region des Hippokampus, Ect = Ektorhinaler Kortex, PAG = Periaqudduktales Grau, PRh = Perirhinaler
Kortex,, Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die
Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 17

Die Funde von markierten Zellen in CA1 lieBen sich auf dieser Ebene fortfiihren (n=5). Auch
im Subikulum (n=5) und Periaquaduktalen Grau (n=3) konnten wieder Fluorogold-positive

Zellen gesehen werden, wobei auch im Prasubikulum Zellen markiert wurden (n=3).
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Abbildung 18 Ebene auf Hohe des Aquddukts aus der zweiten Auflage des ,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” zur
Darstellung der anatomischen Strukturen, , PAG = Periaqudduktales Grau, Schematische Darstellung der mit Fluorogold

markierten Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert
eine Maus)

Abbildung 18

Abgesehen von Funden in einzelnen Testsubjekten, welche sich nicht in den anderen Mausen
nachvollziehen lieRen, fanden sich als mogliche Ursprungsorte von Afferenzen des Nukleus

Reuniens Fluorogold-markierte Zellen im ipsilateralen und kontralateralen Dorsalen Raphe

Nukleus (n=3).
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Abbildung 19 Ebene auf Hohe des vierten Ventrikels aus der zweiten Auflage des ,,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas”
zur Darstellung der anatomischen Strukturen, LDTg= laterodorsaler Tegmentaler Nukleus, DTgC/P = Dorsaler Tegmentaler
Nukleus Schematische Darstellung der mit Fluorogold markierten Regionen (gekennzeichnet durch Punkte) der fiinf in die
Studie eingeschlossenen Mduse (jede Farbe reprdsentiert eine Maus)

Abbildung 19

Nur in drei Mausen fanden sich auf dieser Koronarebene markierte Zellen. Nur bei zwei
Testsubjekten fanden sich markierte Zellen in beiden Hemispharen. Bei diesen beiden
Testsubjekten waren gemeinsam markierte Gebiete im laterodorsalen Tegmentalen Nukleus

und im ventrolateralen Periaquaeduktalen Grau zu finden.
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Afferente Verbindungen zum Nukleus Reuniens
Im Folgenden sollen Funde in Regionen besprochen werden, die am ehesten einer afferenten

Verbindung zum Nukleus Reuniens entsprechen.

Wenn Fluorogold-markierte Regionen nur auf der ipsilateralen Seite zu finden waren und in
der Nahe des Injektionspfades lagen, ist die Wahrscheinlichkeit relativ hoch, dass es sich
hierbei nicht um afferente Verbindungen zum Nukleus Reuniens handelt, sondern um
Fehlmarkierungen durch Auslaufen von Fluorogold im Injektionspfad, was in den

Uberlegungen zur Methodik weiter ausgefiihrt wird.

Der Nukleus Reuniens liegt sehr zentral im Gehirn, eine Halfte liegt in der einen, die andere
Halfte in der anderen Hemisphare. Einschlusskriterium flir die Experimente war eine prazise
Applikation des Fluorogold-Tracerdepots im Nucleus Reuniens mit geringer Ausdehnung in
angrenzende Hirnregionen. Trotz des einseitig gewahlten Injektionspfades breitete sich das
Fluorogold in beide Halften des Nukleus Reuniens aus, mit flihrender Tendenz in Richtung des
Injektionspfades. Regionen, die relativ sicher Afferenzen zum Nukleus Reuniens besitzen,

sollten daher in beiden Hemispharen mit Fluorogold markiert worden sein.

Auf diese Funde von afferenten Verbindungen zum Nukleus Reuniens, soll im Folgenden naher
eingegangen werden. Eine Ubersicht der wichtigsten Funde bietet die Tabelle in Tabelle 1, die

Auswahl der Regionen orientiert sich an vorhergegangen Arbeiten an Ratten.
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Tabelle 1 Auflistung der Hauptfunde Beschriftung auf Englisch, um die Arbeit mit dem ,, Paxinos and Franklin Mouse Brain
Atlas” und den Studien an Ratten zu erleichtern. Ein Plus (+) stellt ein Fundgebiet dar, ein Minus (-) zeigt eine Region ohne
Funde von Fluorogold im Experiment. Aufteilung der Hirnregionen in ipsilateral und kontralateral von der Injektionsseite im
Experiment. (Tabelle fortgesetzt auf der néchsten Seite)

ipsilateral contralateral
Telencephalon
Amygdala - -
Claustrum + +
Cortex
Agranular Insular Cortex + +
Agranular Medial Cortex - -
Anterior Cingulate Cortex + +
Ectorhinal Cortex + +
Enthorhinal Cortex - -
Infralimbic Cortex + +
Medial Orbital Cortex + +
Parietal Cortex - -
Perirhinal Cortex + +
Piriform Cortex + +
Prelimbic Cortex + +
granular Retrosplenial Cortex + +
agranular Retrosplenial Cortex  + +
Somatosensory Cortex + +
Motor Cortex + +
Endopiriform Cortex - -
Hippocampal Formation
Subiculum
Presubiculum
Dentate Gyrus - -
Ammons Horn + +
Preoptic Area
Anterodorsal Preoptic Nucleus - -
Anteroventral Preoptic Nucleus - -
Lateral Preoptic Area - -
Magnocellular Preoptic Area - -
Medial Preoptic Area + +
Median Preoptic Area - -
Septofimbiral Nucleus + +
Septum + +
Taenia Tecta + +
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Diencephalon
Epithalamus
Lateral Habenula
Medial habenula
Hypothalamus
Anterior Hypothalamic Area
Anterior Nucleus
Dorsomedial nucleus
Lateral Hypothalamic Area
Lateral Mamillary Area
Medial Mamillary Area
Paraventricular Nucleus
Posterior Hypothalamus
Premamillary Nucleus
Supramamillary Nucleus
Tuberomamillary Nucleus
Ventromedial Nucleus
Thalamus
Intergeniculate leaflet
Lateral dorsal Nucleus
Lateral Geniculate Complex
Paraventricular Nucleus
Reticular Nucleus

Brainstem

Central Grey

Commissural nucleus
Cuneiform Nucleus

Dorsal Raphe Nucleus
Interpeduncular Nucleus
Laterodorsal tegmental Nucleus
Locus coeruleus

Median Raphe Nucleus
Nuclei Solitary Tract
Pedunculopontine Nucleus
Peripeduncular Nucleus
Precomissural Nucleus
Retricular Tegmental Nucleus
Superior Colliculus

Ventral Tegmental Area
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Diencephalon

Thalamus

In den Kerngebieten des Thalamus fanden sich viele markierte Zellen. Der Nukleus Reuniens
und der Nukleus Rhomboideus verfligen als zentrale Kerngebiete des Thalamus (iber
weitreichende Verbindungen zu anderen Regionen des Gehirns, insbesondere auch mit

Nachbargebieten des Thalamus.

In unmittelbarer Nahe zum Nukleus Reuniens gehorte der Nukleus Rhomboideus als auch der
Ventrale Nukleus Reuniens zu den markierten Gebieten, die sich in allen Mausen fanden. In
drei der Testsubjekten reichten die Fundorte von markierten Zellen bis zum Bregma AP -0.94,
die sowohl kontra- als auch ipsilateral zu der Injektionsseite zu finden waren (Abbildung 12,

13).

Als weiteres Kerngebiet des Thalamus zeigte der Mediodorsale Nukleus des Thalamus Zellen,
die mit dem Tracer markiert wurden. Der kraniale Anteil zeigte vor allem auf der ipsilateralen
Seite markierte Zellen, wahrend in kaudalen und medialen Anteilen des Kernes entsprechende

Zellen auch auf der kontralateralen Seite zu finden waren (Abbildungen 12, 13).

Im Intermediodorsalen Nukleus des Thalamus fanden sich in einigen Mausen entsprechend

markierte Zellen auf beiden Seiten bei Bregma AP -1,82 (Abbildungen 12, 13).

Der Zentromediale Nukleus des Thalamus zeigte ebenfalls ipsilateral und kontralateral
Fluorogold-positive Zellen, vor allem bei Bregma AP -0.94, in einigen Fallen auch noch bei

Bregma AP -1.82 (Abbildungen 12, 13).

Der Ventromediale Nukleus des Thalamus zeigte in allen Testsubjekten ipsi- und kontralateral

markierte Zellen (Abbildungen 12, 13).

Der Nukleus Submedius zeigte ebenfalls in allen Testsubjekten auf Hohe Bregma AP -1,82

(Abbildungen 12, 13) markierte Zellen.

Bemerkenswerterweise fanden sich nur in einer Maus markierte Zellen im lateralen

Genikularen Komplex (Abbildung 14).
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Epithalamus

Sowohl der Mediale als auch der Laterale Teil des Lateralen Nukleus Habenularis zeigten
markierte Zellen. Sie konnten in den meisten Mausen auf der ipsilateralen Seite gefunden
werden. In einigen Fallen (n=2) konnten Zellen auch auf der kontralateralen Seite bei Bregma

AP -1,82 gesehen werden (Abbildungen 12, 13).

Der Faszikulus Retroflexus, der zum grofSten Teil aus Leitungsbahnen besteht und keine
Zellkorper aufweist, zeigte Fluorogold-Signale in den meisten Mausen bei Bregma AP -1,82
ipsilateral. Dieses Gebiet liegt direkt im Injektionspfad (Abbildung 13), womit am ehesten eine

Kontamination durch den Injektionsprozess wahrscheinlich ist.
Hypothalamus

Der Hypothalamus ist Teil des limbischen Systems und gehort damit zu Regionen, die mit der

Arbeit des Netzwerkes zwischen Hippocampus und Prafrontalen Kortex assoziiert werden.

Im Posterioren Hypothalamischen Gebiet konnten in allen Mausen beidseitig Fluorogold-
positive Zellen auf H6he von Bregma AP -1,82, teilweise auch auf Héhe von Bregma AP -2,54
gefunden werden (Abbildungen 23, 14). Zusatzlich fanden sich in zwei Testsubjekten
markierte Zellen im Lateralen, Medialen und Supramammillaren Nukleus, allerdings nicht in
weiter rostral liegenden Kernen, wie den Pramammildaren oder Tuberomammildren
Kerngebieten (Abbildungen 14-16). Neben dem Posterioren Hypothalamischen Gebiet zeigten
auch das Laterale Areal, der anteriore Hypothalamus sowie Kerngebiete wie der Anteriore

Nukleus und der Dorsomediale Nukleus Fluorogold-markierte Zellen.

