Aus dem Physiologischen Institut
(Geschiftsfiihrender Vorstand: Prof. Dr. med. M. Bleich)
der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel

NETZWERKKORRELATE DER
MUSTERDIFFERENZIERUNG IN DER
HIPPOCAMPUSFORMATION

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von
LARS-PATRICK ANDREAS SCHMILL

aus Kiel

Kiel 2023



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Peer Wulff,
Physiologisches Institut

2. Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Ralph Lucius,

Anatomisches Institut

3. Berichterstatter: Prof. Dr. sc. nat. habil. Oliver Stork,

Fakultét fiir Naturwissenschaften (FNW),

Institut fiir Biologie (IBIO), Magdeburg

Tag der miindlichen Priifung: 06.06.2025

Zum Druck genehmigt, Kiel, den 03.04.2025

gez.. Prof. Dr. med. Peer Wulff

(Vorsitzender der Priifungskommission)



Inhaltsverzeichnis

INhaltSVETZEICHNIS ... ..eiutiiiiieie ettt st e sb e et e be e et esaee e I
AbDIlAUNZSVETZEICHNIS ....c..eiiiiiiiiiiiie ettt st VI
TabelleNVETrZEICANIS  ...c..eeutiiieitieieee ettt e VIII
ADBKUIZUNGSVEIZEICANTS ......viiiiieiiieie et ettt sbe e naeenseeene IX
| 23101 31101 1O USROS USURPRPR 1
1.1 Die HippocampusSTOrmMation ...........cceeecuierieeiiienieeiienieeieeseeeieesieeeseesenesseessneenseenens 1
1.1.1  Allgemeiner AUDAU .......cc.ooiuiiiiiiiiiii ettt sttt et e s 1
1.1.2 HistologiSCher AUTDAU .......cccuiiiiiiiiiiiieie ettt sttt et e s e e 2
1.1.2.1 Die trisynaptische Schleife..........coooioiiiiiiiiiiieeee e 3

1.1.2.2 Der Entorhinale KOrteX .......cccevieririininiriiniiteienecteeetee et 4

1.1.2.3 Der GYTUS dENLALUS ....cvieeerieiiieiieieeieerieeste e ere et e esteesteeseaeesreesseesseeseessaesssesssessses 4

1.1.2.4 Das COTNU AIMIMONS .....eveeiitieieieeiieie sttt ettt sttt e seeeeeseeenteseeseeneesaeeneas 6
L1241 Das CA3 ettt 8

1.1.2.4.2  Das CA2 UNA CAT ..ottt 9

1.1.2.5 Der Hilus des Gyrus dentatus ............eoeveerierenienienienienceiesieeeeeniesie e eee e 10

1.1.3  Funktionelle Einbindung der Hippocampusformation ............ccocceeveerienienieesirecieeienne. 11

1.2 Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung ............ccceeeeveeeiiiiniieeniiecnieens 12
1.2.1  MUSterdifferenZIeItNG .......covuieieeiieiiesiieeiie ettt ettt st e te e st e snaesneeeaseenseens 12
1.2.2  MusterkOMPIEtHEIUNG ......eovuiiiiieiieiiecieeeie ettt et ettt et e s ae e ee e s e as 14

1.2.3  Lasionsstudien zur funktionellen Charakterisierung der hippocampalen Subregionen... 15

1.2.3.1 Lasionen des Gyrus dentatus ..........cceevveeriierieeiieiieeieenieesieeseeseesnessneeneesseesvessnes 15
1.2.3.2 LASIONEN des CA3 ... .ottt sttt et e st et enens 16
1.2.3.3 Lésionen der ventralen im Vergleich zur dorsalen Hippocampusformation ......... 17
1.2.3.4 Resiimee der LASIONSSTUAIC ......ccueeuierieeiieiieiieieieeeie st 17
1.2.4  Knockout-Studien zur Charakterisierung der hippocampalen Subregionen.................... 18
1.2.5  Elektrophysiologische CharakteriSI€rung..........ccvecveerueereerieriieesieerieeneeseesee e eeeeeeeens 19



1.2.5.1 Elektrophysiologische Eigenschaften des Gyrus dentatus .........cccccoeceeeiieiieeeennne. 19

1.2.5.2 Elektrophysiologische Eigenschafften des CA3........ccoccoeiieiiiiieniiniiececeee 21
1.2.5.3 Resiimee elektrophysiologischer Studien.........cccoceevvvevieerierieniienieeie e 21
1.2.6  Charakterisierung auf Neuronenpopulationsebene.............cceveveevieerieereenvencvencreeveeveenees 22
1.2.6.1 WS SINA TEGS? ...ttt ettt 22
1.2.6.2 Die Methode der CatFISH........ccoiiiiiiiiieee e 23
1.2.6.3 Rekrutierung von Neuronenensembles im DGi.........cccocvevievieniienciencieecieeeeeene, 24
1.2.6.4 Rekrutierung von Neuronenensembles im CA3 ........ccoooeiiiiiinienieniiceceeeee 26

1.2.7 Aktueller Stand zur Abgrenzung zwischen  Musterdifferenzierung  und

MUSEETKOMPIETHETUNE .....eeuviiiiiiiit ettt sttt et e bt e s bt e sateenteeabeenbeebeenes 27
1.3 Zielsetzung der DOKLOTarDeIt.........coveeiiiiiiieiieiieeie et 30
Material und MethOden..........co.eiiiiiiiiiiii e 31
2.1 IMALETIAL ...ttt sttt ettt sttt ae e 31
2 11 GETALE cuveuieeieiietieteete ettt ettt ettt et ettt et e b e s b st st eseere et e se b e b e s e st neeseeseereerennn 31
2.1.2  Laborausstattung und GefaBE ...........cceevieriiiiiiiieieete e 32
2.1.3  VerbrauchSmaterialien...........coviiiiiiiiiiiiiecieeie ettt 33
2.14  Chemikalien und REAZENZIEN ......cc.eevuiriiriiniiriiiiinieeteee et 33
2,15 LOSUINZEIL .ttt ettt ettt ettt et et e ettt e st e e bte e sab e e s bt e e bteesabeeesabeesabeesbeeeeabeenane 34
2.1.6  Nukleinsduren, Antikdrper und Tyramide.........cceevvevriereeriieiieeieeeesee e 36

B TR B (1) 27 SRR 38
2.2 VISUCRSTIETE ....eeiiiit ettt ettt ettt et e et esaeeebeesaeaens 39
2.3 IMEENOAEN. ...ttt ettt et e et sneeebeenneaens 40
2.3.1  Versuchsaufbau zur Exposition der VersuchStiere...........cccuevvvrevieevrienieneesre e 40
2.3.1.1 AUfbat der KONEXLE ....ooueeiieieieiiieieie ettt seens 40
2.3.1.2 Gewdhnung der VErsuChStIere ........c.ecvveevieiieniieniiciiecee et eeve v e 41
2.3.1.3 VerSUCHSZIUPPEIL ..c.vieiiieiieiiecie ettt ettt sttt et e te e ae s e e ssseenseenseenseennes 41
2.3.14 Exposition der VErsuChStIere. .........ccvecvieriiiriinieiieeieeie et 42
2.3.1.5 Dekapitation der VErSUCHSHETE .........ccceeviiiriierieniieie et 43

2.3.2  Anfertigung der histologischen SChNitte ...........ccecveviiriiriiriiiieeeeeee e 44



3

2.3.2.1 Préaparation des GEhirnsS..........c.eeecuiieeciiiiiiiceieeeee et aee e vee e 44

2322 Anfertigung der KryoSChnitte..........c.ooouieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 44

2.3.3  Fluoreszenz-in-situ-HybridiSICrUNG.........cccvevvircrieciieiieriesiesie et eieesieeseesae e esreesseenes 45
23.3.1 TAZ L ettt bbbttt n et n et et nan 45
2332 TG 2 ettt b ettt n e ne ettt et et nan 47
2333 T 3 ettt b et ettt n e ne ettt ebe et nan 48
2334 TG A ettt b ettt n e n et ne bt nan 48
2.3.4  FluoreszenzZmiKrOSKOPIC .......cccuieiuiiiiiiieiiieeiieeeitee et e eiteeeteeetee e iveeseteeesaveesabeeesneessseeenes 49
2.3.5  AUSWEITUNG . ..ceiiiiiiiiiieite ettt ettt ettt ettt e bt e s bt e e bt e e sabeesabee e bteesabeeesbbeesabeesbaeenabeesane 50
2.3.5.1 VerhaltensanalySen . ......cocueerieriieiieieeee ettt ettt 50
2.3.5.2 HistologiSChe AUSWEITUNG........ceeuieiieiieiietiesi ettt ettt et ettt et 52
2353 Bestimmung der Gesamtzellzahl.............cccooveviiiiiiiieiieieeeecee s 52
2.3.54 Bestimmung der Anzahl aktivierter NEUrone...........ccvevvevvervenvenieecreereereeneennes 52

B T I 13 11 31 PSPPSR 55
2.3.6.1 Statistische Aufarbeitung und verwendete Testverfahren ...........cccoocvevvevvennennnen, 55
2.3.6.2 Ahnlichkeits-Score (SIMlarity SCOTE).........ovivvveviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeesesesenenens 56

R o< 0711 1] PR STRRP 58
3.1 Ein- und Ausschluss von VersuchStieren ...........coocueeveeniiiiiiniciiiinieeieesic e 58
3.2 VerhaltensanalySen.........cooueiiiriiiiiiiiiieceitce e 58
3.2.1  Analyse der LaufStreCKe ......cuiiviiieiiiiciieciecie ettt srveereesteeseee s neseveesseesseennes 58
3.2.2  Schlussfolgerungen der Verhaltensanalyse fiir die Verwertbarkeit der Daten fiir die
WEILETE AUSWEITUING. .. .eeuvietieiereiereereeteesteesteessresereasseasseaseesseesssesssessseasseessessseesssssssesssesssessseessenses 61
33 Analyse der BildauSWertung ...........ccceeviiieiiieeiiie ettt svee e sevee e 62
3.3.1 Vergleich der Maximumintensitdtsprojektion mit der dreidimensionalen Rekonstruktion
der mikroskopischen AUfNaNMEN...........ccocoviiiiiiiieiieciecc et ere e e beenes 62
3.3.2  Kontrolle der automatischen ZellZAhIung.............ccccccveviierieriiniiieiieeeeeeree e 62
34 Kontrolle der Methode der catFISH..........coooiiiiiiiiiiiieeceee 64
3.4.1  Nukledre SignalloKaliSation.........c.cccieiiieriierierieiie ettt ere et seeesseeseaeensees 64
3.4.2  Zytoplasmatische SignallokaliSation ............ccoeeeeririiieeriieniienienie et eee s 65



3.43  Schlussfolgerungen aus der Kontrolle der Methode fiir die weiteren Ergebnisse........... 66

3.5 Verhiltnisse der neuronalen Aktivitit im Vergleich zweier konstanter oder

QI ETENTET KOMEEXEE ...eeeieiieiieiieeeieeeeee ettt ettt eee e eeee e e ee e e e eeeeeeeeeeeeeeaeaeeeeeeaneeaeenenenennnnne 68

3.5.1 Einfluss der wiederholten Erkundung einer Umgebung auf die Rekrutierung von

INEUIOIIET ... sesssesssasssesssessssssssssssssssssssssssmnssnnnnnnnnnnns 68

3.5.2  Einfluss der Erkundung von unterschiedlichen Umgebungen auf die Rekrutierung von

INEUIOMICTL ...ttt ettt et bt e b e s bt et bt e bt et s bt et e sb e et et e sbe et enbeebeenbesbeenee 68
3.6  Anteile aktivierter Neurone im Vergleich zwischen Gruppe AA und Gruppe AB.. 71
3.6.1  Rekrutierung von Neuronen bei erster Erkundung von Kontext A ...........cccoooevvivnnnen. 71
3.6.2  Rekrutierung von Neuronen in der zweiten Expositionsphase............ccccoeveenieniereennnen. 71

3.6.3 Finfluss der Reexploration eines Kontextes und der Erkundung zweier verschiedener

Kontexte auf die wiederholte Aktivierung von NEUIONEN. .........cccuerverrieerieenieniienieeie e 73

3.6.4 FEinfluss der Reexploration eines Kontextes und der Erkundung zweier verschiedener

Kontexte auf den Ahnlichkeits-Score und die Reaktivierungsraten................ccoooeuevveererereennnnss 75
3.7 Vergleich der neuronalen Aktivitit zwischen dem DG und dem CA3.................... 77
3.8 Vergleich der neuronalen Aktivitit zwischen dem spDG und dem ipDG................ 79
3.9 Vergleich der neuronalen Aktivitdt zwischen den Subregionen des CA3 ............... 81

3.10  Seitendifferenzen = zwischen  rechtshemisphdraler —und  linkshemisphéraler

HippocampusTOrmMation ..........cccueeiriieeiiie ettt e e e e e ae e s e e e aeeesnseeennns 84
3.10.1 Allgemeine neuronale AKLIVILAL .........cccevveerieiiieiiesie et see e sreereereeseeesene e 84
3.10.2 Rechtsseitig fiihrende Reaktivierung hippocampaler Neurone............ccoeceevvereennnnne 86

3.11 Rostrokaudaler Gradient neuronaler AKtIVItat ...........ccooiiiiiiiiiniiiiiicccee 87
3.11.1 Allgemeine neuronale AKLIVITAL ..........ceooiiriiiiiiierieiie et 87
3.11.2 Rostral filhrende Reaktivierung hippocampaler Neurone ............ccoocveveverviiereennennenns 89

4 DISKUSSION ...ttt ettt ettt ettt b e st e bt et b e st e beeeabeeeee 90

4.1 Diskussion der Methodik .........cccooiiiiiiiiiiiiiee e 91

4.1.1  Nutzbarkeit des IEG zif268/egr-1 fiir den DG und das CA3 im Rahmen der catFISH... 91
4.2 Die Zellaktivitét bei der Erkundung gleicher oder verschiedener Kontexte............ 94

4.2.1  Einheitliche Aktivierung von Neuronenensembles unabhéngig von der Bekanntheit einer

UINGEDUNG .....eeiieeiieeieeieestte sttt ettt et e st e st e st e esbeesseenseessaessaesseesasesnseasseesseesseesssesnsesnseanseenseensns 94



4.2.2  Die Zellaktivitdt InNerhalb deS DGi.......uuueeeeeieieeeeeeeeeee e 94

4.2.3  Die Zellaktivitit innerhalb des CA3 ........ccci oot 98
4.2.4  Die Zellaktivitit im Vergleich zwischen dem DG und dem CA3 .........cccceviviiiinnnnen. 102

4.3 Seitendifferenzen in  Bezug auf die  Musterdifferenzierung  und

MUSEEIKOMPIELLICTUNG ....ovvieiiieiiieeiie ettt ettt st eesbeeseaesabeesaeeenneenes 108
4.4  Rostrokaudale Unterschiede der Zellaktivitit und Zellreaktivierung .................... 112
4.5 LAMIEAtIONEIL ...ttt ettt sttt sttt sbe et ereseeens 114
4.6 Schlussfolgerungen und AUSBIICK ...........coovviiiiiiiiiiiiiieii e 117
S5 ZUSAMMENTASSUNG. ..c.uvieiiiieeiiieeieeeiteeeiteeetteeeteeeeteeesateeessteeessseessseessresssseesssseeesseesnns 120
0 LAteraturvVerZEICHNIS ...c.eviiiiiiiieieitiei ettt s 122
T ANNANG .ottt ettt e b e e et e bt e eabe e aeeeaneenes 131
TIETVEISUCRSANIIAZ ...ttt ettt ettt e et e st e et e b e easeeees 135
Eidesstattliche ErKIATUNG. .........ccooiiiiiiiii e 136
PUDIKAIONSIISTE ...ttt ettt ettt e e 137
DAanKSAZUNG .....c.veiiiiiiiiiieteeit ettt ettt et a ettt sb ettt h et st sae b eaees 138