Frontalhirn
Besonders ausgepragt waren Funde von Zellen, die Afferenzen zum Nukleus Reuniens haben,

im Prafrontalen Kortex. So konnten Fluorogold-positive Zellen in den tiefen Schichten des
Medialen Prafrontalen Kortex, des Ventralen Pradfrontalen Kortex, und auch in gewissem Grad
in den tiefen Schichten des Lateralen Prafrontalen Kortex gefunden werden. Abbildung 20
zeigt einen Beispielschnitt mit Fluorogold-Signalen. Zuséatzlich erschienen markierte Zellen in
anderen Teilen des Frontalhirns, wie dem ipsilateralen Putamen und in Gebieten des

Olfaktorischen Systems.
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Abbildung 20 Beispielschnitt auf Héhe des Frontallappens (A) die Ubersicht zeigt ipsi- und kontralaterale Signale in Regionen
des medialen Prdfrontalen Kortex (Infralimbischer Kortex, Prdlimbischer Kortex) und des Zingulums (B) VergréfSerung der
markierten Region in A mit Details von Fluorogold-Signalen des Infralimbischen Kortex und Prdlimbischen Kortex; (C) Schnitt
aus der Korrespondierenden Ebene zu (B) aus dem ,,Paxinos and Frankling Brain Atlas“
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Prafrontaler Kortex

Medialer Prafrontaler Kortex

Im medialen Prafrontalen Kortex konnten Fluorogold-positive Zellen vor allem in den
Schichten V und VI des ipsilateralen und kontralateralen Pralimbischen und Infralimbischen
Kortex gefunden werden (Abbildungen 6, 7; Abbildung 20). Auch im Zingulum fanden sich in
den Schichten V und VI der Gebiete 1 und 2 Fluorogold-positive Zellen. Genauso wie der
Hippocampus und der Hypothalamus sind diese Strukturen Teil des Limbischen Systems.

(Abbildungen 6 —10).

Lateraler Prafrontaler Kortex

Auch im Lateralen Prafrontalen Kortex fanden sich in einigen Mausen in beiden Hemispharen
entsprechend markierte afferente Zellen. Diese waren vor allem im ventralen und dorsalen

agranuldren Inselkortex zu finden (Abbildungen 6 - 12).

Ventraler Prafrontaler Kortex

Ganz dhnlich zu dem medialen Prafrontalen Kortex waren auch hier viele Zellen mit Afferenzen
zum Nukleus Reuniens zu finden. In allen Mausen wurden Fluorogold-markierte Zellen in
Schichten des Medialen, Ventralen und Lateralen Orbitalen Kortex gefunden, und zwar sowohl

ipsilateral als auch kontralateral (Abbildung 6).
Ventrales Vorderhirn

Im Kortex des dorsalen Pedunkulus beider Hemispharen waren Fluorogold-positive Zellen
nachzuweisen, hier ebenfalls bilateral in den Schichten V und VI, dhnlich zu den Funden im
Pralimbischen Kortex und Infralimbischen Kortex. In einigen Testsubjekten zeigte die Dorsale

Taenia Tecta ebenfalls markierte Zellen (Abbildung 7).

Der Kaudale Anteil des Putamen war im ventralen ipsilateralen Anteil Gberaus stark mit

Fluorogold-positiven Zellen durchsetzt (ebenfalls Abbildung 7).
Retrosplenialer Kortex

Im agranuldaren Anteil des Retrosplenialen Kortex wurden in den meisten Mausen sowohl

kontra- als auch ipsilateral markierte Zellen gefunden.
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Im granuldren Anteil konnten in einigen Testsubjekten ebenfalls positive Zellen entdeckt
werden, und zwar ipsilateral zwischen Bregma AP -0.94 und -3,40 als auch kontralateral

zwischen Bregma AP -2,54 und -3,08 (Abbildungen 12 - 15).

Auch im vereinigten Zingulum und Retrosplenialen Kortex waren beidseits Zellen auf Hohe

von Bregma AP -0,45 zu finden (Abbildung 11).
Motorkortex, Assoziationskortex und Somatosensorischer Kortex

In allen Fallen konnten sowohl im Primaren als auch im Sekundaren Motorkortex beider

Hemisphdren markierte Zellen gefunden werden.

Im parietalen Assoziationskortex wurden ebenfalls einige Zellen gefunden: Sowohl ipsilateral,
bei Bregma AP -1,82 in allen Testsubjekten, als auch lateral im medialen Anteil des Kortex

(n=4) (Abbildung 13).

In der hinteren Limbischen Region des Primaren Somatosensorischen Kortex waren Gruppen

markierter Zellen sichtbar, sowohl kontra- als auch ipsilateral (Abbildungen 9 - 12).
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Hippocampus und Subikulum
Der Hippocampus und das Subikulum zeigten sehr viele markierte Zellen. Es fanden sich vor

allem viele Zellen in der Region des ventralen Hippocampus. Einen Beispielschnitt zeigt

Abbildung 21.

1.000 um

Abbildung 21
Beispielschnitt auf Hohe
des Hippokampus (A) die
Ubersicht zeigt ipsi- und
kontralaterale Signale in
Regionen des Subikulums
(B) (C) Vergréf3erung der
markierten Regionen in
(A) mit Details von
Fluorogold-Signalen
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Hippocampus

Ventraler Hippocampus

Markierte Zellen wurden in der Region CA1 aller Testsubjekte gefunden.

Bei zwei Mausen wurden diese Zellen kontralateral zwischen Bregma AP -3,08 und -3,40
gefunden, in zwei Subjekten auch ipsilateral bei Bregma AP -3,4. In allen Méausen jedoch
konnten markierte Zellen bei Bregma AP -3,64 ipsilateral gefunden werden. Bei allen auRRer

einer Maus war dies auf der kontralateralen Seite ebenfalls der Fall (Abbildungen 15 - 17).

Dorsaler Hippocampus

Im Stratum Pyramidale und Oriens konnten Markierungen auf Héhe von Bregma AP -0,94, im
Stratum Pyramidale bei Bregma AP -1,83 der ipsilateralen Region CA3 des Dorsalen

Hippocampus gefunden werden.

Im Gyrus Dentatus konnten auch bei einigen Mausen (n=3) auf der ipsilateralen Seite bei

Bregma AP -0.94 und -1,82 markierte Zellen gefunden werden (Abbildungen 12 - 15).
Subikulum

Fluorogold-positive Zellen konnten in groBer Anzahl beidseits im Subikulum aller Mause

gefunden werden (Abbildungen 14 — 17).
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Diskussion

In den vorliegenden Experimenten sollten die Afferenzen des Nukleus Reuniens in der Maus
untersucht werden, indem der retrograde Tracer Fluorogold zentral in den Nukleus Reuniens
des Thalamus injiziert wurde. Mit diesen Experimenten sollte geprift werden, ob sich die
Ergebnisse aus entsprechenden Experimenten in Ratten bei Mausen reproduzieren lassen,

oder ob es speziesspezifische Unterschiede in der Konnektivitdt des Nucleus Reuniens gibt.

Als Kandidaten fiir Regionen, die direkte Afferenzen zum Nukleus Reuniens besitzen, kamen
vor allem Regionen in Betracht, die in beiden Hemispharen mit Fluorogold markiert worden

A

1.000 um

Abbildung 22 lllustration der Hauptafferenzen des Nukleus Reuniens in der sagittalen Ebene. Angepasst an
Schnittebenen der zweiten Auflage des Paxinos und Franklin Mouse Brain Atlas, Mediale Schnittebene (A) and laterale
Schnittebene (B)

sind und in mindestens 3 von 5 der Testsubjekte zu finden waren. Regionen, die den Kriterien
entsprachen, fanden sich vor allem im Diencephalon, hier vor allem im Thalamus und

Hypothalamus, im Prafrontalen Kortex als auch im Hippocampus. Eine Visualisierung der
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wichtigsten Regionen, von denen der Nukleus Reuniens Afferenzen erhalt, bietet Abbildung

22.

Uberlegungen zur Methodik
Topographische Unterschiede

Die Injektionen wurden stereotaktisch durchgefiihrt und lagen allesamt zentral im Nukleus
Reuniens. Allerdings gibt es dennoch Unterschiede in der Lage des Injektionsdepots innerhalb
des Nukleus Reuniens: Die Position variiert leicht entlang der Sagittalachse. Zum Beispiel lag
bei Maus N22 die Injektion etwas weiter rostral als bei den anderen Mausen. Auch wenn diese
Variation nicht zum Ausschluss aus der Studie geflihrt hat, kann sie dennoch Auswirkungen
auf das Studienergebnis haben. Es ist ein topographischer Zusammenhang zwischen
Zellverbanden im Nukleus Reuniens und Zellverbanden in anderen Hirnregionen beschrieben
worden [Herkenham 1978]. Es ldsst sich also nicht ausschlieSen, dass einige der Variationen,
die in markierten Regionen zwischen den Mausen gesehen wurden, durch Unterschiede in der
genauen Lage des Injektionsdepots bedingt sind. So ist als Beispiel in Maus N22 auch die
ventrale Taenia Tecta markiert worden, welche sich nicht unter den markierten Regionen
anderer Mause fand (Abbildung 6), und die daher in dieser Studie nicht als Region mit
afferenter Verbindung zum Nukleus Reuniens gezahlt wurde, obwohl sie bilateral markiert

worden ist.
Mitinjektion benachbarter Regionen des Nukleus Reuniens

Trotz stereotaktischer Injektion liel sich eine Mitinjektion von benachbarten Regionen des
Nukleus Reuniens nicht komplett vermeiden. So finden sich im Fall von Maus N41 eine Vielzahl
von markierten Regionen, vor allem im Bereich des Dienecephalons, welche sich nicht in den
anderen Mausen fanden, z.B. markierte Zellen im Nukleus Arcuatus des Hypothalamus oder
im posterioren Pratektalen Nukleus. Dies kann durch eine Mitinjektion von Regionen wie dem
Rhomboiden Nukleus des Thalamus und der Posterioren Hypothalamischen Region bedingt
sein, welche bei der Beurteilung der Qualitat und Prazision der Injektion nicht auffiel, da die
Abgrenzung zwischen Injektionsgebiet und benachbarten Thalamusregionen durch den
bereits genannten hohen Anteil markierter Zellen im Thalamus in diesem Fall durch die
Uberlagerung der Fluorogold-Signale schwerfiel. Die Analyse der Injektion einer einzelnen

Maus ist daher nicht aussagekraftig, erst im Vergleich mit Injektionen in anderen Mausen kann
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man Kandidaten fiir Regionen mit einer afferenten Verbindung zum Nukleus Reuniens
unterscheiden. Auch sollte darauf geachtet werden, nicht zu grofle Mengen an Fluorogold zu
injizieren, da dies die genannten Schwierigkeiten bei der Beurteilung der Prazision des
gesetzten Injektionsdepots durch Signallberlagerungen verstarkt. Auch ist es durch die
Potenz des Signals nicht leicht, eine Unterscheidung zwischen einer Ausbreitung des
Tracerdepots in benachbarte Regionen und einer starken retrograden Markierung von

Zellverbanden in benachbarten Regionen zum Nukleus Reunies zu treffen.
Verunreinigungen im Injektionspfad

Ein genereller Nachteil der gewdhlten Methode stellt die Entstehung von Artefakten dar, die
durch die Kontamination des Injektionskanals mit Tracersubstanz bedingt ist. Markierte Zellen
sind in diesem Fall nicht nur entlang des Injektionskanals zu finden, sondern Verunreinigungen
von Fluorogold, die im Injektionstrakt verblieben, zeigen auch lokale und bilaterale
Verkniipfungen der kontaminierten Regionen. In der vorliegenden Studie fiihrte der
Injektionskanal durch den Motorischen und Somatosensorischen Kortex, durch den
Retrosplenialen Kortex, das Zingulum und den Gyrus Dentatus sowie den dorsalen Anteil des
Hippocampus als auch durch einige andere Nuklei des Thalamus. Diese Verunreinigungen des
Injektionspfades liefSen sich jedoch in der Regel von markierten Zellen mit Verbindungen zum
Nukleus Reuniens durch die bereits genannte Uberpriifung des Vorhandenseins von
bilateralen Signalen unterscheiden. Ausnahmen hiervon waren Regionen wie der
Motorkortex, welche Verbindungen zum Motorkortex der Gegenseite enthalten:
Verunreinigungen in der Einstichstelle des Injektionspfades durch den Motorkortex konnten
Zellen in benachbarten Regionen des Motorkortex und im kontralateralen Motorkortex
markieren. Dies kann durch Verbindungen zu benachbarten Anteilen des Motorkortex und
Querverbindungen zum Motorkortex der kontralateralen Seite Uber das Corpus Callosum
erklart werden. Mogliche Beziehungen der markierten Regionen zum Motorkortex mussten

daher bei der Analyse berticksichtigt werden.

Die Wahl von Metallnadeln statt Glasnadeln wie in Experimenten in Ratten kdnnte Einfluss
gehabt haben auf die Prazision und Verunreinigungen durch Fluorogold in den
Injektionspfaden [McKenna 2004] [Herkenham 1978] [Cavdar 2008]. Metallnadeln haben im
Vergleich zu Glasnadeln zwar eine groBere Offnung, wodurch mehr Leckage von

Injektionsmaterial entsteht, sind jedoch wesentlich stabiler und daher gut geeignet,
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besonders tiefliegende Strukturen zu erreichen, was bei der Injektion eines tiefliegenden
Kerns wie dem Nukleus Reuniens eine entscheidende Eigenschaft zur erfolgreichen

Durchfiihrung der Experimente war.
Quantifizierung des Ergebnisses

Vorexperimente zeigten, dass das Auszdhlen der markierten Zellkérper in den Regionen, in
denen sich Fluorogold-Signale fanden, durch die potenten Eigenschaften des Fluorogold die
Verwendung einer héheren Auflésung erforderlich gemacht hitten. Die Uberlagerung des
Signals mehrerer Zellkorper fiihrte haufig zu Schwierigkeiten beim Identifizieren einzelner
Zellen. Da jedoch keine Studien in Ratten mit einer vergleichbaren genauen Analyse von
Zellzahlen vorlagen, wurde als Ersatz auf eine Analyseform umgeschwenkt, die sich an den
vorliegenden Studien orientierte und eine zeitsparendere Schatzung der Signaldichte
verwendete. Es wurde ein Verfahren gewadhlt, in dem die subjektiv wahrgenommene
Signaldichte im Sinne einer abgewandelten visuellen Analogskala dargestellt wurde. Dies
ermoglichte eine Darstellung der Ergebnisse in Hinblick auf eine Identifikation von Regionen,
die Efferenzen zum Nukleus Reuniens aussenden. Dieses Vorgehen stellt eine Vorarbeit fir
die ldentifikation von Zielregionen fiur zukiinftige Studien dar, in denen mit hoheren
Auflésungen und sekunddren Antikorpern einzelne Zelltypen in den markierten Regionen

identifiziert werden kénnen.

Funde im Prafrontalen Kortex und Hippocampus
Besonders prominente Signale finden sich im Experiment im Pradlimbischen Kortex, im

Infralimbischen Kortex und im anterioren Zinguldaren Kortex, die zusammen den medialen

Prafrontalen Kortex bilden.

Auch wenn die funktionelle Organisation des Gedachtnisses in Schleifen im Prafrontalen
Kortex noch nicht vollstandig verstanden ist [Kandel 2009], so ist im Laufe von
Verhaltensexperimenten klargeworden, dass diese Region eine zentrale Rolle fir die
Organisation des Arbeitsgedachtnisses und beim Planen spielt [Preston 2013] [Vertes 2007].
Dabei werden dem Prafrontalen Kortex eher Aufgaben des Arbeitsgedachtnisses und dem
kurzzeitigen Abrufen von Informationen zugeschrieben. Die Rolle des Prafrontalen Kortex
scheint jedoch weniger eine zeitlich definierte Rolle im Rahmen des Arbeitsgedachtnisses zu

sein, sondern eher eine kontextbezogene und sortierende fiir Eingdange aus dem Hippocampus
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[Preston 2013]. Der Hippocampus wird mit langfristigem Konsolidieren von Erinnerungen des
deklarativen Gedachtnisses in Verbindung gebracht [Milner 1957] [Squire 1992] [Tulving
1994] [Vertes 2007] [Kandel 2009] [Li 2015]. Dabei wird angenommen, dass der Nukleus
Reuniens eine Funktion als Verbindungspfad flir Gedachtnisinhalte zwischen
Arbeitsgedachtnis und langfristigem deklarativen Gedachtnis innehat [Vertes 2007] [Xu 2013]
[Aggleton2014].

Auch anatomisch sind Verbindungen zu Hirnstrukturen beschrieben worden, die an der
Gedachtnisbildung beteiligt sind: Der mediale Prafrontale Kortex erhalt direkte Afferenzen aus
dem ventralen Anteil von CA1 und dem Subikulum des Hippocampus, die Gber den Fornix
geleitet werden und an exzitatorischen Pyramidenzellen und GABAergen Interneuronen im
Prafrontalen Kortex enden [Li 2015]. Ein direkter Pfad zuriick zum Hippocampus ist nicht

einheitlich beschrieben worden [Cassel 2013] [Rajasethupathy 2015].

Fiir das Zielgebiet der Afferenzen in diesem Experiment, den Nukleus Reuniens, sind jedoch
direkte glutamaterge Efferenzen zum Stratum Lacunosum-Moleculare von CA1 und zum

dorsalen Anteil des Subikulums gezeigt worden [Wouterlood 1990] [Vertes 2007].

Die in diesem Experiment gezeigten Afferenzen des Nukleus Reuniens aus dem medialen
Prafrontalen Kortex passen daher zu der Theorie eines Pfades, der den medialen Prafrontalen

Kortex mit CA1 und dem Subikulum verbindet [Vertes 2007].

Eine solche im Experiment gezeigte Verbindung deckt sich mit Ergebnissen aus anderen
Experimenten in Mausen [Xu 2013] und in Ratten [McKenna2004] [Herkenham 1978] [Cavdar
2008].

Als Verbindungsglied zwischen medialem Prafrontalen Kortex sowie CA1 und Subikulum des
Hippocampus sind Efferenzen vom Nukleus Reuniens zum Hippocampus beschrieben worden
[Wouterloud 1990] [Vertes 2007]. Dies wird durch Funde unterstiitzt, die einen Einfluss des
Nukleus Reuniens auf die Aktivitdt der Region CA1 beschreiben [Ito 2015] [Van der Weel
2017]. Bemerkenswerterweise fanden sich im Experiment jedoch auch Hinweise auf
Afferenzen aus dem Subikulum und CA1 zuriick in den Nukleus Reuniens; ein Ergebnis,
welches in der Literatur nicht einheitlich bei Konnektom-Studien zwischen Nukleus Reuniens
und Hippocampus beschrieben wurde [Aggleton 2014] [Cassel2013] [McKenna 2004]
[Herkenham1978].
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Es ist neben dem Theta-Rhythmus des Prafrontalen Kortex und des Hippocampus ein weiteres
Netzwerk zwischen Prafrontalen Kortex, Nukleus Reuniens und Hippocampus beschrieben
worden, welches niedriger frequente Oszillationen von 2-5Hz verwendet und parallel zum
Theta-Netzwerk arbeitet [Roy 2017]. Afferenzen von CA1 und aus dem Subikulum kénnten
eine Rolle bei der Synchronisation dieser Oszillationen spielen. Dies wird durch Funde
nahegelegt, die bei einer Lasion des Nukleus Reuniens eine verminderte Koharenz der

Oszillationen von 2-5Hz zwischen Prafrontalen Kortex und Hippocampus zeigten [Roy 2017].