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Allgemeiner Aufbau der Hippocampusformation...........ccceeeevveeecveeencieeencieencneeens 2
Abbildung 2 Die trisynaptische Schleife...........ccoeviiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeee e 3
Abbildung 3 Der Aufbau des Gyrus dentatus ..........ccceeecveeriieriieiiieeiieiieeie et ens 5
Abbildung 4 Der Aufbau des Cornu ammONIS.........cc.eeeveeriierieeniieeieeieeeeeesree e eseeseeeesseesnaeens 7
Abbildung 5 Die Subregionen des CAJ ........ooooiiieiiiieiee ettt ee e e e eve e e siaee e 9
Abbildung 6 Beispiel einer Musterdifferenzierung...........ccceeeeveeeiiieeciiecieecie e 14
Abbildung 7 Lokalisation von IEGs bei der catFISH ............cccooeiiiiiiiiiiieeee e 24
Abbildung 8 Aufbau der KONtEXLE ........cccvieriiiiiieiieeie ettt sve e e enee 41
AbDbildung 9 VersuChSEIUPPEN......cccuiiiuiieiieiie ettt ettt ettt st eessaeseveesnaeesseenens 42
Abbildung 10 Kontexte mit Zonen sowie exemplarische Laufstreckenaufzeichnungen......... 51
Abbildung 11 Beispiele nachgewiesener Signale ............cccceviiiiiiiiiininicnicneeeeneeeenene 54
Abbildung 12 VerhaltensanalySen ...........c.ccoveriieiiieiienie ettt ee 60
Abbildung 13 Kontrolle der Methode der catFISH............cccoooiieiiiiiiiiiicceee e 65
Abbildung 14 Exemplarische Aufnahmen der Kontrollgruppen ...........ccocceeeieeniiiiiiniieeennne. 67
Abbildung 15 Vergleich der Zellaktivierungen innerhalb von AAund AB..........cccooeie 69
Abbildung 16 Exemplarische Aufnahmen der Versuchsgruppen AA und AB........................ 70
Abbildung 17 Vergleich der rekrutierten Neurone im ersten und zweiten Kontext ................ 72
Abbildung 18 Doppelt rekrutierte NEUrOne ...........coceeeerievieniiiiiiieieeceseeieee et 74
Abbildung 19 ANNIiChKEItS-SCOTE............ivevieerieceeieeeiesecee et s e 76
Abbildung 20 Vergleich der neuronalen Aktivitit zwischen dem DG und dem CA3............. 77
Abbildung 21 Vergleich des Ahnlichkeits-Scores zwischen dem DG und dem CA3 ............. 78
Abbildung 22 Vergleich zwischen dem spDG und dem ipDG .......ccccoeciieiiiiiienieiiiieieeenee 80
Abbildung 23 Vergleich der Zellaktivitdt zwischen den Subregionen des CA3...................... 81
Abbildung 24 Vergleich des Ahnlichkeits-Scores und der Reaktivierungsrate 2 zwischen den
Subregionen des CA3 und dem DG ......cc.ooveiiiiiiiiieiieceeeee et e 83
Abbildung 25 Seitenvergleich der allgemeinen neuronalen AKtiVitat ........c..coeevvevieneniiennene 85
Abbildung 26 Seitenvergleich des AhnlichKeits-SCOTes ............covevevevveeeeeieeeeeeeeeeserereeenn, 86
Abbildung 27 Rostrokaudaler Vergleich der allgemeinen neuronalen Aktivitit..................... 88
Abbildung 28 Rostrokaudaler Vergleich des AhnlichKeits-SCOTes............ccovovevrvevevrvevereernnnne. 89
Abbildung 29 Kontrolle der Methode in den Subregionen des Gyrus dentatus..................... 131
Abbildung 30 ReaktivIerungSraten.........ooueiiiieriieiieiieeiiecie ettt et siae e e ens 132

VI



Abbildung 31 Rostrokaudaler Vergleich der neuronalen Aktivitit innerhalb des ersten
Kontextes in allen SUDIEZIONEN. ........ccciiiiiiiiiiiieiiee et ees 133
Abbildung 32 Rostrokaudaler Vergleich der neuronalen Aktivitit innerhalb des zweiten

Kontextes in allen SUbBTEZIONEN..........cccuiiiiiiiieiiieciie ettt eee e e e eesre e e seveeesnnee s 134

VI



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 GrOBZEIALE ... ..ccccuviiiiiieeiii ettt et e e stte e et e e et eeestaeesssaeesssaeessseeessseeensneennes 31
Tabelle 2 KICTNZEIALE ......cccuvieiiiieeiie ettt e e ste e e e e e ste e e e teeessaeessseeessseeesssaeessseeenns 32
Tabelle 3 Laborausstattung und GefaBe............coovieriiiiiiiiiieiieie e 32
Tabelle 4 Verbrauchsmaterialien ............coceeieriiiiiiiinieieiieseeeeeee e 33
Tabelle 5 Chemikalien und Reagenzien..........c.cccccuiieeiiiiiiieeciiecciee et e 34
TabElle 6 LOSUNZEN ...ccuvvieiiiieciiieciee ettt ettt et e e stteeetaeeesaeeetaeesssaeesssaeessseeessseeensseennes 36
Tabelle 7 Markierte NUKIGINSAUIEN.......cc.cooiuiiiiiiiiieiieeiiee et 37
TabDELLIE 8 ANTIKOIPET ....veeeevieiieeiieiieete ettt ettt et e ete et e eebeessaeebeesseeesseessseensaenssessseenssesnsens 37
Tabelle O TYTAMIAE ....c.veeevieiiieiieiieeie ettt ettt et e et e e staesbeesaeeesseessaesnsaessaessseenssesnsaas 38
Tabelle 10 SOTEWATE ......eeiiiiiieiit e ettt ettt e st e et e e seeeeaeeas 38

VIII



Abkiirzungsverzeichnis

Arc:

BC:
CA:
catFISH:

DG:
EC:
FISH:
GABA:
GC:
IEG:
ipDG:
LEC:
MC:
MEC:
MIP:
NMDA:
ns:
Para:
PC:
Pre:
RR1:
RR2:
RTF:

SD:
SEM:
sg:

sl:

slm:

Aktivitits-reguliertes Zytoskelett-assoziiertes Protein (activity-regulated
cytoskeleton-associated protein)

Korbzelle (basket cell)

Cornu ammonis

Zellulare Kompartimentanalyse der zeitlichen Aktivitdt mittels Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (cellular compartment analysis of temporal activity by
fluorescent in-situ hybridisation)

Gyrus dentatus (dentate gyrus)

Entorhinaler Kortex (entorhinal cortex)
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Gamma-Aminobuttersdure

Kornerzelle (granule cell)

unmittelbar exprimiertes Gen (immediate-early gene)
infrapyramidaler Schenkel des Gyrus dentatus

lateraler entorhinaler Kortex

Mossyzelle (mossy cell)

medialer entorhinaler Kortex

Maximumintensitdtsprojektion (maximum intensity projection)
N-Methyl-D-Aspartat

nicht signifikant

Parasubiculum

Pyramidenzelle (pyramidal cell)

Presubiculum

Reaktivierungsrate 1

Reaktivierungsrate 2

regulatorische Transkriptionsfaktoren (regulatory transcription
factors)

Standardabweichung (standard deviation)

Standardfehler (standard error of the mean)

Stratum granulosum

Stratum lucidum

Stratum lacunosum-moleculare

IX



smol:;

smult;

SO:

sp:

spDG:

ST

Sub:

Stratum moleculare

Stratum multiforme (polymorphe Schicht)
Stratum oriens

Stratum pyramidale

suprapyramidaler Schenkel des Gyrus dentatus
Stratum radiatum

Subiculum



1 Einleitung

1.1 Die Hippocampusformation

Die Hippocampusformation stellt das zentrale Element sowohl in der Gedéchtnisbildung als
auch beim Prozess des Erinnerns dar. Obwohl ihre Rolle bereits umfassend untersucht und
mutmaBlich zu groen Anteilen aufgekldrt werden konnte, so bleibt ihre genaue
Funktionsweise zum jetzigen Zeitpunkt weitgehend ungeldst. In dieser Arbeit wird nun ein
spezifischer Aspekt ebendieser Funktionsweise, genauer die Musterdifferenzierung (pattern
separation), ndher untersucht. Um diese zu verstehen, ist es essenziell, sowohl den
anatomischen und histologischen Aufbau zu kennen als auch zu wissen, auf welche Weise
unser bisheriges Wissen liber diesen Prozess erlangt wurde. Aus diesem Grund soll in den

nachfolgenden Kapiteln ein grundlegender Uberblick hieriiber gegeben werden.

1.1.1 Allgemeiner Aufbau

Die Hippocampusformation ist ein paarig angelegter Verbund von Hirnregionen, welcher in
jeder GroBhirnhemisphére einmal vorhanden ist und dem limbischen System zugeordnet wird.
Sie umfasst neben ithrem héufig als Hauptteil bezeichneten Hippocampus, auch als das Cornu
ammonis (CA) oder Ammonshorn bekannt, weitere Regionen, zu denen der entorhinale
Kortex (entorhinal cortex, EC), der Gyrus dentatus (dentate gyrus, DG), das Subiculum, das
Presubiculum und das Parasubiculum gehoren (Andersen, 2007, S. 37) (Abbildung 1).
Aufgrund der Verarbeitung und Integration von Informationen aller sensorischer Modalitdten
besitzt die Hippocampusformation zahlreiche, vor allem neokortikale Afferenzen (Eingénge),
welche vornehmlich iiber den EC verlaufen. Dieser kann daher als primire Station der
Reizverarbeitung innerhalb der Formation angesehen werden. Gleichzeitig verlaufen auch die
Efferenzen (Ausgédnge) zum Neokortex iiber den EC, wohingegen jene in subkortikale
Regionen vor allem aus dem Subiculum stammen (Andersen, 2007, S. 42). Hervorzuheben ist
ebenfalls die Verbindung der Hippocampusformationen beider Hemisphédren iiber die
Commissurae anterior et posterior, iiber welche eine gleichzeitige bilaterale Verarbeitung von
Informationen ermdglicht wird.

Im Vergleich zwischen Mensch und Nagetier bestehen in Bezug auf den allgemeinen Aufbau
viele Gemeinsamkeiten, auch wenn die humane Hippocampusformation etwa 100-fach groBer
als die der Ratte oder der Maus ist, sie deutlich mehr Subregionen in den einzelnen Bereichen

umfasst und diese wiederum komplexere Verschaltungen aufweisen (Andersen, 2007, S. 39).
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Dennoch besitzen sie so viele Gemeinsamkeiten, dass die Hippocampusformation der Ratte,
ebenso wie die der Maus, sehr gut fiir neurophysiologische Testungen zur funktionellen
Charakterisierung herangezogen werden kann. In der weiteren Dissertation wird nun
vornehmlich Bezug auf die Hippocampusformation der Maus sowie auf die der Ratte
genommen, da an diesen die grundlegenden Experimente zum Verstindnis der
hippocampalen Funktion durchgefiihrt wurden. Weiterhin wurden alle Versuche in dieser

Arbeit an Méusen durchgefiihrt, weshalb auf diesen der besondere Fokus liegen soll.

EC °
Para
Pre Sub CA1l
~—— @
CA?2
A /
DG CA3

Abbildung 1 Allgemeiner Aufbau der Hippocampusformation

Schematisch gezeigt ist der Verbund von Hirnregionen, welche als Hippocampusformation
zusammengefasst werden, sowie eine exemplarische, fiir diese Arbeit wichtige Verschaltung
(trisynaptische Schleife). Diese beginnt mit einer Verbindung vom entorhinalen Kortex (EC) zum
Gyrus dentatus (DG). Weiter fiihrt sie vom DG zum Cornu ammonis 3 (CA3) und von dort zum Cornu
ammonis 1 (CAl). Die abschlieBende Verbindung stellt jene vom CAl zum EC dar. Neben diesen
werden die weiteren Regionen des Cornu ammonis 2 (CA2), des Subiculum (Sub), des Presubiculum
(Pre) und des Parasubiculum (Para) gezeigt. (basierende auf Andersen (2007), S. 38; erstellt mit
BioRender.com)

1.1.2 Histologischer Aufbau

Der histologische Aufbau der Hippocampusformation ist duflerst komplex, da jede Region
eine Vielzahl an verschiedenen Neuronenarten in unterschiedlicher Zusammensetzung und
unterschiedlicher Anordnung beherbergt. Der Ubersicht halber, sowie um sich auf die fiir
diese Arbeit relevanten Inhalte zu konzentrieren, werden nachfolgend nur die hierfiir
essenziellen Regionen der Formation sowie die wichtigsten Neuronenarten vorgestellt.

Aufgrund des dhnlichen Aufbaus der Hippocampusformation von Mausen und Ratten, wird in
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den folgenden Kapiteln eine allgemeine Ubersicht iiber diese geboten. Hierbei ist
anzumerken, dass die meisten anatomischen Informationen von Untersuchungen der
Hippocampusformation der Ratte stammen, welche bezogen auf die folgenden Kapitel jedoch

auch auf die der Maus zutreffen (Andersen, 2007, S. 391Y).

1.1.2.1 Die trisynaptische Schleife

Bereits in den ersten neuroanatomischen Untersuchungen der Hippocampusformation sind
Faserbahnen beschrieben worden, welche einen primdr unidirektionalen Verlauf innerhalb
dieser aufwiesen (NO, 1934). Es wurde registriert, dass die kréftigsten unter diesen einen
Kreislauf innerhalb der Formation bilden, woraus die anfangliche Hypothese einer
trisynaptischen Schleife hervorgegangen ist (Amaral und Witter, 1989) (Abbildung 2). Thren
Beginn hat diese Schleife im EC, von dem aus die Axone als sogenannter Perforatortrakt
(Tractus perforans) den DG innervieren (erste Synapse). Von hier erfolgt die Innervation des
CA3 iiber Mossyfasern (zweite Synapse) und weiter iiber Schaffer-Kollateralen vom CA3
zum CAl (dritte Synapse). Auf diesem Kreislauf basierend wurde postuliert, dass eine
derartige Schleife der primiren, zentralen Verarbeitung sensorischer Informationen dienen
wiirde (Marr, 1971). Im Laufe der Jahrzehnte wurden schlieBlich mehr und mehr Details zu
den genauen Verbindungen entdeckt, auf deren wichtigste in den folgenden Kapiteln nédher

eingegangen werden soll.

CA1l

Schaffer-Kollateralen

EC

Tractus peforeuk/‘

1.

Mossyfasern CA3

Abbildung 2 Die trisynaptische Schleife

Gezeigt ist eine schematische Darstellung eines koronaren Ausschnittes der Hippocampusformation
mit Abbildung des entorhinalen Kortex (EC), des Gyrus dentatus (DG), des Cornu ammonis 3 (CA3)
sowie des Cornu ammonis 1 (CAl). Eingezeichnet sind auBBerdem die wichtigsten Faserbahnen vom
EC zum DG (Tractus perforans), vom DG zum CA3 (Mossyfasern), vom CA3 zum CA1 (Schaffer-
Kollateralen sowie abschlieBend vom CA1l zuriick zum EC. Die Nummerierung (1.; 2.; 3.) gibt die
jeweilige synaptische Verschaltung innerhalb der trisynaptischen Schleife an. (erstellt mit
BioRender.com)



1.1.2.2 Der Entorhinale Kortex

Der EC nimmt im Aufbau der Hippocampusformation eine besondere Stellung ein. Auf der
einen Seite stellt er den Eingang zur Hippocampusformation dar, iiber den der groBte Teil der
zu verarbeitenden sensorischen Informationen verlduft. Auf der anderen Seite ist der EC
ebenfalls ein Endpunkt der Verarbeitungsschleife der Hippocampusformation und entsendet
verarbeitete Informationen von hier an den Neokortex, von dem er bereits seine Afferenzen zu
Beginn der hippocampalen Schleife erhalten hat. Doch auch in einem weiteren Punkt steht
dem EC eine Sonderrolle zu. In ihren Verkniipfungen zwischen den einzelnen Regionen
bildet die Hippocampusformation eine relativ lineare Verschaltung, in der Signale von einem
Bereich an den nichsten weitergeleitet werden und anschlieBend dem weiteren Verlauf der
Schleife folgen. Beim EC konnte jedoch nachgewiesen werden, dass er Verbindungen sowohl
zum DG, der nichsten Station in der Schleife, hat als auch zu den Regionen des CA3, des
CA1 und zum Subiculum (Amaral und Witter, 1989, Witter und Moser, 2006, Witter et al.,
2017). Aus den letzten beiden erhédlt er gleichzeitig iiber direkte Verbindungen seine
Afferenzen, so dass der EC ebenfalls direkte Riickkopplungen aus einzelnen Regionen erhilt.
Der EC stellt damit ebenso eine Ausnahme der hauptsichlich linearen Verschaltung der
Hippocampusformation dar.

Betrachten wir seinen anatomischen Aufbau etwas ndher, so kann der EC in einen lateralen
(LEC) und einen medialen (MEC) Anteil eingeteilt werden. Beide besitzen sechs Schichten
unterschiedlicher Zytoarchitektonik, von denen Neurone der Schicht II Axone zum DG
entsenden (Andersen, 2007, S. 84-91). Aus der gleichen Schicht entspringen ebenfalls die
Verbindungen zum CA3, wohingegen das CAl und das Subiculum ihre Eingénge {iber
Neurone der Schicht III des EC erhalten. Wie oben bereits beschrieben erhélt der EC
schliefllich wieder Innervationen vom CA1l und dem Subiculum, welche in der Schicht V
terminieren. An diesem Punkt ist anzumerken, dass Studien der letzten Jahrzehnte gezeigt
haben, dass sowohl der MEC als auch der LEC den suprapyramidalen und infrapyramidalen
Schenkel des DG gleichermallen exzitatorisch innervieren, was fiir die Thematik dieser

Doktorarbeit eine wichtige Rolle spielt (Lee et al., 2015).

1.1.2.3 Der Gyrus dentatus

Der DG ist in seinem koronaren Anschnitt eine iiblicherweise V- oder U-formige Hirnregion
mit vergleichbarem Erscheinungsbild auf jeder seiner rostrokaudalen Ebenen, was ihn

bezogen auf seine Lokalisation zum CA3, in einen suprapyramidalen und einen
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infrapyramidalen Schenkel unterteilen ldsst (Abbildung 3a). Der suprapyramidale Schenkel
(spDG) befindet sich entsprechend dorsal des CA3 und damit zu einem Anteil zwischen
diesem und dem CAl. Der infrapyramidale Schenkel (ipDG) ist korrespondierend auf der
ventralen Seite des CA3 gelegen (Andersen, 2007, S. 42f).

CAl GC MC BC
spDG \ /
A mel N
ipDG
1p sg ® .. .{ c® /ey
CA3 ]
smult
a b

Abbildung 3 Der Aufbau des Gyrus dentatus

(a) Dargestellt ist der schematische koronare Aufbau des Gyrus dentatus (DG) sowie des Cornu
ammonis mit seinen Subregionen des Cornu ammonis 3 (CA3) und des Cornu ammonis 1 (CAl).
Gezeigt ist ebenso die Aufteilung des DG in einen suprapyramidalen (spDG) und einen
infrapyramidalen Schenkel (ipDG) bezogen auf die Pyramidenzellschicht des CA3, welche hier durch
die schwarze Linie reprédsentiert wird. Die rote Linie stellt die Grenze zwischen dem spDG und dem
ipDG an ihrem Ubergang dar. Der schwarze Kasten, welcher den spDG iiberlagert, markiert den
Bildausschnitt fiir (b). (b) Gezeigt ist der exemplarische, schematische Aufbau des spDG mit seinen
einzelnen Schichten unterschiedlicher Zytoarchitektonik. Die blaue Linie in (a) reprédsentiert die
Kornerzellschicht (Stratum granulosum; sg), in der sich die Kérnerzellen (GC) befinden. Uber dieser
befindet sich die molekulare Schicht (Stratum moleculare; smol), in der sich die Dendritenbdume der
Kornerzellen ausdehnen. Unterhalb der Kornerzellschicht befindet sich die polymorphe Schicht
(Stratum multiforme; smult), in der die Axone der Kornerzellen verlaufen und in der zahlreiche
Interneurone wie Mossyzellen (MC) und Korbzellen (BC) lokalisiert sind. (basierend auf Andersen
(2007), S. 55-57; erstellt mit BioRender.com)

Beide Subregionen des DG weisen einen trilamindren Aufbau auf (Abbildung 3b). Die &duBBere
Schicht ist die molekulare Schicht (Stratum moleculare, smol), welche eher zellarm ist und in
erster Linie die vollstindigen Dendritenbdume der Kornerzellen (granule cell) sowie Axone
als Afferenzen aus primir dem EC enthélt. Hier sind nur wenige Interneurone lokalisiert,
welche der Ubersicht halber nicht niher klassifiziert werden sollen (Andersen, 2007, S. 55¢).
Die mittlere und in histologischen Schnitten markanteste Schicht ist die Kornerzellschicht
(Stratum granulosum, sg). Sie beherbergt die Kornerzellen als primdre Neuronenpopulation
des DG und besitzt bei Nagetieren in den meisten Féllen eine Breite von vier bis acht Zellen
(Andersen, 2007, S. 55f). Aufgrund ihrer Signaltransduktion mittels Glutamats konnen diese

als exzitatorische Neuronenklasse charakterisiert werden. An diese Schicht anschlielend



befindet sich in Richtung des CA3 die polymorphe Zellschicht (Stratum multiforme, smult),
welche von den Kornerzellschichten des spDG und ipDG eingeschlossen wird und auch als
Hilus des DG beschrieben wird (Amaral, 1978). Hier ist die groflte Zahl an verschiedenen
Interneuronen lokalisiert, unter denen sowohl exzitatorische als auch inhibitorische vorhanden
sind. Sie verwenden exemplarisch Glutamat beziehungsweise Gamma-Aminobuttersiure
(GABA) (Freund und Buzsaki, 1996). Letztere werden unter anderem durch Korbzellen
(basket cell) reprisentiert, welche eine der primdren Neuronenarten in der polymorphen
Schicht darstellen und die Kornerzellen inhibitorisch innervieren. Gleichzeitig erhalten die
Korbzellen GABAerge Afferenzen, iiber die wiederum eine Dysinhibition der Kdrnerzellen
erfolgen kann. Neben ihnen existieren zahlreiche weitere Klassen von Interneuronen, welche
hier der Ubersicht halber jedoch nicht weiter genannt werden sollen (Amaral, 1978,
Andersen, 2007, S. 56f). Eine andere Klasse an Neuronen dieser Schicht ist allerdings noch
hervorzuheben: die Mossyzelle (mossy cell). Mossyzellen sind Neurone, deren Zellkorper in
der polymorphen Zellschicht lokalisiert sind und deren Dendriten sich weitreichend
ausdehnen, jedoch die Kornerzellschicht nicht durchdringen. Sie erhalten ihre Afferenzen
damit nur innerhalb der polymorphen Schicht. IThre Axone weisen die Besonderheit auf, dass
sie nicht nur ipsilateral bis in die molekulare Schicht des DG reichen, sondern diese auch
kontralateral innervieren (Andersen, 2007, S. 58, Blackstad, 1956). Dort bilden sie
exzitatorische Synapsen mit den Dendriten der Kornerzellen oder der Korbzellen der
Hippocampusformation der jeweils anderen GroBhirnhemisphére aus.

Seine Eingédnge erhdlt der DG vornehmlich tiber den Tractus perforans aus dem EC. Die
Axone der Kornerzellen, welche auch als Mossyfasern bezeichnet werden, fiihren
entsprechend dem in Kapitel 1.1.2.1 beschriebenen linearen Verschaltungsmuster in die
verschiedenen Subregionen des CA3, wo sie Pyramidenzellen (pyramidal cell) innervieren.
Als Besonderheit besitzen Kornerzellaxone mehrere Kollateralen, welche innerhalb der
polymorphen Zellschicht verlaufen und dort bevorzugt auch GABAerge Interneurone, wie
Korbzellen, innervieren (Acsady et al., 1998). Es bestehen zusammengefasst also intrinsische
Verschaltungen tiber zum Beispiel Korbzellen und extrinsische Verbindungen zum CA3 {iber

die Mossyfasern.

1.1.2.4 Das Cornu ammonis

Das CA, welches in den gédngigsten Terminologien auch als eigentlicher Hippocampus

beschrieben wird, besitzt iiber seine Subregionen des CA3 (nahe dem DG), des CAl (am



entferntesten vom DG) und des CA2 (zwischen dem CA3 und dem CAIl) einen relativ
homogenen Schichtaufbau (Abbildung 4). Die histologisch am besten abzugrenzende Schicht
ist hierbei die Pyramidenzellschicht (Stratum pyramidale), welche ihre namensgebenden
exzitatorischen Neurone, die Pyramidenzellen, enthdlt. Unterhalb (ventral) dieser befindet
sich in CA3 das Stratum oriens. Oberhalb (dorsal) der Pyramidenzellschicht befindet sich das
Stratum radiatum. Beide Schichten enthalten die Axone der Pyramidenzellen. Die oberste
Schicht des CA ist das Stratum lacunosum-moleculare, in dem sich vor allem Afferenzen aus
dem EC und einzelnen anderen Hirnregionen befinden, welche hier nicht ndher betrachtet
werden sollen. Sowohl die Dendriten der Pyramidenzellen als auch verschiedene Arten von
Interneuronen sind iiber das Stratum oriens, radiatum und lacunosum-moleculare verteilt

(Andersen, 2007, S. 67f).

Mossyfaser PC

CA1l

Sub CA2

DG

CA3

a b
Abbildung 4 Der Aufbau des Cornu ammonis

(a) Schematische koronare Darstellung der einzelnen Regionen des Cornu ammonis (CA) mit seiner
Lagebeziehung zum Gyrus dentatus (DG) und dem Subiculum (Sub). Das CA lésst sich in die
Regionen CA1 bis CA3 unterteilen. Der schwarze Kasten im CA3 markiert den Bildausschnitt fiir (b).
(b) Gezeigt ist die exemplarische, schematische Darstellung der einzelnen Schichten des CA3. Die
schwarze Linie in (a) représentiert die Pyramidenzellschicht (Stratum pyramidale; sp), in welcher die
Zellkorper der Pyramidenzellen (PC) lokalisiert sind. Die Schicht oberhalb von dieser, das Stratum
lucidum (sl), ist charakteristisch fiir das CA3 und enthélt die Mossyfasern der Kornerzellen des DG,
welche Synapsen mit den Pyramidenzellen bilden. Uber dieser befindet sich wiederum das Stratum
radiatum (sr) und das Stratum lacunosum-moleculare (slm). Unterhalb des sp befindet sich das
Stratum oriens (so). Alle drei zuletzt genannten Schichten enthalten die Dendritenbdume der
Pyramidenzellen sowie verschiedene Interneurone, welche hier der Ubersicht halber nicht abgebildet
sind. Ohne das sl entspricht dieser Aufbau ebenfalls dem des CA2 und CAl. (basierend auf Andersen
(2007), S. 66; erstellt mit BioRender.com)

Eine klare Besonderheit des Hippocampus ist seine starke intrinsische Vernetzung. Innerhalb
des CA unterscheidet man zwischen zwei Verbindungstypen. Auf der einen Seite sind dies die

kommissuralen Verbindungen, welche die Vernetzung der gleichen Regionen zwischen den
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Hippocampi beider Hemisphdren widerspiegeln. Auf der anderen Seite sind dies die
Assoziationsverbindungen, welche die Projektionen der Pyramidenzellaxone innerhalb der
Regionen des CA und zwischen diesen zusammenfassen. Anhand der Afferenzen des CA und
anhand dieser Assoziationsverbindungen wird zwischen den einzelnen Regionen (CAl —

CA3) unterschieden, welche im Folgenden kurz vorgestellt werden sollen.

1.1.2.4.1 Das CA3

Die Region des CA3 ist in Bezug auf den DG am weitesten proximal gelegen und reicht vom
Hilus zwischen den Schenkeln des DG bis zum CA2. Charakteristisch fiir diesen Bereich ist
die starke Innervation der Pyramidenzellen durch die Kornerzellen des DG iiber die
Mossyfasern. Diese Innervation gibt auch die entsprechende Grenze zum CA2 vor, welche
keine Eingénge mehr aus dem DG erhélt. Charakteristisch fiir das CA3 ist weiterhin die
besondere Rolle der pyramidalen Axone mit ihren ausgeprédgten Kollateralen. Von diesen sind
die Schaffer-Kollateralen die bekanntesten, welche die primire Projektion vom CA3 zum
CALl darstellen. Neben diesen besitzen sie kriftige divergente Kollateralen, welche eine starke
Vernetzung innerhalb des CA3 bewirken und dementsprechend ein ausgeprigtes Geflecht an
Assoziationsverbindungen schaffen. Dies ist auch innerhalb der Hippocampusformation eine
spezielle Eigenschaft, die zusammen mit den ausgeprigten kommissuralen Verbindungen fiir
die besondere Rolle dieser Region spricht (Andersen, 2007, S. 71-75).

Innerhalb des CA3 lassen sich weitere Subregionen unterscheiden (N6, 1934). Diese
umfassen das CA3c (proximal in Bezug auf den DG), das CA3b (zwischen dem CA3c und
CA3a) und das CA3a (distal in Bezug auf den DG und angrenzend an das CA2; Abbildung 5).
Eine Aufteilung in diese Subregionen wurde ebenfalls aufgrund anatomischer und
elektrophysiologischer Unterschiede vorgenommen, wie es schon bei der Aufteilung des
Hippocampus an sich der Fall war (Ishizuka et al., 1990, Li et al., 1994, Meyer und
Radulovic, 2021, Witter, 2007a). Der zentrale Faktor bei dieser Differenzierung ist der
Charakter der Assoziationsverbindungen. So haben die Pyramidenzellen des CA3b und a
ausgepragte rekurrente Kollateralen, welche alle Subregionen des CA3 innervieren. Die
Pyramidenzellen des CA3c hingegen haben nur wenige bis keine Kollateralen, welche im
CA3 terminieren. Im Gegensatz zum CA3b und CA3a hat das CA3c jedoch rekurrente
Kollateralen, welche zuriick zum DG verlaufen und hier vor allem Mossyzellen, Kornerzellen
und Interneurone der polymorphen Schicht innervieren. Uber das CA3c besteht somit eine

Riickkopplung zum DG, was fiir die weiteren Anteile der Hippocampusformation untypisch



ist (Andersen, 2007, S. 74). Zur Ubersichtlichkeit soll auf die Differenzierung zwischen dem
CA3b und CA3a in diesem Rahmen nicht weiter eingegangen werden, da sie fiir diese

Doktorarbeit weniger relevant ist.

Hilus CAl
spDG

Abbildung 5 Die Subregionen des CA3

Schematische koronare Darstellung der Unterteilung des Cornu ammonis 3 (CA3) in seine
Subregionen des CA3a bis c. In Bezug auf den Gyrus dentatus befindet sich das CA3c am nichsten zu
diesem und wird anteilig von dem suprapyramidalen (spDG) und dem infrapyramidalen Schenkel des
DG umgeben. An das CA3c schliefit sich die Subregion des CA3b an. Am weitesten entfernt vom DG
liegt das CA3a, welches an das Cornu ammonis 2 (CA2) angrenzt. Das Cornu ammonis 1 (CAl) ist
nur anteilig mit abgebildet. (erstellt mit BioRender.com)

1.1.2.4.2 Das CA2 und CAl

Das CA2 und das CAL stellen in den Schaltkreisen der Hippocampusformation den néchsten
Abschnitt dar (Andersen, 2007, S. 71-75). Wie im vorherigen Kapitel bereits beschrieben,
erhilt das CA2 keine Afferenzen vom DG. Daher bekommt das CA2 vor allem Eingidnge aus
dem CA3 und entsendet seine Axone und Kollateralen in alle Anteile des Hippocampus. Das
CA2 ist insgesamt nur eine kleine und bisher die am wenigsten untersuchte Region des
Hippocampus und soll an dieser Stelle aufgrund ihrer eher untergeordneten Rolle in dieser
Arbeit nicht ndher charakterisiert werden.

Die Region des CA1l ist hingegen ein gut erforschter Abschnitt des Hippocampus. Sie erhélt
primir Eingénge aus dem CA3, wobei zwischen den jeweiligen Lokalisationen der Zellen
unterschieden werden muss. So erhalten die Zellen des CAl, welche sich ndher am CA2
befinden mehr Eingidnge aus den Bereichen des CA3, welche sich ebenfalls ndher am CA2
befinden. Im Gegensatz hierzu erhalten die Neurone des CA1l, welche nidher am Subiculum
gelegen sind, mehr Eingéinge von Pyramidenzellen des CA3, welche ndher am DG gelegen

sind (vgl. Abbildung 4). Assoziationsverbindungen sind im CA1l im Gegensatz zum CA3
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grundsitzlich kaum vorhanden und auch die kommissuralen Verbindungen zur
kontralateralen Hemisphére sind nur schwach ausgeprégt (Andersen, 2007, S. 71-75).

Die Pyramidenzellen aus dem CAIl entsenden ihre Axone einerseits an das Subiculum und
andererseits zuriick zum EC. Im Vergleich zum DG sowie zum CA3 und CA2 entsteht hier
somit erstmals wieder eine Verbindung zuriick zum EC, wodurch der Schaltkreis sich wieder
schlieBt. Auch hier besteht jedoch eine topographische Organisation der Verbindungen, bei
denen die proximalen Anteile des CA1 (nahe dem CA2) ausschlieBlich zum MEC verlaufen
und distale Anteile vor allem zum LEC (Andersen, 2007, S. 91).