Funde in weiteren Strukturen
Im Experiment wiesen weitere Strukturen wie der Enthorhinale Kortex, der Nukleus

Accumbens, das Putamen, das Septofimbriale Kerngebiet und Septale Kerne, das Praoptische
Gebiet, der Zingulare Kortex, Perirhinaler und Ektorhinaler Kortex sowie der Retrospleniale
Kortex Fluorogold-markierte Zellen auf. Bei diesen Strukturen sind eine Beteiligung bei
Geddachtniskonsolidierung, Aufmerksamkeitssteuerung und Arbeitsgedachtnis beschrieben
worden. Flr aufsteigende Bahnen aus dem Hirnstamm zum Nukleus Reuniens sind Einfllsse
auf die Modulatorischen Funktionen des Nukleus Reuniens bei der Synchronisation von
Prafrontralen Kortex und Hippocampus gezeigt worden [Prasad 2017]. Diese Afferenzen aus
verschiedenen Regionen deuten auf eine Beeinflussung der modulatorischen Arbeit aus
weiten Teilen des Gehirns hin [Griffin 2015]. Dies unterstreicht die Bedeutung des Nukleus
Reuniens in der Modulation der Synchronisation des Theta-Netzwerkes und der
Gedachtniskonsolidierung zwischen Hippocampus und Prafrontalen Kortex [Roy 2017]. Die
Vielzahl von Afferenzen unterstreicht dabei die Rolle des Mittellinienthalamus als Aggregator
von Afferenzen aus dem gesamten Gehirn und verdeutlicht so seine Bedeutung als groRten

thalamo-hippocampalen Input [Vertes 2007].
Enthorhinaler Kortex

Fir den Nukleus Reuniens der Ratte sind Efferenzen zu den Schichten | sowie Il bis VI des
ventralen lateralen und medialen Enthorhinalen Kortex beschrieben worden [Wouterlood
1990]. Der Enthorhinale Kortex spielt eine Rolle bei der Konsolidierung von Erinnerungen im
Hippocampus durch Synchronisation von neokortikal-hippocampalen Oszillationen. In Ratten
sind synaptische Verbindungen in die gleichen dendritischen Subregionen von
Pyramidenzellen der Region CA1 beschrieben worden, wie sie in Studien in Ratten als Zielort

von Efferenzen des Nukleus Reuniens gezeigt worden sind, wobei davon ausgegangen wird,

55



dass sowohl der Enthorhinale Kortex als auch der Nukleus Reuniens Einfluss auf die

Erregbarkeit der Pyramidalen Zellen haben [Wouterlood 1990] [van der Weel 2017].

Es fanden sich im Experiment im Nukleus Reuniens keine afferenten Zellen aus den Gebieten
des Enthorhinalen Kortex. Diese Funde werden durch Ergebnisse aus anderen Experimenten
unterstltzt, welche in der Ratte ebenfalls keine solche Verbindung zwischen Entorhinalem
Kortex und Nukleus Reuniens fanden [McKenna 2004], sodass hier ein einseitiger
Informationsfluss ausgehend vom Nukleus Reuniens in Richtung des Enthorhinalen Kortex

angenommen werden kann.
Nukleus Accumbens und Putamen

Im Experiment konnten der Nukleus Accumbens und das Putamen als Ursprungsorte fiir

Afferenzen des Nukleus Reuniens festgestellt werden.

Nukleus Accumbens und Putamen sind Teil der Basalganglien. Die Basalganglien sind an der
Regulierung der Motorik beteiligt. Auch sind Verbindungen zu Prafrontalen

Assoziationskortizes und zum limbischen System beschrieben worden [DeLong 2007].

Sowohl Nukleus Accumbens als auch Putamen werden zum Dorsalen-Striatum-System
gezahlt, welches sensorische und motorische Informationen konvergiert. Sie sind als Teil eines
Systems beschrieben worden, welches Informationen parallel zum Hippocampalen System
speichert [White 2002]. Dabei wird von Verbindungen des Striatums zum Mittellinien

Thalamus berichtet [White 2002], zu dem auch der Nukleus Reuniens gehort.

Vorherige Studien an Ratten zu einer solchen Verbindung zwischen Nukleus Reuniens und
Accumbens sowie Putamen waren nicht einstimmig. Es gibt Studien, die Afferenzen zum
Reuniens gefunden haben [Williams 1977], und Studien, die keine Verbindung gefunden

haben [McKenna 2004].
Septofimbriales Kerngebiet und Septale Kerne

Im Experiment fanden sich Urspriinge von Nukleus Reuniens Afferenzen vom Septofimbrialen

Kerngebiet und Septalen Kernen.

Diese Gebiete haben sich auch als Ursprungsort von Efferenzen zu Moosfasern im Gyrus

Dentatus gezeigt [Sun 2017] und werden mit der Generierung des Theta Rhythmus im
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Hippocampus assoziiert [Sanchez-Peres 2015], wobei der Theta Rhythmus auch in anderen
Regionen gefunden wurde, die mit der Funktion des Hippocampus zusammenhédngen [Fransen

2005].

Die Funde decken sich mit den Ergebnissen anderer Arbeiten an Ratten [McKenna 2004,
Septofimbriale Kerne und Septale Kerne: alle Ratten] [Herkenham 1978]. Diese Afferenzen
zum Nukleus Reuniens aus dem Septofimbriales Kerngebiet und den Septalen Kernen passen
zu Ergebnissen von Studien, die von einer Beeinflussung der modulierenden Funktion des
Nukleus Reuniens auf Hippocampus und Prafrontalen Kortex durch Afferenzen aus einem
Netzwerk im Bereich des Hirnstamms und des basalen Vorderhirns ausgehen, denen eine

Funktion bei Aufmerksamkeitskontrolle und Arousal zugeschrieben wird. [Prasad 2017].
Praoptisches Gebiet
In den Praoptischen Gebieten fanden sich vor allem medial markierte Zellen.

Sowohl Mediales als auch Laterales Praoptisches Gebiet erhalten Verbindungen aus der
Region CA1l des Hippocampus [Cenquizca 2006] und werden mit Belohnungserwartung

[Tsurugizawa 2012] assoziiert.

Die Funde sind kongruent mit den Funden in anderen Experimenten [McKenna 2004, alle
Testsubjekte] [Herkenham 1978]. Allerdings werden dort auch Funde in den Lateralen,
Anterodorsalen und Anteroventralen Anteilen sowie Kernen dieses Gebietes beschrieben,

welche im vorliegenden Experiment nicht nachvollzogen werden konnten.
Orbitofrontaler Kortex

Der Mediale, Laterale und Ventrale Orbitale Kortex des Orbitofrontalen Kortex waren im
Experiment ebenfalls Gebiete mit Fluorogold-markierten Zellen. Der Orbitofrontale Kortex
spielt eine Rolle bei der flexiblen Anpassung von Verhalten [Hoover 2011], insbesondere der
Mediale Orbitale Kortex wird mit Funktionen des medialen Prafrontalen Kortex wie

zielorientiertes Verhalten und Arbeitsgedachtnis assoziiert [Hoover 2011].

Wahrend die Funde zum Lateralen Orbitalen Kortex sich nicht in anderen Studien finden lassen
und eventuell als Artefakt durch die Wahl des Injektionspfades durch den Mediodorsalen
Nukleus des Thalamus zu sehen sind [Price 1983], sind die Funde im Medialen Orbitalen Kortex

mit anderen Studien kongruent [McKenna 2004] [Hoover 2011, case 9].
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Auffallig waren die markierten Zellen im Ventralen Orbitalen Kortex. Der Ventrale Orbitale
Kortex ist mit Funktionen der Aufmerksamkeitsteuerung assoziiert worden. Die Studienlage
zu Projektionen des Ventralen Orbitalen Kortex und Medialen Orbitalen Kortex in der Ratte ist
diinn [Hoover 2011]. In Studien mit Injektionen von retrograden Tracern in den Nukleus
Reuniens in Ratten sind keine Afferenzen aus dem Ventralen Orbitalen Kortex beschrieben
worden [Herkenham 1978] [McKenna 2004] [Cavdar 2008]. Allerdings fanden sich
Projektionen zum Nukleus Reuniens in einer Studie mit Injektionen von anterograden Tracern
in den Ventralen Orbitalen Kortex von Ratten [Hoover 2011, case 11], was zu den Funden im

Experiment passt.
Zinguldrer Kortex

Im Anterioren Zinguldren Kortex, welchem eine Rolle bei der Regulierung von Aufmerksamkeit
zugeschrieben wird [Koike 2016], konnten im Experiment Zellen nachgewiesen werden. Diese

Funde passen zu Ergebnissen aus anderen Studien [McKenna 2004, alle Testsubjekte].
Perirhinaler und Ektorhinaler Kortex

Der Perirhinale Kortex gehort ebenfalls zu den Regionen, in denen markierte Zellen
aufzufinden waren. Vom Perirhinalen Kortex ist in Ratten eine Verbindung zum Hippocampus
in Zusammenhang mit der Erfassung objektbasierender Informationen als Teil der

deklarativen Gedachtnisbildung beschrieben worden [Aggleton 2016].

Der Ektorhinale Kortex war eine weitere Quelle fiir Afferenzen zum Reuniens. Diese Funde von
Afferenzen stimmen mit Ergebnissen in anderen Experimenten iberein [McKenna et al, 2004,

Perirhinaler Kortex: alle Testsubjekte, Ektorhinaler Kortex: Ratten: 23, 58].
Retrosplenialer Kortex

Der agranuldre als auch der granuldre Anteil des Retrosplenialen Kortex zeigten markierte
Zellen. Aktivitdt im Retroplenalen Kortex ist im Zusammenhang mit Experimenten zu
raumlichem Lernen beschrieben worden [Czajkowski 2014]. Die Funde passen zu Funden in
der Literatur zu Fluorogold-positiven Zellen in diesen Regionen [McKenna 2004, alle

Testsubjekte] [Cavdar 2008] [Herkenham 1978].
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Telencephalon

Amygdala

Es fanden sich keine markierten Zellen in Kerngebieten der Amygdala. Primarfunktion der
Amygdala ist die Verarbeitung von Angst [Pollak 2008] [Bocchio 2016]. Sekundar ist die
Amygdala an Lernen und Gedachtnis beteiligt [Cassel 2013]. Sie wird zur zentralen Struktur
eines Systems gezahlt, welches parallel zum Dorsalen Striatum System und dem
Hippocampalen System Informationen verarbeiten und speichern soll [White 2002]. Fir
Ratten sind Verbindungen zwischen Nukleus Reuniens und Amygdala beschrieben worden

[McKenna 2004, alle Ratten] [Herkenham 1978].

Zwar kann dieser Unterschied in den Funden bei Mausen und Ratten einerseits
methodenspezifische Griinde haben: Eventuell spielen unterschiedlich stark getroffene
Kernanteile des Nukleus Reuniens in diesem Experiment im Vergleich mit anderen
Experimenten eine Rolle. So projizieren Fasern von der Amygdala vor allem zu medialen und
ventralen Anteilen des Nukleus Reuniens, wahrend in den hier vorgestellten Experimenten
vor allem dorsale Anteile injiziert wurden. Andererseits ist auch die Moglichkeit
speziesspezifischer Unterschiede nicht zu vernachldssigen. Inwieweit es sich bei den
Unterschieden um speziesspezifische anatomische Unterschiede zwischen Mausen und

Ratten handelt, muss mit zukilinftigen Experimenten naher untersucht werden.
Taenia Tecta

Auch die Taenia Tecta mit ihrem dorsalen Anteil gehort zu den Ursprungsgebieten von
Projektionen zum Nukleus Reuniens, was kongruent zu vorhergehenden Funden in der
Literatur ist [McKenna 2004, alle Ratten]. Allerdings kdnnte es sich bei dieser Markierung mit
Fluorogold um ein Artefakt handeln, welches auftritt, wenn Fluorogold in den
Subarachnoidalraum gelangt [Szabados 1996]. Dass es sich hierbei um einen Fluorogold-
spezifischen Effekt im Vergleich zu anderen Tracern handeln konnte, wird durch Studien
unterstrichen, die bei Nutzung anderer Tracer keine Efferenzen zum Nukleus Reuniens

ausgehend von der Taenia Tecta gefunden haben [Herkenham 1978].
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Piriformer Kortex und Endopiriformer Kortex

Der Piriforme Kortex und der Endopiriforme Kortex gehorten zu den Regionen, in denen im
Experiment in einigen Mausen Fluorogold-markierte Zellen gefunden wurden. Jedoch wurden
in der Literatur keine Verbindungen von dieser Region zum Nukleus Reuniens nachgewiesen
[McKenna 2004] [Herkenham 1978]. Allerdings gibt es Beschreibungen von Afferenzen des
Mediodorsalen Thalamus ausgehend vom Piriformen Cortex [Pelzer 2017] [Price 1983]. Der
Mediodorsale Thalamus liegt direkt im Injektionspfad zum Zielgebiet, sodass eine
Artefaktbildung durch Einbringen von Fluorogold in den Mediodorsalen Nukleus hier nicht

auszuschlieRen ist.

Im Experiment konnten Efferenzen vom Dorsalen Pedunkuldren Kortex gezeigt werden.
McKenna und Vertes wiesen keine solchen Verbindungen in ihren Experimenten nach

[McKenna 2004].

Motorkortex und Somatosensorische Kortex

Im Motorkortex und Somatosensorischen Kortex fanden sich ebenfalls Signale. Auch wenn es
sich hierbei um bilaterale Funde von markierten Zellen handelte, ist es sehr wahrscheinlich,
dass es sich bei diesen Signalen um Artefakte handelt, da diese Regionen im Einstichkanal der
Nadel in das Hirnparenchym liegen. Nachweise von markierten Zellen in diesen Regionen
konnen daher nicht sicher auf retrogrades Tracing ausgehend vom Nukleus Reuniens
zurlickgefihrt werden, da ein retrogrades Labeling ausgehend von Fluorogold-Resten im

Injektionspfad tiber die interhemispherischen Verbindungen wahrscheinlicher ist.

Laterale und Mediale Habenula

Im Gegensatz zur Lateralen Habenula zeigte die Mediale Habenula in den hier vorgestellten
Experimenten keine Urspriinge von Efferenzen zum Nukleus Reuniens. In anderen Studien
zeigte sich das umgekehrte Bild, dort waren in der Medialen Habenula Ursplinge von
Afferenzen nachweisbar, nicht jedoch in der lateralen Habenula [McKenna 2004, alle Ratten].
In Studien, die nicht Fluorogold als Tracer benutzten, sondern Meerrettichperoxidase, fanden
sich keine markierten Zellen in diesen Gebieten [Herkenham 1978]. Allerdings fanden sich in
Arbeiten, in denen Fluorogold in den Subarachnoidalraum und in die Zisternen injiziert wurde,
markierte Zellen in der Medialen Habenula [Szabados 1996]. Wenn Fluorogold in den
Reuniens mit einem Injektionspfad eingebracht wurde, der die Zisternen verschont, finden

60



sich ebenfalls keine Signale von Fluorogold in den Habenula [Cavdar 2008]. Es ist also moglich,
dass es sich bei den in dieser Region mit Fluorogold markierten Zellen um Artefakte durch den
gewdhlten Injektionspfad handelt. Die Frage nach einer direkten Verbindung zwischen

Habenula und Nucleus Reuniens sollte in zuklinftigen Studien naher untersucht werden.
Hypothalamus

Der Hypothalamus ist eine Region mit herausragender Bedeutung fiir die Koordination
physiologischer Ablaufe des Korpers. In dieser Studie zeigte sich, dass der Hypothalamus auch

ein wichtiger Ursprungsort fur Signale zum Nukleus Reuniens war.

So konnten die Lateralen und Posterioren Hypothalamischen Gebiete als auch der
Ventromediale Nukleus als Ursprungsorte fiir Verbindungen zum Nukleus Reuniens
festgestellt werden. Vor allem auch von Mamillaren Kerngebieten fanden sich Afferenzen. Die
Mammillarkérperchen spielen eine Rolle in mnemonischen Prozessen. So ist fur den
supramammillaren Nukleus Aktivitat in Abhangigkeit vom Theta-Rhythmus des Hippocampus
beschrieben worden [Nelson 2017] [Vann 2015]. Auch hat der supramammilldre Kern einen
Einfluss auf die Weiterleitung von Theta-Rhythmus-Oszillationen und den Informationsfluss
zwischen Hippocampus und Renuniens [Ito 2018] [Magloczky 1994]. Im Experiment traten
hierbei vor allem das Mediale und Laterale Mamillare Gebiet sowie das Supramamillare
Kerngebiet mit Fluorogold-markierten Zellen hervor. Dies passt zu Funden in Ratten [McKenna
2004, Mediale und Laterale Mamillare Gebiete und Supramamillares Kerngebiet: alle Ratten].
In den vorliegenden Experimenten fanden sich jedoch auch Afferenzen aus weiteren
Kerngebieten der Mamillarkérperchen wie den Pramamillaren Nuklei und dem
Tuberomamillaren Nukleus. Ursache fir diese abweichenden Funde konnten zwar einerseits
wieder unterschiedlich durch das Tracerdepot erfasste Subregionen des Nukleus Reuniens
sein. Andererseits muss unterstrichen werden, dass auch in diesem Fall die Moglichkeit
speziesspezifischer Unterschiede nicht vernachlassigt werden und in zukilnftigen

Experimenten naher untersucht werden sollte.
Thalamus
Der Thalamus zeigte deutliche Verbindungen zum Nukleus Reuniens.

In Kerngebieten des von Vertes [Vertes 2015] postulierten “Limbischen Thalamus”, zu denen
der Nukleus Reuniens gezahlt wird, fanden sich im Experiment im Zentralen Medialen
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Thalamischen  Nukleus, dem Rhomboiden Thalamischen Nukleus und dem
intermediodorsalen Nukleus Ursprungsorte fiir Efferenzen zum Nukleus Reuniens. Im
Paraventrikuldaren Kerngebiet des Thalamus, der von Vertes ebenfalls zu dem ,limbischen
Thalamus” gezahlt wird, fanden sich jedoch keine markierten Zellen, was kongruent zu den

Funden in Ratten ist [McKenna 2004, alle Ratten].

Im Experiment fanden sich zusatzlich Urspriinge fir Afferenzen zum Nukleus Reuniens aus
dem Submedialen Nukleus und dem Ventromedialen Nukleus des Thalamus sowie aus dem
posterioren intralaminaren Kerngebiet. Allerdings fanden sich im Gegensatz zu den
Experimenten in Ratten nur in einer Maus Afferenzen aus dem lateralen Genikuldren
Kernkomplex, wodurch dieser Fund in einer einzelnen Maus nicht zu den relevanten

Ergebnissen gezahlt wurde.
Hirnstamm

Es fanden sich in den rostralen Anteilen des Hirnstamms Ursprungsorte fiir Afferenzen des

Nukleus Reuniens.

So fanden sich im Bereich des Zentralen Graus, in Komissuralen Kerngebieten, in Retikuldren
Tegmentalen und ventralen Tegmentalen Kerngebieten, im Bereich des Tiefen
Mesenzephalischen Kerns und in Kerngebieten des Collikulus superior Efferenzen zum
Nukleus Reuniens; dhnliche Funde wurden auch in der Literatur beschrieben [McKenna 2004,
Zentrales Grau: alle Ratten; Komissurale Kerngebiete: alle Ratten; Retikuldres Kerngebiet:
Ratten 23 und 58; ventrales Tegmentales Kerngebiet: alle Ratten; Tiefer Mesenzephalischer
Kern: alle Ratten; Kerngebiete des Collikulus Superior: alle Ratten] [Krout 2000] [Cavdar 2008]
[Herkenham 1978].