1.1.2.5 Der Hilus des Gyrus dentatus

Der Hilus des DG stellt in der Hippocampusformation einen speziellen Abschnitt dar, in dem
es nicht nur kriftige Verbindungen im Sinne der Mossyfasern vom DG zum CA3 gibt,
sondern in dem auch ausgeprigte Riickprojektionen von iiberwiegend dem CA3c zum DG
vorhanden sind (Scharfman, 2007). Da die Riickprojektionen im Rahmen dieser Dissertation
eine grofle Rolle spielen, soll an dieser Stelle noch einmal niher auf sie eingegangen werden.
Wie oben bereits beschrieben, wird der Hilus durch die polymorphe Schicht des spDG und
ipDG gebildet, in der sich sowohl Mossyfasern befinden als auch Interneurone wie
GABAerge Korbzellen oder glutamaterge Mossyzellen. Beide Klassen werden, wie die
Pyramidenzellen im CA3, durch Mossyfasern innerviert. Diese innervieren wiederum die
Kornerzellen des DG, wodurch entweder eine Exzitation oder eine Inhibition von letzteren
hervorgerufen werden kann (Scharfman, 2007). Es bestehen also rekurrente Verbindungen
variabler Funktion innerhalb des DG.

In weiteren Studien, in denen die Ausdehnung von Axonen einzelner Pyramidenzellen
betrachtet wurde, wurde weiterhin festgestellt, dass vor allem die des CA3c zahlreiche
rekurrente Kollateralen besitzen, die letztlich Synapsen mit den Kornerzellen innerhalb der
Kornerzellschicht oder auch der molekularen Schicht bilden und aller Wahrscheinlichkeit
nach auch verschiedene Klassen an Interneuronen innervieren (Ishizuka et al., 1990, Li et al.,
1994). Damit bestehen ebenfalls charakteristische Riickprojektionen vom CA3c zum DG, die
starken Einfluss auf die Zellaktivitit des DG und damit auf die Eingéinge im CA3 selbst haben
konnen. Inwiefern dies die Funktion der einzelnen Bereiche beeinflusst, soll in spiteren

Kapiteln noch weiter diskutiert werden.
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1.1.3 Funktionelle Einbindung der Hippocampusformation

Im Rahmen erster Fallberichte wurde herausgefunden, dass Personen mit einer Schadigung
der Hippocampusformation unter einer anterograden Amnesie leiden (Dossani et al., 2015,
Scoville und Milner, 1957). Es konnen nur noch wenige Informationen in das
Langzeitgedachtnis iibertragen werden und aufgenommene Informationen bleiben meist nur
wenige Minuten abrufbar. Entsprechend dieser Beobachtungen wurde schon frith entdeckt,
dass die Hippocampusformation verantwortlich fiir die Bildung des deklarativen
Langzeitgedichtnisses ist. Sie trigt damit zur Uberfilhrung von semantischen und
episodischen Gedéchtnisinhalten aus dem Kurzzeitgeddchtnis in das Langzeitgeddchtnis bei
(Pape et al., 2014, S. 829f). Bereits vor einigen Jahrzehnten wurde zusitzlich die Theorie
aufgestellt, dass die Hippocampusformation zwischen bereits gelernten Gedéchtnisinhalten
und neuen, beziehungsweise etwas verdnderten Informationen unterscheiden konnen muss
(Marr, 1971, Treves und Rolls, 1994). Entsprechend dieser Uberlegungen wurde die Theorie
der ,pattern separation (Musterdifferenzierung) und der ,pattern completion®
(Musterkomplettierung) aufgestellt. Die Musterdifferenzierung dient hierbei der
Unterscheidung von Informationen wie beispielsweise dhnlichen Umgebungen, wenn auch
nur geringe Unterschiede vorhanden sind. Die Musterkomplettierung hingegen dient dem
Abrufen beziehungsweise der Erinnerung bereits gespeicherter Informationen, wenn diese nur
unvollstindig préasentiert werden (Rolls und Kesner, 2006). Beide Prozesse basieren auf
funktionellen FEigenschaften verschiedener Subregionen der Hippocampusformation und

sollen im Folgenden vorgestellt werden.
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1.2 Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung

Die Musterdifferenzierung und die Musterkomplettierung sind Mechanismen, welche sich nur
unvollstindig voneinander abgrenzen lassen und teilweise einen flieBenden Ubergang zeigen.
In den folgenden Kapiteln werden beide Prozesse definiert und die grundlegenden
Studienarten, welche zur bisherigen Charakterisierung der Prozesse gefiihrt haben, mit den fiir
diese Arbeit bedeutendsten Erkenntnissen vorgestellt. Die Auffiihrung dieser Studien soll
aullerdem sowohl dem besseren Verstindnis der funktionellen Zuordnung der Regionen als
auch als Grundlage fiir die ausfiihrliche Bezugnahme auf diese in der Diskussion dieser
Arbeit dienen. Hierbei soll in erster Linie die Verarbeitung von rdumlichen Informationen
thematisiert werden, da ihre Prozessierung auch das zentrale Thema dieser Doktorarbeit

darstellt.

1.2.1 Musterdifferenzierung

Die Musterdifferenzierung, welche im englischen Sprachgebrauch unter dem Begriff der
Lwpattern separation bekannt ist, beschreibt einen Prozess, der zur Unterscheidung von
Sinneseindriicken und hiermit verbunden von Erinnerungen dient (Marr, 1971, Treves und
Rolls, 1994). Bezogen auf rdaumliche Umgebungen soll dieser Prozess einerseits die
grundsitzliche Unterscheidung verschiedener Umgebungen ermdglichen, andererseits aber
auch nur geringste Anderungen innerhalb eines bekannten Kontextes ausmachen und
hervorheben kdnnen. Kommt man beispielsweise in einen bekannten Raum, in dem eine der
Winde eine andere Farbe hat als zuvor, so fiihrt die Musterdifferenzierung zu der Erkenntnis,
dass die Farbe dieser Wand seit der vorherigen Betrachtung dieses Raumes gedndert wurde.
Wird dieser Mechanismus auf die Hippocampusformation iibertragen, so wurde der Prozess
der Musterdifferenzierung bereits friih dem DG zugeschrieben. Grundlage fiir diese
Zuordnung war vor allem die hohe Zahl an Kornerzellen im Vergleich zu der an
Pyramidenzellen im CA3 oder auch im CAl. So wurde damals und wird heute noch davon
ausgegangen, dass dieselben Informationen auch von denselben Neuronen verarbeitet und
gespeichert werden und dass zur Repréisentation einer Umgebung eine entsprechende Anzahl
von Neuronen, folglich auch als Population oder Ensemble bezeichnet, aktiviert wird.
Basierend auf einer hohen Zellzahl im DG und den zielgerichteten Verbindungen zum CA3
werden dem DG hervorragende Voraussetzungen fiir die Aktivierung moglichst verschiedener

Neuronenensembles bei verschiedenen Wahrnehmungen oder Umgebungen und damit fiir den
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Prozess der Musterdifferenzierung zugeschrieben (Rolls, 2016). Setzt man diese Zahlen an
Neuronen fiir Nagetiere auf einer Hohe entlang der rostrokaudalen Achse ins Verhiltnis, so
besteht der DG aus der bis zu zwdlffachen Zahl an Kornerzellen, wie die Region des CA3 aus
Pyramidenzellen besteht (Andersen, 2007S. 55f). Dieses Verhiltnis existiert vor allem in den
dorsalen Anteilen der Hippocampusformation und ldsst nach ventral deutlich nach. Trotz
dieser hohen Anzahl an Kornerzellen wird eine Pyramidenzelle im CA3 jedoch nur von ca. 46
Mossyfasern innerviert, was im Vergleich zu ungefahr 3.600 Eingdngen aus dem EC und im
Vergleich zu ca. 12.000 rekurrenten Kollateralen aus dem CA3 selbst auf eine einzelne
Pyramidenzelle eine nur sehr geringe Zahl darstellt (Rolls, 2016). Die Effizienz der
Innervation durch Mossyfasern ist aufgrund ihrer Soma-nahen Synapsenbildung jedoch
unanfechtbar. Aus dieser hohen Effizienz der Signaliibertragung bei gleichzeitig niedriger
Anzahl an Eingédngen einer Pyramidenzelle aus dem DG lésst sich bereits die hohe Relevanz
jeder einzelnen Kornerzelle ableiten. Stark vereinfacht gesagt, entscheiden die Kornerzellen
des DG damit, ob eine Pyramidenzelle des CA3 aktiviert wird oder nicht. Zusammen mit dem
oben erwithnten niedrigen Ubertragungsverhiltnis vom DG auf das CA3 kann somit duferst
prézise selektiert werden, welche Pyramidenzellen des CA3 aktiviert werden und, vereinfacht
gesagt, welche Erinnerung gespeichert, abgerufen oder nur teilweise abgerufen werden soll.
Ubertragen wir diese Theorie in ein Beispiel so ergibt sich das folgende Gedankenspiel.
Befindet sich ein Lebewesen nacheinander in zwei verschiedenen Umgebungen, die sich zu
einem gewissen Grad unterscheiden, so gelangen die Informationen aus beiden iiber den EC
in die Hippocampusformation. Weiter werden die Informationen zu den Umgebungen an den
DG gesendet, wo sie je nach Ahnlichkeit dieser beiden Kontexte nun durch sich mehr oder
weniger liberschneidende Neuronenensembles reprasentiert werden. Die Muster an aktivierten
Neuronen, welche die Umgebungen repriisentieren, werden also je nach Ahnlichkeit mehr
oder weniger getrennt, bevor die Informationen an das CA3 weitergeleitet werden (Abbildung
6). Aufgrund dieser Mustertrennung wird durch den DG bestimmt, welche Neurone des CA3
aktiviert werden und ob die zweite Umgebung damit als bekannt und der ersten gleich oder
leicht verdndert empfunden wird. Exakt dieser Mechanismus beschreibt den Prozess der
Musterdifferenzierung.

Der Prozess findet dabei sowohl fiir die Verarbeitung von rdumlichen als auch von zeitlichen,
geruchsbezogenen oder auch sozialen Informationen statt (Kesner und Rolls, 2015, Moser
und Moser, 1998). In diesem Rahmen hat sich herausgestellt, dass rdumliche Eindriicke vor
allem durch die dorsale Hippocampusformation verarbeitet werden, wihrend Geriiche und

Emotionen wie Angst eher iiber ventrale Anteile prozessiert werden (Bannerman et al., 2002,
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Hunsaker und Kesner, 2008, Moser und Moser, 1998). Im Weiteren wird das
Hauptaugenmerk aufgrund des Fokus dieser Arbeit auf die rdumlichen Aspekte auf der

dorsalen Hippocampusformation liegen.

Abbildung 6 Beispiel einer Musterdifferenzierung

Schematische Darstellung von Neuronen in Reduktion auf ihren Zellkérper als Beispiel einer
Musterdifferenzierung. Bezogen auf das oben genannte Beispiel stelle man sich vor, dass ein
Individuum nacheinander zwei sich unterscheidende Umgebungen erkundet. Neurone, welche nur in
Kontext 1 aktiviert werden, sind griin abgebildet. Neurone, welche nur in Kontext 2 aktiviert werden,
sind rot abgebildet. Neurone, welche in beiden Kontexten aktiviert werden, sind violett dargestellt.
Wiirden beispielsweise zwei sich halbwegs dhnliche Umgebungen betrachtet werden, ohne dass es den
Mechanismus einer Musterdifferenzierung gibe, so wiirde ein Grofteil der Neurone in beiden
Kontexten aktiviert werden. Hieraus wiirde eine Situation mit starker Uberschneidung zweier
aktivierter Neuronenpopulationen folgen, wie sie links dargestellt ist (viele violette Neurone). Wire
der Mechanismus einer Musterdifferenzierung vorhanden, so wire diese Uberschneidung der
Neuronenpopulationen, die in den jeweiligen Kontexten aktiviert werden wiirden, geringer und es
wiirde eine Situation wie rechts im Bild folgen. Nur weniger Neurone wéren in beiden Situationen
aktiv (wenige violette Neurone). (erstellt mit BioRender.com)

1.2.2 Musterkomplettierung

Die Musterkomplettierung, welche im englischen Sprachgebrauch unter dem Begriff der
wpattern completion* bekannt ist, wird hiufig als Gegenspieler zur Musterdifferenzierung
angesehen, da sie nicht der Unterscheidung von Informationen dient, sondern ihrer
Vervollstindigung (Marr, 1971, Treves und Rolls, 1994). Erneut bezogen auf rdumliche
Eindriicke soll dieser Mechanismus dazu dienen, dass in Bezug auf eine Erinnerung bei einer
unvollstindigen Umgebung die gesamte Erinnerung an diese abgerufen wird. Kommt man
beispielsweise in einen bekannten Raum, aus dem ein Objekt entfernt wurde, so fiihrt die
Musterkomplettierung zu der Erinnerung, dass an der entsprechenden Stelle zuvor ein Objekt

stand.
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Auf anatomischer Ebene wird dieser Prozess dem CA3 zugeordnet, da bereits seit einigen
Jahrzehnten den zahlreichen Assoziationsverbindungen innerhalb des CA3 ein sehr hohes
Potenzial fiir die Speicherung und das Abrufen von Informationen zugeschrieben wird
(Schmidt et al., 2012a). Erhélt ein Individuum also Eindriicke aus einer bekannten
Umgebung, die sich nur liickenhaft prasentiert, so soll im CA3 dieselbe Neuronenpopulation
aktiviert werden, welche in dem vollstdndigen Kontext aktiviert wurde und die Erinnerung an
diese damit abgerufen werden. Diese Aktivierung von Neuronen, welche eine vollstindige
Erinnerung hervorruft, obwohl die Eindriicke aus dieser Erinnerung nur anteilig vorliegen,

beschreibt den Prozess der Musterkomplettierung (Kesner, 2007).

1.2.3 Lasionsstudien zur funktionellen Charakterisierung der

hippocampalen Subregionen
Lisionsstudien gehdren mit zu den grundlegenden Experimenten, welche nach der
anatomischen Deskription der Verschaltungen der Hippocampusformation durchgefiihrt
wurden und so zur funktionellen Charakterisierung spezifischer Regionen beigetragen haben.
Bei diesen Studien wurden bestimmte Abschnitte der Hippocampusformation mit
Neurotoxinen wie Colchicin oder Ibotensdure geschiddigt. AnschlieBend wurden
Verhaltensauffilligkeiten und -defizite beobachtet und hieriiber auf die Beeinflussung
bestimmter Verarbeitungsprozesse innerhalb der Formation zuriickgeschlossen (Gilbert et al.,

2001, Hunsaker et al., 2008).

1.2.3.1 Lasionen des Gyrus dentatus

Entsprechend der vermuteten Funktion der Musterdifferenzierung des DG wurden vor allem
Experimente zur Unterscheidung von Lokalisationen in bestimmten Umgebungen
durchgefiihrt. So haben Gilbert et al. (2001) Ratten zu Trainingszwecken auf eine Ebene
gesetzt, die bis zu 177 Vertiefungen aufwies, auf denen wiederum einzelne Objekte platziert
waren. Hier wurden sie darauf konditioniert, immer an einer bestimmten Position Futter unter
einem Objekt vorzufinden. In dem eigentlichen Experiment wurden einem Teil der Ratten
nun entsprechende Lisionen des DG oder des CA1 gesetzt und die Aufgabe gestellt, zwischen
zwel Objekten mit variierendem Abstand zu entscheiden, unter welchem sich das Futter
befinden wiirde. Eine Kontrollgruppe erhielt nur Injektionen der Trégersubstanz der
verwendeten Toxine und bekam die gleiche Aufgabe. Sowohl die Gruppe mit den Lésionen

im DG als auch die Gruppe mit denen im CA1 konnte, wie die Kontrollgruppen, gut zwischen
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Objekten unterscheiden, welche in grofem Abstand aufgestellt wurden. Wurde der Abstand
der beiden Objekte verringert, so hatten zunehmend diejenigen Tiere Probleme, das richtige
Objekt auszuwihlen, welche die Lésionen im DG erhalten haben. Dies entsprach einer
gestorten Musterdifferenzierung bei Ausschaltung des DG (Gilbert et al., 2001).

Ahnliches wurde beobachtet, wenn untersucht wurde, wie viel Zeit Ratten bei der Erkundung
von Objekten verbrachten, wenn diese am gleichen Ort blieben oder in unterschiedlichem
Ausmal} verschoben wurden. In diesem Rahmen wurde gezeigt, dass Ratten nicht mehr
zwischen neuen und bekannten Lokalisationen differenzieren konnten, wenn sie Lisionen im
DG erhalten hatten (Goodrich-Hunsaker et al.,, 2008). Auch hier war die

Musterdifferenzierung demzufolge unterbrochen.