Auch im Dorsalen Raphe Kerngebiet fanden sich Verbindungen zum Nukleus Reuniens, was
kongruent zu anderen Experimenten ist [McKenna 2004, alle Ratten], jedoch fanden sich dort
auch weitere Anteile der Raphe Kerngebiete als Ursprungsorte fir Verbindungen. Allerdings
zeigten sich bei Injektionen von Fluorogold in den Subarachnoidalraum auch markierte Zellen
im Medialen Raphe Kerngebiet, sodass es sich hierbei wieder um ein Fluorogold-assoziiertes
Artefakt handeln kdnnte [Szabados 1996]. Dagegen spricht jedoch, dass sich markierte Zellen

auch in Experimenten fanden, die nicht Fluorogold verwendeten [Herkenham 1978].
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Vergleich mit Ergebnissen in Ratten
Im Experiment fanden sich Unterschiede zu Experimenten in Ratten, bei denen retrograde

Tracer in den Nukleus Reuniens injiziert worden sind. Am auffilligsten waren die fehlenden
Funde von markierten Zellen in der Amygdala im Gegensatz zu Experimenten in Ratten
[McKenna 2004] [Herkenham 1978]. Ebenso fanden sich im Gegensatz zu den Studien in
Ratten keine Zellen im Medianen Raphe Kerngebiet und im lateralen Praoptischen Gebiet, und
es fanden sich nur in einem Fall Zellen im lateralen Genikuldaren Komplex, welcher in Ratten
als ein wichtiger Ursprungsort fiir Afferenzen beschrieben worden ist [McKenna 2004]. Dafiir
konnten Afferenzen aus weiteren Kerngebieten der Mamillarkérperchen wie den
Pramamillaren Nuklei und dem Tuberomamillaren Nukleus nachgewiesen werden, die nicht
in Ratten beschrieben worden sind [McKenna 2004] [Herkenham 1978]. Es ist ein
topographischer Zusammenhang zwischen Zellregionen im Nukleus Reuniens und in Regionen
beschrieben worden, die mit dem Nukleus Reuniens in Verbindung stehen [Herkenham 1978].
Das bedeutet, dass jeweils verschiedene Anteile des Nukleus Reuniens mit jeweils
verschiedenen Hirnregionen verbunden sind. Unterschiede im genauen Injektionsort im
Nukleus Reuniens kdnnten daher eine Erklarung fir die unterschiedlichen Fundstellen sein.
Allerdings darf die Moglichkeit von speziespezifischen Unterschieden Im Konnektom von

Mausen und Ratten nicht vernachldssigt werden.

Insbesondere interessant sind hierbei die Unterschiede bei den Funden im Orbitofrontalen
Kortex, der dhnliche Funktionen aufweist wie der mediale Prafrontale Kortex in Hinblick auf
Aufmerksamkeitssteuerung und flexible Anpassung von Verhalten [Hoover 2011]. Die Funde
im Medialen Orbitalen Kortex waren in Ratten und Mausen kongruent [McKenna 2004]
[Cavdar 2008] [Hoover 2011]. Im Ventralen Orbitalen Kortex gab es jedoch Unterschiede: Im
Ventralen Medialen Kortex zeigten sich Urspriinge von Afferenzen in den Nukleus Reuniens,
die sich in Ratten zwar nicht bei Injektionen in den Nukleus Reuniens zeigten [Herkenham
1978] [McKenna 2004] [Cavdar 2008], allerdings bei Injektionen mit einem anterograden

Tracer in den Ventralen Orbitalen Kortex [Hoover 2011].

In der Literatur fanden sich auch Funde im Paraventrikuldren Kerngebiet, die sich bei Mausen
nicht reproduzieren lieBen. Durch die Nahe des Paraventrikularen Nukleus zum
Zisternensystem lassen sich Verunreinigungen mit Fluorogold, welches in den Liquor gelangt

ist, in den zitierten Experimenten nicht ausschlieBen [Szabados 1996].
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Im Bereich des Piriformen Kortex fanden sich im Experiment Fluorogold-markierte Zellen, die
nicht in der Literatur beschrieben wurden [McKenna 2004] [Herkenham 1978] [Cavdar 2008].
Dies konnte durch eine Mitinjektion des Mediodorsalen Nukleus des Thalamus bedingt sein.
So sind Verbindungen zwischen dem Piriformen Kortex und dem Mediodorsalen Nukleus

beschrieben worden [Kowianski 1999].

Abgesehen von diesen Regionen gab es auch markierte Regionen im agranuldaren Medialen
Kortex, im Praoptischen Areal, Hypothalamus, Hirnstamm und Thalamus, die nur in einer
Studie beschrieben wurden [McKenna 2004]. Dies kdnnte mit Unterschieden in der Methode
der Injektion im Vergleich zu anderen Studien zusammenhangen [McKenna 2004]

[Herkenham 1978] [Cavdar 2008].

Eine Ubersicht tiber gleiche Funde und Unterschiede bietet die Liste in Tabelle 2.

Tabelle 2 Vergleichende Auflistung von Funden in der Studie im Vergleich zu Studien in Ratten Die Auswahl! der
aufgelisteten Gebiete orientiert sich zur besseren Vergleichbarkeit an den vorhergehenden Studien in Ratten. Beschriftung
auf Englisch, um die Arbeit mit dem ,,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas” und den Studien an Ratten zu erleichtern. Ein
Plus (+) stellt ein Fundgebiet dar, ein Minus (-) zeigt eine Region ohne Funde von Fluorogold im Experiment. Aufteilung der
Hirnregionen in ipsilateral und kontralateral von der Injektionsseite im Experiment und Auflistung von Funden in Studien von
Herkenham 1978 und McKenna 2004 mit Injektionen von retrograden Tracern in den Nukleus Reuniens von Ratten

Funde Funde Herkenham McKenna

ipsilateral | contralateral | 1978 2004
Telencephalon
Amygdala - - + +
Claustrum + + +
Septofimbrial Nucleus + + +
Septum + + + +
Taenia Tecta + + +
Cortex
Agranular Insular Cortex + + +
Agranular Medial Cortex - - +
Anterior Cingulate Cortex | + + + +
Ectorhinal Cortex + + (+)
Enthorhinal Cortex - - -
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Infralimbic Cortex

Medial Orbital Cortex

Parietal Cortex

Perirhinal Cortex

Piriform Cortex

Prelimbic Cortex

granular Retrosplenial

Cortex

agranular Retrosplenial

Cortex

Somatosensory Cortex

Motor Cortex

Endopiriform Cortex

Hippocampal Formation

Subiculum

Presubiculum

Dentate Gyrus

Ammon's Horn

Preoptic Area

Anterodorsal Preoptic

Nucleus

Anteroventral Preoptic

Nucleus

Lateral Preoptic Area

Magnocellular Preoptic

Area

Medial Preoptic Area

Median Preoptic Area

Diencephalon

Epithalamus

Lateral Habenula
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Medial habenula

Hypothalamus

Anterior Hypothalamic

Area

Anterior Nucleus

Dorsomedial Nucleus

Lateral Hypothalamic Area

Lateral Mammillary Area

Medial Mammillary Area

Paraventricular Nucleus

Posterior Hypothalamus

Premamillary Nucleus

Supramammillary Nucleus

Tuberomammillary

Nucleus

Ventromedial Nucleus

Thalamus

Intergeniculate Leaflet

Lateral Dorsal Nucleus

Lateral Geniculate

Complex

Paraventricular Nucleus

Reticular Nucleus

Brainstem

Central Grey

Commissural nucleus

Cuneiform Nucleus

Dorsal Raphe Nucleus

Interpeduncular Nucleus

Laterodorsal tegmental

nucleus
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Locus coeruleus

Median Raphe Nucleus

Nuclei solitary tract

Pedunculopontine nucleus

Peripeduncular Nucleus

Precomissural Nucleus

Reticulotegmental Nucleus

Superior Colliculus

Ventral Tegmental Area
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Perspektiven
Auch in dieser Studie zeigte sich der Nukleus Reuniens als Kerngebiet mit weitreichenden

Verbindungen in das gesamte Gehirn. Im Vergleich zwischen Mausen und Ratten zeigten sich
zwar einige Unterschiede bei der Darstellung der Afferenzen des Nukleus Reuniens zwischen
Mausen und Ratten, jedoch entsprechen die Funde im Prafrontalen Kortex und Hippocampus
jenen in Ratten, was fiir eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse von den Verhiltnissen in Ratten
auf die Verhaltnisse in Mausen in Bezug auf die Zusammenarbeit zwischen Hippocampus,
Prafrontalem Kortex und Nukleus Reuniens spricht. Die direkte Ubertragbarkeit von
Erkenntnissen in diesen Regionen von einer Spezies zu einer anderen ist jedoch immer mit
Vorsicht zu betrachten. Obwohl die Konnektivitat zwischen Nukleus Reuniens, Hippocampus
und Prafrontalem Kortex weitgehend konserviert scheint, ist es jedoch moglich, dass die hier
detektierten Unterschiede in den Afferenzen z. B. von der Amygdala oder dem Ventralen
Orbitalen Kortex zu speziesspezifischen Unterschieden in der Synchronisation und damit
konsekutiv in der Kommunikation zwischen Nukleus Reuniens, Hippocampus und
Prafrontalem Kortex fiihren. Auch genauere Untersuchungen zu einzelnen Subregionen des
Nukleus Reuniens sollten durchgefiihrt werden, um auch eventuelle speziesspezifische
Unterschiede in den topographischen Verknipfungen zu anderen Hirnregionen zu
beriicksichtigen. Dessen ungeachtet ist es hilfreich, zu untersuchen, wie diese Regionen in
Mausen und Ratten funktionieren. Dies bietet Ansatzpunkte, um basale Grundprinzipien und
Abldufe auch beim Menschen nachvollziehen zu kénnen, um die Arbeitsweise des
Gedachtnisses beim Menschen besser zu verstehen. Depressionen, Schizophrenie und
demenzielle Erkrankungen gehen mit Gedachtnisstorungen und strukturellen Veranderungen
von Prafrontalem Kortex und Hippocampus einher. Das Erarbeiten genauerer Modelle der
Ablaufe der Gedachtnisbildung ist eine Voraussetzung, um neue Strategien zur Behandlung
dieser Erkrankungen zu entwickeln. Die Ahnlichkeit der Funde in Mausen im Vergleich zu

Ratten in Bezug auf Prafrontalen Kortex und Hippocampus eroffnet dabei neue Ansétze.

Um die dargestellten Netzwerke genauer und auf zelluldrer Ebene zu charakterisieren, sollten
in zuklnftigen Experimenten immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt werden, um
einzelne Zelltypen, die zum Aufbau der Schaltkreise beitragen, zu identifizieren. Um die
funktionelle Bedeutung der einzelnen Verbindungen zu untersuchen, kénnte bei Versuchen

am Mausmodell die Aktivitat dieser Regionen selektiv durch optogenetische Manipulationen
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moduliert werden. Ein interessantes Zielgebiet waren zum Beispiel Efferenzen des Nukleus
Renuniens an Dendriten von Pyramidenzellen von CAl, die mit Efferenzen aus dem
Entorhinalen Kortex dort an denselben dendritischen Abschnitten konvergieren. Eine ndahere
Untersuchung des Einflusses des Nukleus Reuniens auf das 2-5Hz Netzwerk zwischen
Prafrontalem Kortex, Nukleus Reuniens und Hippocampus und seinem Einfluss auf die Theta-

Oszillationen ware auf diesem Weg auch maglich.

In Kombination mit Verhaltensexperimenten lieRen sich so Riickschliisse auf Aufgaben dieser
Zellen z.B. bei der Gedachtnisbildung ziehen. Klassische Labyrinthvarianten oder sogenannte
Touchscreen Chambers, eine Form modifizierter Skinner-Boxen, welche verschiedene
Varianten der Leistungstestung von Prafrontalem Kortex und Hippocampus in Bezug auf das
Arbeitsgedachtnis auf kleinstem Raum ermoglichen, wiirden sich hierflir anbieten. Die
Verknlpfung von Nukleus Reuniens, Prafrontalen Kortex und Hippocampus kann so Stiick fur

Stlick erarbeitet werden.

Der Nukleus Reuniens ist jedoch auch selbst ein interessantes Therapiezielgebiet. So sind bei
Studien zur Behandlung chronischer Schmerzen mit tiefer Hirnstimulation Elektroden in das
entsprechende Kerngebiet im Menschen, dem Nukleus Endymalis, eingebracht worden und
fihrten zu glinstigen Ergebnissen bei der Schmerztherapie der Patienten [Wallace 2004]
[Rasche 2006] [Strenge 1981]. Durch seine Verbindungen zur schmerzregulierenden Region
des Zentralen Hohlengraus sollte die Eignung dieses Thalamuskerngebietes als Zielort dieser

Therapieform genauer untersucht werden.
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Zusammenfassung

Der Nukleus Reuniens bildet den grofBten Kern des sogenannten Mittellinien-Thalamus und
gilt als zentraler Knotenpunkt fir die Kommunikation zwischen Prafrontalem Kortex und
Hippocampus. Er spielt eine zentrale Rolle fiir verschiedene kognitive und mnestische
Leistungen. Weitere Hirnregionen, die Efferenzen zum Nukleus Reuniens senden, kénnen die
Kommunikation zwischen Prafrontalem Kortex und Hippocampus modulieren. Ziel der Arbeit
war es, das afferente Konnektom des Nukleus Reuniens in der Maus darzustellen, um eine
anatomische Basis fir zukinftige funktionelle Analysen des Netzwerkes zu schaffen. Nach
Injektionen des Nukleus Reuniens mit dem retrograden Tracer Fluorogold stellten sich
weitreichende Verbindungen aus verschiedenen Teilen des Gehirns zum Nukleus Reuniens
dar. Die detektierten Verbindungen wurden daraufhin mit Daten aus der Literatur, die in
Ratten erhoben worden sind, verglichen. Weitgehende Ubereinstimmungen zwischen den
Spezies fanden sich in den Verbindungen vom Prafrontalen Kortex und
Hippocampus/Subiculum. Es wurden jedoch auch bedeutende Unterschiede festgestellt. So
lieBen sich die Funde von Afferenzen aus dem Gebiet der Amygdala in Mausen nicht
reproduzieren. Daflir fanden sich afferente Verbindungen aus dem Ventralen Orbitalen
Kortex, die in dhnlichen Experimenten in Ratten nicht beschrieben wurden. Aufgrund der
speziesspezifischen afferenten Konnektivitdt des Nukleus Reuniens ist zu vermuten, dass sich
auch die Funktion dieser Netzwerke zwischen Mausen und Ratten in einem gewissen Rahmen

unterscheidet.

Nach Etablierung der anatomischen Verbindungen soll in Zukunft die genetische
Zuganglichkeit der Maus genutzt werden, um die dargestellten Schaltkreise funktionell zu
untersuchen. So bieten sich beispielsweise optogenetische Manipulationen an. Einzelne
Zellen in den neuronalen Schaltkreisen kdnnen auf diese Weise aktiviert und deaktiviert
werden. In Kombination mit Verhaltensexperimenten lassen sich so Riickschliisse z.B. auf
Gedachtnisprozesse ziehen. Durch seine weitreichenden Verbindungen in wichtige Regionen
der Gedachtnisbildung, der emotionalen Regulation und der Schmerzregulation ist der
Nukleus Reuniens auch eine der Schliisselregionen bei der Erforschung komplexer

neurologischer Erkrankungen und der Entwicklung neuer Therapien.
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bed nucleus of the anterior commissure

bed nucleus of the accessory olfactory tract

brachium of the inferior colliculus

nucleus of the brachium of the inferior colliculus

basolateral amygdaloid nucleus, anterior part

basolateral amygdaloid nucleus, posterior part

basolateral amygdaloid nucleus, ventral part

basomedial amygdaloid nucleus, anterior part

basomedial amygdaloid nucleus, posterior par

brachium pontis (stem of middle cerebellar peduncle)

brachium of the superior colliculus

bed nucleus of the stria terminalis, intraamygdaloid division
bed nucleus of the stria terminalis, lateral division, dorsal part
bed nucleus of the stria terminalis, lateral division, juxtacapsular part
bed nucleus of the stria terminalis, lateral division, posterior part
bed nucleus of the stria terminalis, lateral division, ventral part
bed nucleus of the stria terminalis, medial division, anterior part
bed nucleus of the stria terminalis, medial division, posterolateral part
bed nucleus of the stria terminalis, medial division, ventral part
bed nucleus of stria terminalis, supracapsular part

field CA1 of hippocampus

field CA2 of hippocampus

field CA3 of hippocampus

corpus callosum

central amygdaloid nucleus, capsular part

central amygdaloid nucleus, lateral division

central amygdaloid nucleus, medial division, anterodorsal part
central amygdaloid nucleus, medial division, anteroventral part
cingulum

cingulate cortex

cingulate cortex, area 1

cingulate cortex, area 2

caudal interstitial nucleus of the medial longitudinal fasciculus
central nucleus of the inferior colliculus

circular nucleus

central medial thalamic nucleus

cuneiform nucleus

cerebral peduncle, basal part

caudate putamen (striatum

commissure of the superior colliculus

cortex-amygdala transition zone

dorsal 3rd ventricle

dorsal cortex of the inferior colliculus
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DEn dorsal endopiriform nucleus

df dorsal fornix

DG dentate gyrus

dhc dorsal hippocampal commissure

DI dysgranular insular cortex

Dk nucleus of Darkschewitsch

DLG dorsal lateral geniculate nucleus

DLL dorsal nucleus of the lateral lemniscus
DLPAG dorsolateral periaqueductal gray

DMD dorsomedial hypothalamic nucleus, dorsal part
DMPAG dorsomedial periaqueductal gray

DMTg dorsomedial tegmental area

DMV dorsomedial hypothalamic nucleus, ventral par
DP dorsal peduncular cortex

DpG deep gray layer of the superior colliculus
DpMe deep mesencephalic nucleus

DPO dorsal periolivary region

DpWh deep white layer of the superior colliculus
DRC dorsal raphe nucleus, caudal part

DRD dorsal raphe nucleus, dorsal part

DRI dorsal raphe nucleus, interfascicular part
DRVL dorsal raphe nucleus, ventrolateral part
DTgC dorsal tegmental nucleus, central part
DTgP dorsal tegmental nucleus, pericentral part
DTM dorsal tuberomammillary nucleus

DTT dorsal tenia tecta

ec external capsule

ECIC external cortex of the inferior colliculus
Ect ectorhinal cortex

EMi epimicrocellular nucleus

eml external medullary lamina

Ent entorhinal cortex

Eth ethmoid thalamic nucleus

EW Edinger-Westphal nucleus

exc extreme capsule

f fornix

FC fasciola cinereum

fi fimbria of the hippocampus

Fl Flocculus

fmi forceps minor of the corpus callosum

fr fasciculus retroflexus

Fu bed nucleus of stria terminalis, fusiform part
GABA Gamma-Aminobuttersaure

gcc genu of the corpus callosum

Gl granular insular cortex

GrDG granular layer of the dentate gyrus

hbc habenular commissure

HDB nucleus of the horizontal limb of the diagonal band
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IPACL

IPACM
IPC
IPDM
IPF
IPI
IPL
IPR
KF

LA
LaDL
LaVL
LaVM
LD
LDDM
LDTg
LDVL
LEnt
Ifp
LGP
LH
LHb
LHbL
LHbM

hippocampal fissure

Hertz

intercalated nuclei of the amygdala
intertrigeminal nucleus

interanterodorsal thalamic nucleus
interanteromedial thalamic nucleus

internal capsule

intercrural fissure

islands of Calleja

islands of Calleja, major island

interfascicular nucleus

indusium griseum

intergeniculate leaf

infralimbic cortex

intermediate nucleus of the lateral lemniscus
intramedullary thalamic area

intermediodorsal thalamic nucleus

interstitial nucleus of Cajal, greater part
intercollicular nucleus

intermediate gray layer of the superior colliculus
intermediate white layer of the superior colliculus
interstitial nucleus of the posterior limb of the anterior commissure
interstitial nucleus of the posterior limb of the anterior commissure, lateral
part

interstitial nucleus of the posterior limb of the anterior commissure, medial
part

interpeduncular nucleus, caudal subnucleus
interpeduncular nucleus, dorsomedial subnucleu
interpeduncular fossa

interpeduncular nucleus, intermediate subnucleus
interpeduncular nucleus, lateral subnucleus
interpeduncular nucleus, rostral subnucleus
Ko“lliker-Fuse nucleus

lateroanterior hypothalamic nucleus

lateral amygdaloid nucleus, dorsolateral part
lateral amygdaloid nucleus, ventrolateral part
lateral amygdaloid nucleus, ventromedial part
laterodorsal thalamic nucleus

laterodorsal thalamic nucleus, dorsomedial part
laterodorsal tegmental nucleus

laterodorsal thalamic nucleus, ventrolateral part
lateral entorhinal cortex

longitudinal fasciculus of the pons

lateral globus pallidus

lateral hypothalamic area

lateral habenular nucleus

lateral habenular nucleus, lateral part

lateral habenular nucleus, medial part
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LMol lacunosum moleculare layer of the hippocampus