1.2.3.2 Lasionen des CA3

Entsprechende Verhaltensstudien wie im vorherigen Kapitel wurden ebenfalls bei Lisionen
des CA3 in Ratten durchgefiihrt. Hier schienen derartige Beeintrichtigungen der
Musterdifferenzierung nur in geringem Malle vorzuliegen, was so interpretiert wurde, dass
der DG die eigentliche Musterdifferenzierung durchfiihrt, diese vorverarbeiteten
Informationen aber vom CA3 weiterfilhrend prozessiert werden (Goodrich-Hunsaker et al.,
2008).

In einer weiterfiihrenden Studie wurden die Lésionen in dem von Goodrich-Hunsaker et al.
(2008) durchgefiihrten Experiment spezifischer ausgewertet. Hierunter fiel auf, dass die
Lasionen, welche im CA3 gesetzt wurden, nur die Subregionen des CA3b und a betraf, nicht
jedoch des CA3c (Hunsaker et al., 2008). Fiir eine nihere Evaluation der Subregionen wurden
nun zusitzlich Lédsionen explizit nur des CA3c geschaffen und das Verhalten von Ratten
ausgewertet, wenn diesen erneut Objekte mit unterschiedlichem Abstand oder die gleichen
Objekte in einer runden oder einer quadratischen Box prisentiert wurden. Hierunter fielen
erneut gravierende Defizite bei Lisionen des DG auf, ebenso wie Defizite bei Lésionen des
CA3c. Der Einfluss von Lasionen des CA3b und a war hingegen nur gering (Hunsaker et al.,
2008).

Demzufolge konnten hier erste Hinweise auf eine mdgliche Kooperation vom DG und dem
CA3c oder auf eine nachgeschaltete Verarbeitung der gleichen Informationen durch beide
Bereiche beobachtet werden, da beide an der Musterdifferenzierung beteiligt zu sein schienen.
CA3b und a schienen hier jedoch keinen grofBen Anteil an der Musterdifferenzierung zu

nehmen.
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1.2.3.3 Lisionen der ventralen im  Vergleich zur dorsalen

Hippocampusformation

Unterschiede zwischen der ventralen und dorsalen Hippocampusformation wurden bereits
frith mittels klassischer Experimente untersucht. Zu diesen gehort unter anderem das Morris-
Wasserlabyrinth, in dem Ratten oder Méuse in einem groflen Behélter mit Wasser platziert
wurden. In diesem gab es nur eine kleine Plattform knapp unterhalb der Wasseroberfliche,
auf die sich die Tiere retten konnten, ohne dass sie diese jedoch sehen konnten. Zur
Orientierung wurden hier meist Symbole an den Wénden des Raums verwendet. Gesunde
Tiere konnten sich die Lokalisation der Plattform nach einigen Versuchen bereits gut merken
und zeigten rasch direkte Schwimmrouten zu der erwarteten Plattform.

Um die Auswirkungen von ventralen oder dorsalen Schiden der Hippocampusformation zu
untersuchen, wurden Ratten mit entsprechenden Lé&sionen des dorsalen oder ventralen
Hippocampus versehen und in das Morris-Wasserlabyrinth gesetzt. Anschliefend wurde
ausgewertet, mit welcher Verzogerung die Tiere im Vergleich zu Kontrollgruppen die
Plattform nach vorherigem Training erreicht haben. Es zeigten sich dabei starke
Verzogerungen des Erreichens der Plattform, wenn die Tiere Lésionen des dorsalen
Hippocampus erhalten hatten. Hingegen haben Schidden des ventralen Hippocampus keine
relevanten Verzogerungen bewirkt (Moser et al., 1993). Dies waren bereits erste Hinweise
darauf, dass vor allem die dorsale Hippocampusformation eine Rolle bei der rdumlichen
Orientierung spielt, was in darauffolgenden Studien noch weiter bestétigt wurde (Bannerman

et al., 2002, Bannerman et al., 2004, Moser et al., 1995, Moser und Moser, 1998).

1.2.3.4 Resiimee der Lisionsstudien

Eine Zusammenfassung der Lésionsstudien ergibt das einheitliche Bild einer primér durch
den DG durchgefiihrten Musterdifferenzierung. Sowohl fiir das Unterscheiden bekannter und
neuer Objekte als auch zwischen bekannten und neuen Positionen dieser ist die
Funktionsféhigkeit des DG notwendig. Dariiber hinaus kann ebenso der Subregion des CA3c
zumindest eine Mitarbeit an der Musterdifferenzierung zugesprochen werden. Die weiteren
Subregionen des CA3 scheinen jedoch nur einen geringen Einfluss auf den Prozess der
Musterdifferenzierung zu nehmen. Wie genau derartige Lisionsstudien eine funktionelle
Charakterisierung erlauben, ist bei nicht auszuschlieBenden Lésionen der angrenzenden

Faserbahnen und bezogen auf das CA3c der angrenzenden Interneurone der polymorphen
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Schicht des DG jedoch nicht vollkommen sicher. Von einer priméren Prozessierung
rdumlicher Informationen durch die dorsalen Anteile der Hippocampusformation kann jedoch

ausgegangen werden.

1.2.4 Knockout-Studien zur Charakterisierung der hippocampalen

Subregionen

Knockout-Experimente nutzen grundsdtzlich die Verdnderung oder Manipulation des
genetischen Materials von Lebewesen, wodurch die Gene oder deren Produkte ihre Funktion
verlieren. Bei Knockout-Studien zur Hippocampusformation bediente man sich vor allem an
Modifikationen von N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren). NMDA-
Rezeptoren sind an den Plastizititsvorgdngen innerhalb der Hippocampusformation beteiligt
und ermdglichen vor allem den Mechanismus der Langzeitpotenzierung, der fiir die
Gedéichtnisbildung essenziell ist (Pape et al., 2014, S. 833-835).

Fir die Untersuchung der Musterdifferenzierung wurde eine Mauslinie verwendet, bei
welcher das Gen fiir eine Untereinheit (NR1) der NMDA-Rezeptoren nur innerhalb des DG
ausgeschaltet wurde und diese somit funktionsunfdhig waren (McHugh et al., 2007). Wurde
an solch einer Gruppe von Méusen eine kontextbezogene Angstkonditionierung durchgefiihrt,
wurden sie also darauf trainiert, in einer bestimmten Umgebung Schmerzreize zu erwarten, so
taten sie dies auch in einer dhnlichen Umgebung, welche sich jedoch merklich von der
antrainierten unterschied. Im Unterschied zur gesunden Kontrollgruppe, welche in der
zweiten Umgebung keine Angstreaktion zeigte und somit zwischen den beiden Kontexten
unterscheiden konnte, wurde bei den Knockout-Méusen somit durch die Manipulation der
NMDA-Rezeptoren im DG die Fiahigkeit zur Diskriminierung zweier Umgebungen
ausgeschaltet. Demzufolge bestand eine Unfdhigkeit zur rdumlichen Musterdifferenzierung.
Hierdurch lésst sich erneut eine Zuordnung der Funktion der Musterdifferenzierung zum DG
ableiten.

Auch fiir die Untersuchung der Musterkomplettierung wurde eine &hnliche Studie
durchgefiihrt, bei der eine Mauslinie verwendet wurde, bei welcher eine Untereinheit des
NMDA-Rezeptors in Pyramidenzellen, speziell im CA3, ausgeschaltet wurde (Nakazawa et
al., 2002). Die Méuse einer solchen Gruppe wurden in das im vorherigen Kapitel bereits
beschriebene Morris-Wasserlabyrinth gesetzt und darauf trainiert, in der konstant gleichen
Umgebung immer wieder die Plattform zu finden. Nachdem man ihnen jedoch einige der

Hinweise an den Wénden genommen hatte, waren sie nicht mehr in der Lage, die Plattform in
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der bekannten Position in der gleichen Zeit wie eine gesunde Kontrollgruppe zu finden. Thnen
wurde demzufolge die Féhigkeit der gesunden Kontrollgruppe genommen, sich durch eine nur
gering verdnderte Umgebung an die vorher bekannte Umgebung sowie die Lokalisation der
Plattform zu erinnern und dementsprechend eine Musterkomplettierung durchzufiihren. Hier

lasst sich der Prozess der Musterkomplettierung somit dem CA3 zuordnen.

1.2.5 Elektrophysiologische Charakterisierung

Elektrophysiologische Studien haben den grolen Vorteil, dass man die Zellaktivitit einzelner
Neurone direkt in vivo bestimmen und damit sowohl registrieren kann, wann ein Neuron aktiv
ist, als auch welche Aktivititsmuster es aufweist. Mittels stereotaktischer
Elektrodenplatzierung im DG oder in Regionen des CA konnten somit weitere Eigenschaften
von Kdornerzellen als auch von Pyramidenzellen bestimmt werden, welche im Folgenden kurz

vorgestellt werden sollen.

1.2.5.1 Elektrophysiologische Eigenschaften des Gyrus dentatus

Bereits in zahlreichen Studien wurde beschrieben, dass die Aktivitdt eines Neurons im DG
ortsabhingig ist (Danielson et al., 2016, GoodSmith et al., 2017, Leutgeb et al., 2005, Senzai
und Buzsaki, 2017). Ein Neuron weist vereinfacht dann ein Aktionspotential auf, wenn sich
die Maus oder Ratte an einem bestimmten Ort befindet. Entsprechend dieser Beobachtung
wurde der Begriff der ,,Ortszelle* (place cell) eingefiihrt. Ebenso wurde gezeigt, dass der DG
nur eine sehr geringe Zellaktivitét von 2 — 4 % seiner Neurone in einer rdumlichen Umgebung
aufweist, was deutlich weniger im Vergleich zum CA3 oder dem CAL ist (Alme et al., 2010,
Jung und McNaughton, 1993, Leutgeb et al., 2007, Schmidt et al., 2012a).

Betrachtet man diese Aussage in Blick auf die Theorie der Musterdifferenzierung, so passt
diese spérliche Zellaktivitit des DG hervorragend zu den initialen, in Kapitel 1.2.1
dargelegten Uberlegungen und somit zur Abgrenzung von Umgebungen, indem fiir einzelne
Kontexte nur ein kleiner Bruchteil an Zellen aktiviert wird, um eine Uberschneidung der
Neuronenensembles zu verhindern.

Betrachtet man ebenfalls Studien, in denen untersucht wurde, wie sich das Aktivititsmuster
von Kornerzellen verdndert, wenn Tiere zwei verschiedene Umgebungen erkunden, so wurde
hier der Begriff der ,,Umkartierung* (remapping) eingefiihrt (Danielson et al., 2016, Leutgeb
et al., 2005). Hierbei lasst sich zwischen einer Frequenz-Umkartierung (rate remapping) und

einer rdumlichen Umkartierung (spatial remapping) unterscheiden, was einer Verdnderung
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der Feuerrate eines Neurons beziehungsweise der Aktivierung eines anderen Neurons an
dessen Stelle entspricht. Beides zusammengefasst wird auch als globale Umkartierung (global
remapping) bezeichnet und beschreibt ein paralleles Stattfinden beider Prozesse. In diesem
Rahmen wurde beobachtet, dass sich die Feuerrate von Neuronen verandert hat, wenn Ratten
einer gleichen Umgebung mit jedoch verdnderten lokalen Hinweisen exponiert wurden
(Leutgeb et al., 2005). Die Gruppe an aktiven Neuronen blieb fiir die Umgebung konstant.
Die verdnderte Feuerrate beziehungsweise Frequenz der Neurone implizierte jedoch eine
Frequenz-Umkartierung in Anbetracht der verdnderten lokalen Hinweise. Verdnderte man
hingegen den Ort an sich, auch wenn die lokalen Hinweise die gleichen blieben, so schien
sich sowohl die Gruppe an Zellen zu éndern, welche in diesem Kontext aktiviert wurden
(rdumliche Umkartierung), als auch deren Feuerrate. Dies entsprach wiederum einer globalen
Umkartierung.

Derartige Verdnderungen lieBen sich ebenfalls im Rahmen der Theorie der
Musterdifferenzierung interpretieren. So kann innerhalb des DG sowohl mittels der
Rekrutierung neuer Neurone, entsprechend einer rdumlichen Umkartierung, als auch mittels
verdanderter Aktivititsmusters im Sinne einer Frequenz-Umkartierung der Prozess einer
Musterdifferenzierung durchgefiihrt werden. Bei Kombination dieser beiden Mechanismen
wird die Menge an voneinander abgrenzbaren Erlebnissen nochmals deutlich erweitert.

Eine Einschriankung vieler elektrophysiologischer Studien innerhalb dieses Bereichs war
jedoch die ungenaue Bestimmung der Zellart die aufgezeichnet wurde (Senzai und Buzsaki,
2017). So wurde meist anhand histologischer Schnitte auf die Zellschicht geschlossen, in der
die Elektrodenspitze platziert gewesen sein muss. Aufgrund der in Kapitel 1.1.2.3 bereits
beschriebenen dichten Organisation des DG mit zahlreichen Interneuronen, welche teilweise
genau an der Grenze zwischen der Kornerzellschicht und der polymorphen Schicht liegen,
konnte nicht vollstindig sichergestellt werden, dass in diesen Studien Kdrnerzellen und nicht
Interneurone wie Mossyzellen aufgezeichnet wurden. Mittels weiterentwickelter Methoden,
wie der Kalzium-Bildgebung, auf die hier nicht ndher eingegangen werden soll, wurde in
weiteren Studien genauer zwischen den Neuronenklassen differenziert (Danielson et al., 2017,
Senzai und Buzsaki, 2017). Dementsprechend wurde gezeigt, dass Mossyzellen deutlich
haufiger und ausgepréagter Umkartierungen aufweisen als Kornerzellen und dass diese auch in
multiplen Kontexten aktiv sind. Daher ist es wahrscheinlich, dass Mossyzellen in hohem Maf
in den Prozess der Musterdifferenzierung involviert sind und dieser nicht allein den

Kornerzellen zugeschrieben werden kann.

20



1.2.5.2 Elektrophysiologische Eigenschafften des CA3

In Studien zur Evaluation des Aktivititsmusters von Pyramidenzellen im CA3 wurden bisher
teils iibereinstimmende, teils aber auch inhomogene Ergebnisse beschrieben (Neunuebel und
Knierim, 2014, Leutgeb et al., 2005, Lu et al., 2015). So flihrten Leutgeb et al. (2005) eine
Studie durch, in der beobachtet werden konnte, dass in Ratten eine konstante Zellgruppe im
CA3 aktiviert wurde, wenn sie in die gleiche Umgebung mit verénderten lokalen Hinweisen
gesetzt wurden. Gleichzeitig registrierte man jedoch eine Verdnderung der Aktivitdtsmuster
einzelner Neurone im Sinne einer Frequenz-Umkartierung. Anhand letzterer ist somit der
Prozess einer Musterdifferenzierung auszumachen. Die Rekrutierung einer konstanten
Neuronenpopulation kann hingegen entweder als gleichzeitige Musterkomplettierung
interpretiert werden oder als nicht benétigte rdumliche Umkartierung einer
Musterdifferenzierung, da die Verdnderungen des Kontextes nicht ausreichend stark waren. In
anderen Studien wurde hingegen nur eine Musterkomplettierung im CA3 registriert, wéhrend
eine Musterdifferenzierung nur im DG beobachtet wurde (Neunuebel und Knierim, 2014).

Entsprechend einer genaueren Differenzierung zwischen den Subregionen des CA3 in einer
Studie von Lu et al. (2005) wurde, wie es bei Lasionsstudien der Fall gewesen war, ebenfalls
eine Inhomogenitét entlang der Achse des CA3 festgestellt. Hier wurde in den proximalen
Anteilen des CA3 (nahe dem DG und damit in etwa dem CA3c entsprechend) eine
Beteiligung an der Musterdifferenzierung erfasst, wihrend in distalen Anteilen (nahe dem
CA2 und damit eher dem CA3a entsprechend) Prozesse im Sinne einer Musterkomplettierung
zu registrieren waren. Zu dhnlichen Resultaten kamen auch Lee et al. (2015). Passend zu den
anatomischen Grundlagen sprechen diese Ergebnisse also fiir eine funktionelle Heterogenitét

entlang der Subregionen des CA3.