LO lateral orbital cortex

lo lateral olfactory tract

LOT nucleus of the lateral olfactory tract

LPAG lateral periaqueductal gray

LPBC lateral parabrachial nucleus, central part

LPBD lateral parabrachial nucleus, dorsal part

LPBE lateral parabrachial nucleus, external part

LPBV lateral parabrachial nucleus, ventral part

LPLR lateral posterior thalamic nucleus, laterorostral part
LPMC lateral posterior thalamic nucleus, mediocaudal part
LPMR lateral posterior thalamic nucleus, mediorostral part
LPO lateral preoptic area

LPtA lateral parietal association cortex

LSD lateral septal nucleus, dorsal part

LSI lateral septal nucleus, intermediate part

LSO lateral superior olive

LSS lateral stripe of the striatum

LSV lateral septal nucleus, ventral part

LT lateral terminal nucleus of the accessory optic tract
LV lateral ventricle

LVPO lateroventral periolivary nucleus

M1 primary motor cortex

M2 secondary motor cortex

MA3 medial accessory oculomotor nucleus

MCLH magnocellular nucleus of the lateral hypothalamus
mcp middle cerebellar peduncle

MCPO magnocellular preoptic nucleus

MD mediodorsal thalamic nucleus

MDC mediodorsal thalamic nucleus, central part

MDL mediodorsal thalamic nucleus, lateral part

MDM mediodorsal thalamic nucleus, medial part

ME median eminence

Me5 mesencephalic trigeminal nucleus

me5 mesencephalic trigeminal tract

MeAD medial amygdaloid nucleus, anterior dorsa

MeAV medial amygdaloid nucleus, anteroventral part
MEnt medial entorhinal cortex

MePD medial amygdaloid nucleus, posterodorsal part
MePV medial amygdaloid nucleus, posteroventral part
mfb medial forebrain bundle

MGD medial geniculate nucleus, dorsal part

MGM medial geniculate nucleus, medial part

MGV medial geniculate nucleus, ventral part

MHb medial habenular nucleus

MiTg microcellular tegmental nucleus

ml medial lemniscus

ML medial mammillary nucleus, lateral part
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mlf medial longitudinal fasciculus

MM medial mammillary nucleus, medial part

MnPO median preoptic nucleus

MO medial orbital cortex

Mo5 motor trigeminal nucleus

Mol molecular layer of the dentate gyrus

MPA medial preoptic area

MPB medial parabrachial nucleus

MPOC medial preoptic nucleus, central part

MPOL medial preoptic nucleus, lateral part

MPOM medial preoptic nucleus, medial part

MPtA medial parietal association cortex

MS medial septal nucleus

mt mammillothalamic tract

MT medial terminal nucleus of the accessory optic tract
mtg mammillotegmental tract

MTu medial tuberal nucleus

MVPO medioventral periolivary nucleus

MZMG marginal zone of the medial geniculate

ns nigrostriatal bundle

OPT olivary pretectal nucleus

opt optic tract

Or oriens layer of the hippocampus

oT nucleus of the optic tract

ov olfactory ventricle (olfactory part of lateral ventricle)
0X optic chiasm

P5 peritrigeminal zone

PaDC paraventricular hypothalamic nucleus, dorsal ca
PAG periaqueductal gray

PaLM paraventricular hypothalamic nucleus, lateral magnocellular part
PaMP paraventricular hypothalamic nucleus, medial parvicellular part
PaS Parasubiculum

PBP parabrachial pigmented nucleus

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlosung

PC paracentral thalamic nucleus

pc posterior commissure

PC5 parvicellular motor trigeminal nucleus

Pe periventricular hypothalamic nucleus

PeF perifornical nucleus

PFA Paraformaldehyd

PFI Paraflocculus

PH posterior hypothalamic area

PIL posterior intralaminar thalamic nucleus

Pir piriform cortex

PL paralemniscal nucleus

PLCo posterolateral cortical amygdaloid nucleus (C2)
PLi posterior limitans thalamic nucleus

pm principal mammillary tract

84



PMCo posteromedial cortical amygdaloid nucleus (C3)

PMD premammillary nucleus, dorsal part

PMnR paramedian raphe nucleus

PMV premammillary nucleus, ventral part

Pn pontine nuclei

PnC pontine reticular nucleus, caudal part

PnO pontine reticular nucleus, oral part

PnR pontine raphe nucleus

PnVv pontine reticular nucleus, ventral part

PoDG polymorph layer of the dentate gyrus

PoT posterior thalamic nuclear group, triangular part
PP peripeduncular nucleus

PPT posterior pretectal nucleus

PPTg pedunculopontine tegmental nucleus

Pr5DM principal sensory trigeminal nucleus, dorsomedial part
Pr5VL principal sensory trigeminal nucleus, ventrolateral part
PRh perirhinal cortex

PrL prelimbic cortex

PrS presubiculum

PS parastrial nucleus

PSTh parasubthalamic nucleus

PVA paraventricular thalamic nucleus, anterior part
Py pyramidal cell layer of the hippocampus

Rad stratum radiatum of the hippocampus

RC raphe cap

RCh retrochiasmatic area

Re reuniens thalamic nucleus

rf rhinal fissure

Rh rhomboid thalamic nucleus

RI rostral interstitial nucleus of medial longitudinal fasciculus
RLi rostral linear nucleus of the raphe

RMC red nucleus, magnocellular part

RMg raphe magnus nucleus

RPC red nucleus, parvicellular part

RPF retroparafascicular nucleus

RPO rostral periolivary region

RRF retrorubral field

rs rubrospinal tract

RSA retrosplenial agranular cortex

RSG retrosplenial granular cortex

Rt reticular thalamic nucleus

RtTg reticulotegmental nucleus of the pons

RtTgP reticulotegmental nucleus of the pons, pericentral part
S Subiculum

S1 primary somatosensory cortex

S1BF primary somatosensory cortex, barrel field

S1Dz primary somatosensory cortex, dysgranular regio
S1FL primary somatosensory cortex, forelimb regio
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S1HL
S1)
S1ShNc
S1Tr
S1ULp
S2

s5
Sag
SC

Sc

scc
SChDM
SChVL
SCO
scp
SFi
SFO
SG
SHi

SI

Sim
SL
SLEA
SLEAC
SLEAM
SLu
sm
SMT
SNC
SNL
SNR
SO
SOX
SPFPC
st

STh
str
Su3C
Su5
Sub
SubB
SubCD
SubCV
SubG
SuG
SuMM
Te
TeA

primary somatosensory cortex, hindlimb regio
primary somatosensory cortex, jaw region 0
primary somatosensory cortex, shoulder/neck region
primary somatosensory cortex, trunk region
primary somatosensory cortex, upper lip regio
secondary somatosensory cortex

sensory root of the trigeminal nerve

sagulum nucleus

superior colliculus

scaphoid thalamic nucleus

splenium of the corpus callosum
suprachiasmatic nucleus, dorsomedial part
suprachiasmatic nucleus, ventrolateral part
subcommissural organ

superior cerebellar peduncle (brachium conjunctivum)
septofimbrial nucleus

subfornical organ

suprageniculate thalamic nucleus
septohippocampal nucleus

substantia innominata

simple lobule

semilunar nucleus

sublenticular extended amygdala
sublenticular extended amygdala, central part
sublenticular extended amygdala, medial part
stratum lucidum, hippocampus

stria medullaris of the thalamus
submammillothalamic nucleus
substantia nigra, compact part

substantia nigra, lateral part
substantia nigra, reticular part

supraoptic nucleus

supraoptic decussation

subparafascicular thalamic nucleus, parvicellular part
stria terminalis

subthalamic nucleus

superior thalamic radiation
supraoculomotor cap

supratrigeminal nucleus

submedius thalamic nucleus

subbrachial nucleus

subcoeruleus nucleus, dorsal part
subcoeruleus nucleus, ventral part
subgeniculate nucleus

superficial gray layer of the superior colliculu
supramammillary nucleus, medial part

terete hypothalamic nucleus

temporal association cortex
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TS

ts

Tu

Tz

V1
V2L
V2ML
V2MM
VA
VCA
VDB
VEn
vhc

VL
VLG
VLGMC
VLGPC
VLPO
VMHC
VMHDM
VMHVL
VMPO
VO

VP
VPL
VPM
VRe
VSC
VTA
vtgx
VTM
VTT

Xi

Xscp
ZI

ZID
ZIV

ZL

Zo

triangular septal nucleus

tectospinal tract

olfactory tubercle

trapezoid body

primary visual cortex

secondary visual cortex, lateral area 0

secondary visual cortex, mediolateral area 0
secondary visual cortex, mediomedial area 0
ventral anterior thalamic nucleus

ventral cochlear nucleus, anterior part

nucleus of the vertical limb of the diagonal band
ventral endopiriform nucleus

ventral hippocampal commissure

ventrolateral thalamic nucleus

ventral lateral geniculate nucleus

ventral lateral geniculate nucleus, magnocellular part
ventral lateral geniculate nucleus, parvicellular part
ventrolateral preoptic nucleus

ventromedial hypothalamic nucleus, central part
ventromedial hypothalamic nucleus, dorsomedial part
ventromedial hypothalamic nucleus, ventrolateral part
ventromedial preoptic nucleus

ventral orbital cortex

ventral pallidum

ventral posterolateral thalamic nucleus

ventral posteromedial thalamic nucleus

ventral reuniens thalamic nucleus

ventral spinocerebellar tract

ventral tegmental area

ventral tegmental decussation

ventral tuberomammillary nucleus

ventral tenia tecta

xiphoid thalamic nucleus

decussation of the superior cerebellar peduncle
zona incerta

zona incerta, dorsal part

zona incerta, ventral part

zona limitans

zonal layer of the superior colliculus
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Vorlagen aus dem ,,Paxinos and Franklin Mouse Brain Atlas”

Vorlage Abbildung 7 Bregma AP 1,54
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Vorlage Abbildung 9 Bregma AP 0,26mm

89



Vorlage Abbildung 10 Bregma AP 0.02mm

Vorlage Abbildung 11 Bregma AP -0,46mm
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Vorlage Abbildung 13 Bregma AP -1,82mm
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Vorlage Abbildung 15 Bregma AP -3,08mm
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Vorlage Abbildung 16 Bregma AP -3,40mm

Vorlage Abbildung 17 Bregma AP -3,64mm
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Vorlage Abbildung 18 Bregma AP -4,72mm

Vorlage Abbildung 19 Bregma AP -5,20mm
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