1.2.5.3 Resiimee elektrophysiologischer Studien

Eine Zusammenfassung der elektrophysiologischen Studien bestdtigt die Zusténdigkeit des
DG fiir die Musterdifferenzierung und charakterisiert die hier ablaufenden Prozesse genauer,
als es die Lidsionsstudien getan haben. So werden im DG grundsétzlich nur wenige Neurone
an der Verarbeitung der Informationen einer Situation beteiligt. Unter diesen kdnnen
sogenannte Ortszellen ausgemacht werden, welche repetitiv an der gleichen rdumlichen
Position eines Individuums aktiviert werden. Zusétzlich kann im Rahmen der
Musterdifferenzierung zwischen einer Frequenz-Umkartierung und einer rdumlichen

Umkartierung unterschieden werden, durch die eine zusétzliche Variabilitdt in der Codierung
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einer Umgebung ermoglicht wird. Im CA3 wurden im Gegensatz zum DG unterschiedliche
Reaktionen auf die Erkundung von Umgebungen registriert, wodurch hier von einer nicht
ganz eindeutigen bis variablen Funktion ausgegangen werden muss, die zusétzlich eine
asymmetrische Verteilung entlang der transversalen Achse des CA3 (vom DG bis zum CA2)
aufweist. Auch hier kann jedoch die Hypothese einer Beteiligung des CA3c an der

Musterdifferenzierung aufgestellt werden.

1.2.6 Charakterisierung auf Neuronenpopulationsebene

Mit den bisher aufgefiihrten Methoden konnten bereits tiefe Einblicke in die Prozesse der
Musterdifferenzierung und -komplettierung in der Hippocampusformation gewonnen werden.
Ein Nachteil, den alle bislang verwendeten Methoden gemeinsam haben, ist allerdings die nur
unzureichende, quantitative Erfassung der aktivierten Zellen. Nachdem mittels Lésions- und
Knockout-Studien nur das Verhalten der Tiere beobachtet wurde, kam die Analyse
elektrophysiologisch aufgezeichneter Zellaktivititen der Beobachtung der Prozesse noch am
nichsten. Dennoch wurde hier meist nur eine Zahl an Zellen im dreistelligen Bereich
untersucht (Leutgeb et al., 2005, Leutgeb et al., 2007, Lu et al., 2015). Hierdurch konnten
zwar zunehmende Erkenntnisse zum Aktivitdtsverhalten einzelner Zellen erhalten werden,
doch die Aktivitit von Neuronenensembles und deren Interaktion blieb bislang weitgehend
unklar. Erkenntnisse zu diesem Gebiet brachten in den letzten Jahrzehnten vor allem Studien,
welche sich die Analyse sogenannter unmittelbar exprimierter Gene (immediate-early genes,
IEGs) zu Nutze machten. Da diese Methode auch in dieser Doktorarbeit eine zentrale Rolle
spielt, soll sie in den nichsten Kapiteln néher vorgestellt werden sowie ein kurzer Uberblick

tiber die bisher hiermit gewonnen Erkenntnisse vermittelt werden.

1.2.6.1 Was sind IEGs?

IEGs sind Gene, welche im Rahmen der Aktivitit von Zellen, wie neuronaler Aktivitit,
transkribiert werden. Sie konnen in zwei verschiedene Klassen eingeteilt werden. Einerseits
gibt es IEGs, welche ,regulatorische Transkriptionsfaktoren (regulatory transcription
factors, RTFs) kodieren. Andererseits gibt es jene, die ,Effektorproteine kodieren
(Guzowski et al., 2001). Letztere sind Gene, welche Proteine kodieren, die vor allem direkte
Auswirkungen auf die Zelle haben, in der sie transkribiert werden. Einer ihrer bekanntesten
Vertreter in diesem Rahmen ist das Aktivitdts-regulierte Zytoskelett-assoziierte Protein

(activity-regulated cytoskeleton-associated protein, Arc) (Bramham et al., 2008). Die zuerst
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genannte Klasse an IEGs kodiert RTFs, welche meist die Transkription weiterer Gene
beeinflussen und daher eine indirekte Auswirkung auf die Zelle haben (Guzowski et al.,
2001). Wichtige Vertreter dieser Klasse sind c-Fos und zif268/egr-1. Alle drei genannten
IEGs (Arc, c-Fos, zif268/egr-1) sind Gene, bei welchen nachgewiesen werden konnte, dass
sie an der Gedichtniskonsolidierung beteiligt sind. So wurde gezeigt, dass ihre Suppression
oder ein Knockout dieser Gene eine Gedéchtniskonsolidierung verhindert, beziehungsweise
deutlich einschrankt (Grimm et al., 1997, Guzowski et al., 2000, Jones et al., 2001). Durch die
Moglichkeit ihrer Detektion konnte auch ihre Expression bei Lern-assoziierten Situationen
nachgewiesen werden, womit schlieflich ganze Neuronenensembles visualisiert werden
konnten (Duclot und Kabbaj, 2017, Guzowski et al., 1999). Das IEG zif268/egr-1 spielt im
Rahmen dieser Doktorarbeit eine wichtige Rolle, da seine Transkription zur Detektion der

Zellaktivitdt im DG und im CA3 verwendet wurde.

1.2.6.2 Die Methode der catFISH

Mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) konnte nachgewiesen werden, dass die
Ausprigung der Expression von IEGs wie Arc oder zif268/egr-1 einen gewissen Verlauf im
Rahmen neuronaler Zellaktivitdt besitzt. Bei beiden wurde beobachtet, dass bei einer
Zellaktivitdt innerhalb der letzten fiinf bis zwanzig Minuten die mRNA der IEGs im Nukleus
der aktivierten Zelle detektiert werden kann, wo das IEG entsprechend transkribiert wurde
(Abbildung 7). Bei einer neuronalen Aktivitdt vor mehr als 30 Minuten, wird diese jedoch im
zytoplasmatischen Kompartiment nachgewiesen, wo zif268/egr-1 beispielsweise auch 60
Minuten nach neuronaler Aktivitit noch vorhanden ist (Guzowski et al., 1999). Diese
Kompartiment-abhingige Lokalisation beruht auf dem Export von mRNA aus dem Zellkern
ins umgebende Zytoplasma, wo die anschlieBende Translation an den Ribosomen stattfindet
(Horn, 2018, S. 290ff). Anhand dieser zeitlich abhdngigen Lokalisation der mRNA kann
somit unterschieden werden, in welchem Zeitintervall vor dem Tod einer Maus noch eine
neuronale Aktivitdt stattgefunden hat. Aus diesem Grund wurde die Methode auch als
zellulire Kompartimentanalyse der zeitlichen Aktivitit mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (cellular compartment analysis of temporal activity by fluorescent in-situ

hybridisation, catFISH) bezeichnet.
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a b C

Abbildung 7 Lokalisation von IEGs bei der catFISH

Schematische Darstellung von Zellsomata mit Zellnukleus (dunkelblau) und Zytoplasma (hellblau).
(a) Wurde ein Neuron in den letzten 5 — 20 Minuten aktiviert, so wurde im Zellnukleus die
Transkription von unmittelbar exprimierten Genen (engl. immediate early-gene; IEG) eingeleitet. Die
synthetisierte pra-mRNA inklusive Introns und die mRNA konnen mittels FISH im Nukleus
nachgewiesen werden, was hier durch die griinen Signale (griine Punkte) gezeigt ist. (b) Wurde eine
Zelle vor etwas mehr als 30 Minuten aktiviert, so wurde die transkribierte mRNA bereits aus dem
Nukleus ins Zytoplasma transportiert, wo sie mittels FISH detektiert werden kann. Die
zytoplasmatischen Signale sind hier als rote Punkte dargestellt. (c) Wurde eine Zelle sowohl vor etwas
mehr als 30 Minuten als auch in den letzten 5 — 20 Minuten aktiviert, so ist die mRNA in beiden
Kompartimenten der Zelle vorhanden. Die mittels FISH detektierbaren Signale sind exemplarisch als
griine Punkte im Nukleus sowie als rote Punkte im Zytoplasma gezeigt. (erstellt mit BioRender.com)

1.2.6.3 Rekrutierung von Neuronenensembles im DG

Der DG wurde mittels IEG-Bildgebung und weiter auch mittels catFISH bisher in
unterschiedlicher Herangehensweise und in unterschiedlichen Situationen untersucht. Es
wurden sowohl Experimente durchgefiihrt, in denen betrachtet wurde, wie viele Neurone in
einzelnen Subregionen aktiviert werden, wenn Tiere in gleiche und differente Umgebungen
gesetzt werden (Chawla et al., 2005). Auch wurde aber untersucht, wie die neuronale
Aktivitdt im DG verteilt ist, wenn Ratten verschiedene Aufgabenstellungen erfiillen sollen,
statt bestimmte Bereiche ausschlieBlich zu erkunden (Satvat et al., 2011). Hierbei wurde
initial haufig das IEG Arc verwendet, da schon friih herausgefunden wurde, dass es bei
neuronaler Aktivitit im Rahmen der Gedédchtniskonsolidierung transkribiert wird und gut mit
elektrophysiologischen Ergebnissen iibereinstimmt (Minatohara et al., 2015, Kubik et al.,
2007). Seine Aussagekraft in Bezug auf die zeitlich zuzuordnende neuronale Aktivitit,
welche durch die catFISH nachgewiesen werden sollte, wurde fiir den DG mit weiteren
Studien jedoch deutlich eingeschrinkt. Hier wurde registriert, dass Arc eine prolongierte
Transkription im Zellkern von Kornerzellen des DG aufweist (Chawla et al., 2005, Maple et
al.,, 2017, Ramirez-Amaya et al., 2013). Entsprechend konnte in Studien, in welchen Arc
genutzt wurde und in denen zwei aufeinanderfolgende Situationen mittels catFISH beurteilt
werden sollten, nicht mehr differenziert werden, ob die nukledre Expression von Arc nun

durch die erste oder zweite Situation hervorgerufen wurde. Gezeigt wurde letztendlich, dass
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die Transkription von Arc sogar bis zu acht Stunden andauern kann (Ramirez-Amaya et al.,
2013). Neben Arc wurden einzelne Experimente auch mit dem oben bereits genannten IEG
zif268/egr-1 durchgefiihrt (Grella et al., 2019, Satvat et al., 2011). Zif268/egr-1 zeigt sehr
dhnliche FEigenschaften wie Arc, wohingegen bei zif268/egr-1 keine prolongierte
Transkription besteht und damit eine prézisere zeitliche Differenzierung der Zellaktivierungen
moglich ist (Guzowski et al., 2001). Derartige Ahnlichkeiten zwischen beiden IEGs sind
moglicherweise auch dadurch zu erkldren, dass Arc ein Ziel des RTFs zif268/egr-1 ist und
letzteres die Transkription von Arc hochreguliert (Li et al., 2005).

Einige Studienergebnisse sind trotz der Anwendung von Arc im DG jedoch durchaus
verwertbar und lassen darauf schlieBen, dass die elektrophysiologisch beschriebenen
Ortszellen auch mittels catFISH identifiziert werden konnen (Chawla et al., 2005). In der
aufgefiihrten Studie wurde nur der spDG betrachtet. Dort konnte gezeigt werden, dass in
demselben Kontext meist die gleiche Zahl an Zellen rekrutiert wird. Es spielt dabei keine
Rolle, ob die Versuchstiere den Kontext bereits kannten oder nicht. War er ihnen vertraut,
wurden genauso viele Neurone aktiviert, wie es bei solchen Versuchstieren der Fall war, die
den Kontext noch nicht kannten. Dies stimmt auch mit den Ergebnissen anderer Studien
iiberein, in denen beobachtet werden konnte, dass die Menge an Zellen, welche in einer
Umgebung aktiviert wird, mehr von dessen Grof3e abhéngt als von dessen Neuheit (Nakamura
et al., 2010). Neben diesen Ergebnissen wurde ebenfalls beschrieben, dass bei der Erkundung
zweier verschiedener Umgebungen auch unterschiedliche Neuronenensembles im spDG
aktiviert werden, was nicht der Fall ist, wenn nur eine Umgebung wiederholt erforscht wird.
Dies sind Ergebnisse, die deutlich auf den Prozess der Musterdifferenzierung schliefen
lassen, welche im ipDG im Gegensatz hierzu nicht beobachtet werden konnte. So wurde hier
eine relative funktionale Differenzen zwischen dem spDG und dem ipDG vermutet, auch
wenn beide Schenkel dhnliche Projektionen aus dem MEC und dem LEC erhalten (Chawla et
al., 2005). Fasst man die Studienlage zusammen, wie es Meyer & Radulovic (2021) getan
haben, so sprechen sowohl die stirkere Innervation des spDG als auch elektrophysiologische
und IEG-Studien dafiir, dass dieser im dorsalen Hippocampus mehr in den Prozess der
Musterdifferenzierung involviert ist und stirker an Verhaltens-beeinflussenden Prozessen
teilnimmt als der ipDG. Eine eindeutige Differenzierung ihrer funktionalen Zuordnung konnte
allerdings noch nicht erfolgen, weshalb noch weitere Studien notwendig sind, die
Einbindungen des spDG und des ipDG in funktionelle Abldufe zu charakterisieren. Es steht
jedoch fest, dass der DG als Ganzes stirker an der Musterdifferenzierung beteiligt ist, als es

wiederum das CA3 und CAI sind (Lee et al., 2020).
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1.2.6.4 Rekrutierung von Neuronenensembles im CA3

Die Zuordnung von Aufgaben im Rahmen der Gedéchtnisbildung beziehungsweise die
Zuschreibung einer funktionellen Heterogenitit zum CA3 hat in den letzten Jahrzehnten
mehrere Wandel erlebt. In den anfinglichen Theorien ging man von einer Zuordnung der
Musterdifferenzierung zum DG und von einer Musterkomplettierung zum CA3 aus (Marr,
1971, Treves und Rolls, 1994). Bereits in frithen Studien zur IEG-Bildgebung und der
catFISH fand man allerdings Hinweise, dass eine Heterogenitit entlang der transversalen
Achse des CA3 und CAl (vom DG in Richtung des CAl) besteht (Vazdarjanova und
Guzowski, 2004). Auch Marrone et al. (2014) fanden eine stirkere Differenz der aktivierten
Neuronenensembles innerhalb des CA3c als im CA3b und CA3a, wenn Versuchstiere in
unterschiedliche Kontexte platziert wurden, was somit einer Musterdifferenzierung durch das
CA3c entsprach. Demnach wurde passend zu anatomischen und elektrophysiologischen
Studien eine Kooperation zwischen dem proximalen CA3 und dem DG bei der
Musterdifferenzierung vermutet sowie von einer anderweitigen Aufgabe des distalen CA3
(Goodsmith et al., 2019). In einer Kontrollgruppe der Studie von Grella et al. (2019) wurde
hingegen gezeigt, dass auch CA3b und a an der Musterdifferenzierung beteiligt sind und hier
neue Neuronenensembles aktiviert werden, wenn Versuchstiere in zwel verschiedene
Kontexte gesetzt wurden, auch wenn der Mechanismus der Musterdifferenzierung im DG,
CA3c und im CAT1 durch Clonidin verhindert wurde. Gleichzeitig waren in beiden Kontexten
signifikant mehr aktivierte Zellen zu detektieren, wenn sie wiederholt dem gleichen Kontext
ausgesetzt waren. Hier scheint es somit unterschiedliche Ergebnisse beziiglich der
funktionellen Aufteilung des CA3 zu geben.

In wieder anderen Studien der letzten Jahre wurde gezeigt, dass man weiterhin zwischen den
verschiedenen Informationsanteilen unterscheiden muss, wie zum Beispiel zwischen
raumlichen und zeitlichen Informationen, welche sich hiufig auch zu iiberlagern scheinen. So
ist eine Meinung, dass die Verarbeitung zeitlicher Informationen mehr auf das proximale CA3
und das distale CA1 zuriickzufiihren wére, wihrend jene von rdumlichen Informationen in
einem Subnetzwerk aus distalem CA3 und proximalem CA1 stattfinden wiirde (Flasbeck et
al., 2018). Laut Beer et al. (2018) sind hingegen das gesamte CA3 und das proximale CA1 an
der Verarbeitung rdumlicher Informationen beteiligt und das distale CA1 diene eher der
Prozessierung zeitlicher Informationen. Auch diese Ergebnisse tragen damit zu einer
fehlenden eindeutigen Zuordnung funktioneller Prozesse zu den einzelnen Subregionen des

CA3 bei.
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1.2.7 Aktueller Stand zur Abgrenzung zwischen Musterdifferenzierung

und Musterkomplettierung

Betrachten wir die Erkenntnisse aus den vorangegangenen Kapiteln, so kann
zusammengefasst werden, dass der DG grundsitzlich fiir den Prozess der
Musterdifferenzierung zustdndig ist und beim CA3 weiterhin noch unklar ist, welche
Subregionen fiir eine Musterdifferenzierung oder Musterkomplettierung bei verschiedenen
Informationsqualitdten zustindig sind.

Beim DG ist der Konsens vieler Studien, dass der DG fiir die Musterdifferenzierung zustandig
ist und diese in jeder Situation durchfiihrt. Die dorsalen Anteile sind hierbei mehr an der
Verarbeitung rdumlicher Informationen beteiligt als es die ventralen sind. Dennoch ist noch
immer nicht vollstindig geklart, welche Anteile der spDG und der ipDG bei der Verarbeitung
der  verschiedenen Informationsqualititen im  Rahmen des  Prozesses der
Musterdifferenzierung haben. Bis dato wird dem spDG jedoch eine gréflere Relevanz bei
dieser Aufgabe zugesprochen (Kesner, 2018).

Wie im vorherigen Kapitel angemerkt, ist die Situation fiir das CA3 noch nicht in dem Maf3
geklart, wie es fiir den DG der Fall ist. Aufgrund der anatomischen Besonderheit, dass die
Neurone des CA3c rekurrente Verbindungen zu Kornerzellen des DG haben, ebenso wie
exzitatorische und inhibitorische Verbindungen zu diesen iiber Mossyzellen und weitere
Interneurone, ist es wahrscheinlich, dass das CA3c zusammen mit dem DG fiir den Prozess
der Musterdifferenzierung zustindig ist (Goodsmith et al., 2019). Unterstiitzt wird diese
Ansicht ebenfalls durch elektrophysiologische Studien sowie jene, in denen IEG-Bildgebung
verwendet wurde (Lee et al., 2015, Marrone et al., 2014). Fiir das CA3a und das CA3b lassen
sich hingegen teils widerspriichliche Ergebnisse finden, fiir welche sich nicht einheitlich
formulieren ldsst, dass sie eindeutig fiir eine Musterdifferenzierung oder eine
Musterkomplettierung zustdndig wéren. Fasst man die Ergebnisse einiger Studien zusammen,
in denen der Einfluss durch Verdnderungen von lokalen und globalen Hinweisen in
sogenannter Doppelrotationsstudien in unterschiedlichem Ausmal} untersucht wurde, so 14sst
sich fliir rdumliche Aspekte ein Konzept erstellen, mittels dessen sich einige der
widerspriichlichen Ergebnisse erkldren lassen (Knierim und Neunuebel, 2016). Laut diesem
Konzept fiihrt der DG unabhiingig von der Ahnlichkeit zweier Umgebungen immer eine
Musterdifferenzierung durch. Dieselbe Umgebung wird hierbei weitgehend durch dieselbe
Neuronenpopulation repréasentiert, welche auch bei einer ersten Erkundung dieser aktiv

gewesen ist. Werden die Unterschiede zwischen zwei Umgebungen groBer, so wird die
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Uberlappung der zwei in diesen Situationen aktivierten Neuronenensembles kleiner, auch
wenn die Unterschiede nur gering sind. Werden zwei vollkommen verschiedene Umgebungen
erkundet, so werden hingegen auch zwei voneinander unabhingige Neuronenensembles im
DG aktiviert. Die hier beschriebenen Repréasentationen werden nun an das CA3 weitergeleitet
und hier unterschiedlich verarbeitet. Diese Stelle im Prozess der Informationsverarbeitung
stellt dabei den besonderen Aspekt dieses Konzeptes dar. Basierend auf der Annahme, dass
das CA3 sowohl eine Musterdifferenzierung als auch eine Musterkomplettierung durchfiihren
kann, wird je nach Qualitit der Eingidnge aus dem DG entschieden, welcher der beiden
Prozesse durchgefiihrt wird. Ist die Uberlappung der im DG aktivierten Neuronenensembles
gro und die Umgebungen #hneln sich entsprechend stark, so wird der Prozess der
Musterkomplettierung durchgefiihrt und im CA3 erfolgt eine Reaktivierung der im ersten
Kontext aktivierten Neurone. Entsprechend kann dieser Prozess als Reaktivierung einer
Erinnerung interpretiert werden. Dieser Prozess wird fiir eine gewisse Spanne der starken
Uberlappung der Neuronenpopulationen im DG durchgefiihrt. Wird die Uberlappung jedoch
deutlich geringer, so setzt auch im CA3 schnell der Prozess einer starken
Musterdifferenzierung ein und es werden zunehmend verschiedene Neuronenpopulationen
rekrutiert. Interpretiert bedeutet dies, dass die Umgebung vom CA3 als neu empfunden wird
und somit keine Erinnerungen an eine Umgebung, welche zuvor besucht wurde, abgerufen
werden.

Entgegen der verbreiteten Ansicht, dass der DG mittels Musterdifferenzierung nur bei der
Speicherung von Informationen beziehungsweise bei der Implementierung von Erinnerungen
bendtigt wird, wird hier postuliert, dass der DG in jeder Situation eine Musterdifferenzierung
durchfiihrt (Knierim und Neunuebel, 2016). Erst im Anschluss wird im CA3 {iber eine
Speicherung der Informationen oder iiber ein Wiederabrufen von Erinnerungen entschieden.
Hierdurch ist auch das CA3 in jeder Situation an der Verarbeitung der Informationen beteiligt
und kann seine Funktion an die Qualitét seiner Eingéinge anpassen.

In diesem Zusammenhang wurde eine weitere Besonderheit festgestellt. Diese besteht darin,
dass das CA3 primér durch die lokalen Hinweise in der Umgebung kontrolliert wird (Knierim
und Neunuebel, 2016). Nur ein kleiner Anteil der Zellen im CA3 hat sich in den
Doppelrotationsexperimenten von den globalen Hinweisen beeinflussen lassen, wohingegen
bei den meisten Neuronen eine Reaktion auf die Verdnderung der lokalen Hinweise zu
beobachten war. Hierzu besteht die Theorie, dass lokale Hinweise im CA3 und globale

Hinweise iiber direkte Verbindungen vom MEC zum CA1 verarbeitet werden. In diesem
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werden schlieBlich die Informationen von lokalen und globalen Hinweisen gleichermal3en
miteinbezogen und verarbeitet.

Dieses Konzept fasst die Ergebnisse zahlreicher, hier anteilig aufgefiihrter Studien am besten
zusammen und ldsst die teils widerspriichlichen Ergebnisse einiger Studien durch die variable
Funktion des CA3 in einer gemeinsamen Theorie aufgehen. Entsprechend wird diese
Hypothese fiir die spdtere Diskussion der Ergebnisse dieser Doktorarbeit als Grundlage

angenommen.

29



1.3 Zielsetzung der Doktorarbeit

Die Prozesse der Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung spielen sowohl in der
Gedéchtniskonsolidierung als auch beim Abrufen bereits erlernter Gedichtnisinhalte eine
zentrale Rolle. Mittels unterschiedlicher Methoden wurde versucht, die Beteiligung der
verschiedenen Subregionen der Hippocampusformation an beiden Prozessen aufzukléren.
Den bisherigen Studien mangelte es jedoch an einer einheitlichen Untersuchung der
verschiedenen Hirnareale sowie der gleichzeitig nétigen hohen Auflosung der Zellaktivitét
auf Populationsebene mit Differenzierung in ihre anatomisch unterschiedlichen Abschnitte.

In dieser Arbeit sollte die Zellaktivitit innerhalb des DG und des CA3 mittels der catFISH
unter Verwendung des IEGs zig268/egr-1 auf Populationsebene untersucht werden, wenn
Maiuse wiederholt denselben Kontext oder zwei voneinander verschiedene Umgebungen
erkunden. Hierbei lag der Fokus auf den dorsalen Anteilen dieser Gebiete, welchen die
Verarbeitung rdumlicher Informationen zugeschrieben wird. Kernpunkte der Arbeit bestanden
dabei in der einheitlichen Verwendung des gleichen IEGs sowohl fiir den DG als auch fiir das
CA3, um eine Vergleichbarkeit der Zellaktivitit beider Regionen zu erreichen, ebenso wie in
der anatomisch hohen Auflosung. Letztere bestand in der Differenzierung der Zellaktivitit
zwischen dem spDG und dem ipDG sowie zwischen den Subregionen des CA3c, CA3b und
CA3a, welche eine funktionelle Charakterisierung der einzelnen Bereiche ermdglichen sollte.
Weitere Fragestellungen waren aullerdem:

e Gibt es zwischen den Hippocampusformationen beider Hemisphdren Unterschiede in
der neuronalen Aktivitit sowie in der Beteilung an den Prozessen der
Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung?

e (@ibt es innerhalb des dorsalen DG und CA3 Unterschiede in der neuronalen Aktivitit
sowie der funktionellen Zuordnung zwischen rostralen und kaudalen Anteilen der

jeweiligen Region?
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2 Material und Methoden

Im Folgenden werden die fiir diese Arbeit verwendeten Materialien aufgelistet, sowie die

Versuchstiere genauer charakterisiert. Im Anschluss hieran erfolgt die detaillierte

Beschreibung der einzelnen Versuchsabschnitte sowie der Datenerhebung und -auswertung.

2.1 Material

2.1.1 Geriate

Grofigeriit

Hersteller

Autoklav
Axio Imager 2 mit ApoTome.2

Gefrierschrank (-80°C)
(U570 Premium)

Gefrierschrank (-20°C)
Hybridisierungsinkubator
Inkubationskammer/Wiarmeschrank
Sicherheitswerkbank

Kryostat Leica CM3050 S
Kiihlschrank (+4°C)
Laborspiilmaschine

Milli-Q® Reinstwassersystem (arium®

pro)
Sterilisator

Trockeneismaschine

Matachana Group; Barcelona; ES
Carl Zeiss Microscopy GmbH; Oberkochen; D
New Brunswick Scientific™; Eppendorf; D

Liebherr; Ochsenhausen; D
Techne/Cole-Parmer, Staffordshire; UK
Memmert GmbH + Co. KG; Schwabach; D
Waldner Holding SE & Co. KG; Wangen; D
Leica Biosystems Nussloch GmbH; Nussloch; D
Liebherr; Ochsenhausen; D

Miele & Cie. KG; Giitersloh; D

Sartorius AG, Goettingen; D

Memmert GmbH + Co. KG; Schwabach; D
Scotsman Ice; Vernon Hills; IL

Tabelle 1 Groflgeriite

Verwendete Grogerite mit Angabe der Gerdtebezeichnung und des Herstellers

Kleingerit Hersteller
Guillotine World Precision Instruments Ltd.; Hitchin;
Hertfortshire; UK
Laborschiittler Edmund Biihler GmbH; Bodelshausen; D
Laborwaage Erich Eydam KG; Kiel; D
Labor-Heizblock Techne/Cole-Parmer, Staffordshire; UK
Magnetriihrer IKA®-Werke GmbH & CO. KG; Staufen;

D
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Mikroskop (Nikon Eclipse E200)
pH-Meter/Temperatur-Sonde

Wasserbad

Nikon Europe BV; Amsterdam; NL

Hanna Intruments Deutschland GmbH;
Vohringen; D
Grant Instruments Ltd.; Cambridge; UK

Tabelle 2 Kleingerite

Verwendete Kleingerite mit Angabe der Gerdtebezeichnung und des Herstellers

2.1.2 Laborausstattung und Gefifle

Laborausstattung/Gefal3

Hersteller

Archivierkasten
Archivierkasten/Microscope Slide Box

Becherglas
(50 ml; 100 ml; 200 ml; 500 ml; 1152 1)

Laborflasche aus Glas
(100 ml; 200 ml; 500 ml; 1152 1)
Magnetriihrstabchen

Messzylinder
(100 ml; 200 ml; 500 ml; 1000 ml)

Objekttriger-Kiivette nach Hellendahl
mit Deckel

Objekttrigermappe

Pipette (Reference® 2)

0,1-2,5 pl; 0,5-10 pl; 2-20 pl; 10-100
ul; 20-200 pl; 100-1000 pl)
Pipettierhilfe (S1)

Priparierbesteck

Spatel
Stoppuhr

Alfred Behr Laboratoriums- & Industriebedarf;
Hamburg; D

HEATHROW SCIENTIFIC; Vernon Hills;
USA

DURAN®; Carl Roth; Karlsruhe; D

Fisherbrand®; Fisher Scientific GmbH;
Schwerte; D

Carl Roth; Karlsruhe; D
Fisherbrand®; Fisher Scientific GmbH;
Schwerte; D

Brand, Wertheim; D

Leica Biosystems Nussloch GmbH; Nussloch;
D

Eppendorf SE; Hamburg; D

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Leica Biosystems Nussloch GmbH; Nussloch;
D

Bochem Instrumente GmbH; Weilburg; D
Carl Roth; Karlsruhe; D

Tabelle 3 Laborausstattung und Gefifle

Laborausstattung und Geféalle mit Angabe des Herstellers
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller
Aluminiumfolie Carl Roth; Karlsruhe; D
Deckgliser (24 x 60 mm) Carl Roth; Karlsruhe; D
SafeSeal Gefil3 SARSTEDT AG & Co. KG; Nuembrecht; D
(0,5 ml; 1,5 ml)
Laborhandschuhe Carl Roth; Karlsruhe; D
(Rotiprotect Nitril green)
Mikrotomklingen (C35) FEATHER® Safety Razor Co. Ltd.; Osaka; J
Objekttriger Gerhard Menzel B.V. &Co.KG; Braunschweig;
(Menzel-Gliser Polysine®) D
PAP-Pen Sigma-Aldrich; Miinchen; D
Parafilm M Brand, Wertheim; D
Peel-A-Way® Embedding Mold; Polysciences, Inc.; Warrington; USA
Truncated (T12)

Pipettenspitzen Biosphere ®
(20 pl; 200 pl; 1000 pl)

Schraubenrohren
(15 ml; 50 ml)

Serologische Pipette

(5 ml; 10 ml; 25 ml; 50 ml)
Sterilisations-Klebeband
Transferpipette (3,5 ml)
Wiigepapier

SARSTEDT AG & Co. KG; Nuembrecht; D
SARSTEDT AG & Co. KG; Nuembrecht; D
SARSTEDT AG & Co. KG; Nuembrecht; D
A. Hartenstein GmbH; Wiirzburg; D

SARSTEDT AG & Co. KG; Nuembrecht; D

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG;
Diiren; D

Tabelle 4 Verbrauchsmaterialien

Verwendetes Verbrauchsmaterial mit Angabe des Herstellers

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz Hersteller
Blockierungsreagenz Roche; Mannheim; D
Borsiure Carl Roth; Karlsruhe; D
Chlorwasserstoff Carl Roth; Karlsruhe; D

Diamidin-2-phenylindol-Losung
(DAPI)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Denhardt’s Solution
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dinatriumhydrogenphosphat
Essigsdureanhydrid

Ethanol (rein)

Formalin (37%)

Formamid, > 98%, reinst
Glycin

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Leica tissue freezing medium™
Mowiol

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Normales Ziegenserum (normal goat
serum; NGS)

Salmon Sperm DNA
Triethylamin (TEA)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris)

Tween® 20

Vanillin

Wasserstoffperoxid

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Walter-CMP GmbH & Co. KG; Kiel; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Leica Biosystems Nussloch GmbH; Nussloch; D
Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Carl Roth; Karlsruhe; D

Capricorn Scientific GmbH; Ebsdorfergrund; D

Sigma-Aldrich; Miinchen; D
Sigma-Aldrich; Miinchen; D
Carl Roth; Karlsruhe; D

Sigma-Aldrich; Miinchen; D
Sigma-Aldrich; Miinchen; D
Carl Roth; Karlsruhe; D

Tabelle S Chemikalien und Reagenzien

Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit Angabe des Herstellers

2.1.5 Losungen

Losung

Zusammensetzung

Acetylierungspuffer

Blockpuffer

2,4 ml TEA (50%)
250 pl Essigsdureanhydrid
100 ml Milli-Q® H,O

2 g Blockierungsreagenz-Pulver
500 ul Tween® 20 (20%)

20 ml NGS

180 ml TBS (0.1 M)

(Lagerung bei -20°C)
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Boratpuffer (1x)

Ethanol (95%)
Ethanol (75%)
Ethanol (70%)

Formalinlosung (4%)

Formamid-SSC-Loésung

Hybridisierungslosung

Kochsalzlosung (NaCl) (4 M)

Kochsalznatriumcitratlosung (SSC) (20x)

Kochsalznatriumcitrat-Tween®-Losung
(SSC-T) (5x)

Kochsalznatriumcitrat-Tween®-Losung
(SSC-T) (0,1x)

Mowiol-DAPI-Losung
Natriumhydroxid (NaOH) (10 M)

Phosphatgepufferte
(10x)

Kochsalzlosung (PBS)

Borséure (61,83 g/mol) 31 g
Natriumhydroxid (10 M) bis pH 8,5
ad 500 ml mit Milli-Q® H,O

190 ml Ethanol (100%)
10 ml Milli-Q® H,O

150 ml Ethanol (100%)
50 ml Milli-Q® H.O

140 ml Ethanol (100%)
60 ml Milli-Q® H.O

11 ml Formalin (37%)
50 ml Phosphatpuffer (0,2 M)
ad 100 ml mit Milli-Q® H,O

75 ml SSC (20x)
150 ml Formamid
ad 300 ml mit Milli-Q® H,O

25 ml Formamid

12,5 ml SSC (20x)

5 ml Denhardt’s Solution (50x)
2,5 ml Salmon Sperm DNA

20 ul DEPC

250 pl Tween® 20 (20%)

4730 pl Milli-Q® H,0

117 g NaCl
ad 500 ml mit Milli-Q® H>O

88,2 g Natriumcitrat

175,2 g Natriumchlorid

pH 7,0 mit Chlorwasserstoff
ad 1000 ml mit Milli-Q® H,0
1 ml DEPC

(anschliefend autoklavieren)

250 ml SSC (20x)
2,5 ml Tween® 20 (20%)
ad 1000 ml mit Milli-Q® H.O

10 ml SSC (20x)
5 ml Tween® 20 (20%)
ad 2000 ml mit Milli-Q® H,O

1 ml Mowiol
1,5 ul DAPI

40 g Natriumhydroxid
100 ml Milli-Q® H,O

80 g Natriumchlorid

2 g Kaliumchlorid

14,4 g Natriumdihydrogenphosphat
2,4 g Kaliumdihydrogenphosphat
1000 ml Milli-Q® H,0

pH 7,4
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PBS (1x) 100 ml PBS (10x)

900 ml Milli-Q® H,O

1 ml DEPC

(anschlieBend autoklavieren)
Phosphatpuffer (0,2 M) 5,24 g Natriumdihydrogenphosphat

58,02 g Dinatriumhydrogenphosphat

ad 1000 ml mit Milli-Q® H,O

pH 7,4

1 ml DEPC

(anschlieBend autoklavieren)
Quench-Losung 7,5 g Glycin

5 ml Tween® 20 (20%)

ad 1000 ml mit Milli-Q® H,O

pH 2,0 mit Chlorwasserstoff
Triethylamin (TEA) (50%) 5 ml Triethylamin

5 ml Milli-Q® H.O
Tris-gepufferte Kochsalzlosung (TBS) (1 M) 121 g Tris

88 g Natriumchlorid

ad 1000 ml mit Milli-Q® H,O
pH 7,5 mit Chlorwasserstoff
(anschlieBend autoklavieren)

TBS (0,1 M) 100 ml TBS 1 M

900 ml Milli-Q® H,O
TBS-Tween® (TBS-T) (0,1 M) 200 ml TBS 1 M

5 ml Tween® 20 (20%)

ad 2000 ml mit Milli-Q® H,O
Tween® 20 (20%) 10 ml Tween® 20

40 ml Milli-Q® H,0O
Tyramid-Amplifikationslosung 6 ml Boratpuffer (1x)

15 ml Natriumchloridlosung (4 M)
300 pl Wasserstoftperoxid (0,3%)
30 pl Vanillin (450 mg/ml)

9 ml Milli-Q® H,O

Tabelle 6 Losungen

Verwendete Losungen mit Angabe der Zusammensetzung flir exemplarische Mengen im Rahmen der
durchgefiihrten Experimente

2.1.6 Nukleinsduren, Antikorper und Tyramide

Im Rahmen der FISH wurden Sonden fiir verschiedene Abschnitte des IEG zif268/egr-1
genutzt. Hierbei wurde zwischen zwei Sonden unterschieden. Die erste Sonde, im Folgenden
als zif268 bezeichnet, stellte eine zur gesamten Linge des kodierenden Bereichs des Gens
komplementire Sonde von 3072 Basenpaaren dar, welche sich entsprechend an die mRNA

des IEG hybridisieren ldsst (Schmill et al., 2023). Sie entsprach damit solchen Sonden,
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welche auch in vorherigen Studien bereits zum Einsatz gekommen waren (Gheidi et al., 2013,
Marrone et al., 2011, Satvat et al., 2011). Bezogen auf die catFISH (Kapitel 1.2.6.2) sollte die
mRNA mittels dieser Sonde in den ersten Minuten nach Zellaktivierung nukledr sowie nach
einer Zeit von 30 Minuten im Zytoplasma nachgewiesen werden konnen. Die zweite hier
verwendete Sonde, welche im Folgenden als egr-1 bezeichnet wird, stellte eine zum zweiten
Intron komplementére Sonde von 675 Basenpaaren dar, welche sich dementsprechend nur mit
dem Intron der pri-mRNA hybridisieren ldsst (Schmill et al., 2023). Da Introns nur in der pra-
mRNA vorhanden sind und nur die gespleilte mRNA den Nukleus verlassen kann, kdnnen
iiber diese Sonde detektierte Transkripte nur nukledr und nur innerhalb der ersten Minuten
nach Zellaktivierung nachgewiesen werden (Horn, 2018, S. 290ff). Sie diente damit der
zusitzlichen Kontrolle der Transkription des IEGs und damit der Zellaktivitit innerhalb der
letzten flinf bis zehn Minuten im Leben einer Maus. Aufgrund der Detektion der mRNA
durch zif268 und der pri-mRNA durch egr-1 standen beide Sonden somit nicht im Konflikt
und eine gegenseitige Beeinflussung ihrer Hybridisierung mit den unterschiedlichen
Abschnitten der pra-mRNA war damit nicht zu erwarten. Die Sonden wurden von Frau Dr.
rer. nat. Kira Balueva aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Peer Wulff des
Physiologischen Instituts der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel synthetisiert, auf ihre
Funktionsfahigkeit gepriift und fiir diese Doktorarbeit zur Verfiigung gestellt. Bei der
Synthese der Sonden wurde mittels der aufgefiihrten Markierungsmixe an zif268 Fluoreszein-
12-Uridintriphosphat  angeheftet. Bei egr-1 wurde entsprechend Digoxigenin-11-
Uridintriphosphat verwendet (Schmill et al., 2023).

Markierter Nukleinsiure-Mix Katalognummer Hersteller
DIG RNA-Markierungsmix 11277073910 Roche; Mannheim; D
Fluoreszein Markierungsmix 11685619910 Roche; Mannheim; D

Tabelle 7 Markierte Nukleinsiuren

Verwendete Nukleinsduren zur Synthetisierung von RNA-Sonden mit Angabe des Herstellers

Antigen Donor Verdiinnung Katalognummer Hersteller
Digoxigenin Schaf 1:500 11207733910 Roche; Mannheim; D
Fluoreszein Schaf 1:500 11426346910 Roche; Mannheim; D

Tabelle 8 Antikorper

Verwendete Antikdrper mit Spezifikation, Hersteller und Verdiinnungsgrad in der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung: Anti-Digoxigenin-Peroxidase (Anti-Dig-POD) in der ersten Zeile sowie Anti-
Fluoreszein-Peroxidase (Anti-Fluor-POD) in der zweiten Zeile. Jeweils unter Verwendung einer
Meerrettich-Peroxidase als Konjugat.
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Tyramid  Basisverbindung Verdiinnung Katalognummer Hersteller
Cyanin-3- Cy3-mono-NHS- 1:1000 PA13101 Sigma-Aldrich;
Tyramid Ester Miinchen; D
FITC- Fluorescein-NHS- 1:500 46100 Life Technologies;
Tyramid Ester Carlsbad; USA
Tabelle 9 Tyramide

Verwendete Tyramide mit Angabe des Herstellers und des Verdiinnungsgrades in der Fluoreszenz-in-

situ-Hybridisierung

2.1.7 Software

Software Hersteller
Adobe Illustrater CC 2019 Adobe Systems Software Ireland Limited; Dublin; IRL
Adobe Photoshop CC 2019 Adobe Systems Software Ireland Limited; Dublin; IRL
CellProfiler™ Broad Institute; Havard; USA
EthoVision XT Noldus; Wageningen; NL
Fiji 1.0 ImageJ 1.51n Open Source; National Institute of Health; USA
GraphPad Prism 9.0 GraphPad Software; La Jolla; USA

ImarisViewer 9.8.0
Microsoft Excel
Microsoft Word
Zen 2 (blue edition)

Oxford Instruments plc; Tubney Woods; UK
Microsoft Corporation; Redmond, USA
Microsoft Corporation; Redmond; USA

Carl Zeiss Microscopy GmbH; Oberkochen; D

Tabelle 10 Software

Verwendete Software mit Angabe des Herstellers
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2.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden 19 Méuse des Stamms C57BL/6J (Janvier Labs; Le Genest-Saint-
Isle; Frankreich) verwendet. Die Tiere wurden in einem Alter von 9 Wochen geliefert und im
lokalen Tierhaus der Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel bis zu einem Alter von 17
Wochen aufgezogen. AnschlieBend erfolgte die Verlegung von einer gemeinsamen Haltung in
separate Kifige, was einem Zeitraum von elf bis dreizehn Tagen vor Beginn des
Experimentes entsprach. Die Haltung der Tiere erfolgte in einem Temperatur- und
Luftfeuchtigkeits-kontrolliertem Raum bei einem Zyklus von je zwolf Stunden fiir Licht und
Dunkelheit mit einem téglichen Wechsel um 06:00 Uhr und 18:00 Uhr. Die Tiere hatten die
gesamte Zeit liber freien Zugang zu Wasser und erhielten tiglich eine definierte Menge an

Futter.
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2.3 Methoden

2.3.1 Versuchsaufbau zur Exposition der Versuchstiere

2.3.1.1 Aufbau der Kontexte

Fiir die Exposition der Versuchstiere gegeniiber zwei verschiedenen Umgebungen wurden
zwei Kontexte in Eigenbau der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Peer Wulff des
Physiologischen Instituts der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel konzipiert (Abbildung
8). Kontext A bestand aus einer quadratischen, grauen Kunststoffbox mit einer Abmessung
von 50 cm x 50 cm x 50 cm und einem metallischen Boden. Aufgrund der Beobachtung, dass
Mause sich héufig in abgeschlossenen Ecken von Umgebungen aufhalten, wurden Tiirme aus
Baukl6tzen in die Ecken der Box gestellt, um diese fiir die Tiere unzugénglich zu konzipieren.
Auf zwei gegeniiberliegenden Seiten der Box befanden sich Poster mit Steinoptik. An den
anderen zweli, sich gegeniiberliegenden Seiten wurde jeweils ein Symbol als Orientierung fiir
die Versuchstiere befestigt. Hierfiir wurde auf der einen Seite ein schwarzes Kreuz auf
weillem Untergrund verwendet. Auf der anderen Seite wurde ein schwarz ausgefiillter Kreis
auf weilem Untergrund verwendet. Als Objekte, welche von den Versuchstieren erkundet
werden sollten, dienten drei Flaschen, welche mit Sand gefiillt waren, sowie zwei Figuren der
Firma Lego® (Lego Systems A/S; Billund; DK).

Kontext B bestand aus einem runden, roten Plastiktopf mit einem Durchmesser von 47 cm
und einer Wandhdhe von 50 cm, in den eine passgenau zugeschnittene Grobspanplatte als
Boden eingesetzt wurde. Hier dienten vier Symbole in Form eines schwarzen Rings auf
weillem Grund als Orientierungssymbole, welche von oben betrachtet auf 3 Uhr, 6 Uhr, 9 Uhr
und 12 Uhr an der Innenwand des Topfes befestigt waren (Abbildung 8b). Als Objekte
wurden hier zwei verschiedene Figuren der Marke Playmobil® (geobra Brandstitter Stiftung
und Co. KG; Zirndorf; D) verwendet, von denen eine doppelt aufgestellt wurde. Weiterhin
wurden auch hier zwei, sich von denen in Kontext A unterscheidende, Figuren der Marke
Lego® platziert.

In beiden Kontexten wurden alle Objekte gleichméBig verteilt und auf dem Boden fixiert, um
ein Umfallen zu verhindern. Zudem wurden die Objekte entsprechend der Voraussetzung
ausgewahlt, dass die Versuchstiere diese nicht erklettern konnten. Um die &ulleren
Bedingungen sowie die globalen Hinweise fiir die Tiere im Sinne des Raums konstant zu
halten, wurde die Exposition der Tiere gegeniiber den Kontexten im gleichen Raum mit

gleicher Lokalisation der Kontexte im Raum durchgefiihrt.
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Abbildung 8 Aufbau der Kontexte
(a) Foto des Kontextes A. (b) Foto des Kontextes B.

2.3.1.2 Gewohnung der Versuchstiere

Um einen Einfluss der Handhabung der Méause wéhrend der Versuchsdurchfiihrung zu
minimieren, haben alle Versuchstiere eine Gewdhnungsphase erhalten. Hierfiir erhielten sie in
der Woche vor der Durchfithrung der Experimente {liber 5 Tage zweimal tiglich ein Training
zur Gewohnung an den Transport. Dabei wurden die Méuse im Experimentraum einzeln am
Schwanz aus ihrem Kéfig genommen, auf einen Handfeger als Transportmittel gesetzt, fiir
fiinf Minuten in einen groBeren Kifig gesetzt, welcher ungefdhr die Grofe der Kontexte A
und B besal, und zuriick in ihren Kéfig gesetzt. Fiir die Gewdhnung an eine wiederholte
Durchfiihrung erfolgte dieser Ablauf zweimal pro Trainingseinheit mit einem Abstand von 25
min. Hierliber sollte gewéhrleistet werden, dass der Transport sowie die Handhabung der
Maiuse keinen Einfluss auf die Wahrnehmung der Kontexte und die damit induzierten

Erinnerungen ausiiben konnte.

2.3.1.3 Versuchsgruppen

Die 19 verwendeten Tiere wurden fiir die Experimente in fiinf verschiedene Gruppen
aufgeteilt (Abbildung 9). Hierbei wurden drei Gruppen von jeweils drei Mausen als
Kontrollgruppen zur Kontrolle der Methode verwendet. Aullerdem wurden zwei Gruppen von
jeweils fiinf Mdusen als Experimentgruppen genutzt. Alle Gruppen haben dafiir zuvor die
gleiche Gewohnung erhalten.

Die Versuchstiere der ersten Gruppe, im Folgenden als Gruppe hc (home cage) bezeichnet,
wurden keinem der Kontexte ausgesetzt und stattdessen am Tag des Experiments direkt nach

Entnahme aus dem Kaéfig mittels einer Guillotine gekdpft. Die Mause der zweiten Gruppe, im
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Folgenden als Gruppe A5 bezeichnet, wurden nach Entnahme aus dem Kifig fiir fiinf
Minuten dem Kontext A ausgesetzt und direkt im Anschluss ebenso umgebracht. Die Méause
der dritten und damit letzten Kontrollgruppe, im Folgenden als Gruppe A30 bezeichnet,
wurden nach Entnahme aus dem Kiéfig fiir fiinf Minuten dem Kontext A ausgesetzt,
anschlielend fiir 30 min erneut in den eigenen Kifig gesetzt und darauthin dekapitiert. Die
Versuchstiere der vierten Gruppe, im Folgenden als Gruppe AA bezeichnet, wurden nach
Entnahme aus dem Kifig fiir fiinf Minuten dem Kontext A ausgesetzt, fiir 25 min in den
eigenen Kifig zuriickgesetzt, danach erneut fiir fiinf Minuten dem Kontext A ausgesetzt und
direkt im Anschluss umgebracht. Die Méuse der fiinften und letzten Gruppe, im Folgenden
als Gruppe AB bezeichnet, wurden nach Entnahme aus dem Kifig fiir fiinf Minuten dem
Kontext A ausgesetzt, ebenfalls fiir 25 min in den eigenen Kéfig zuriickgesetzt, darauffolgend

fiir fiinf Minuten in Kontext B gesetzt und im Anschluss hieran getétet.

1. Gruppe 2. Gruppe 3. Gruppe 4. Gruppe 5. Gruppe
he A5 A30 AA AB
(3 Mduse) (3 Méuse) (3 Méuse) (5 Méuse) (5 Méuse)
eigener Kifig 5 min Kontext A 5 min Kontext A 5 min Kontext A 5 min Kontext A
| l
25 min eigener Kafig 25 min eigener Kafig
\]
30 min eigener Kafig l
\
5 min Kontext A 5 min Kontext B
] y  / Y l
Dekapitation Dekapitation Dekapitation Dekapitation Dekapitation

Abbildung 9 Versuchsgruppen

Dargestellt ist die Aufteilung der Versuchstiere in drei Kontrollgruppen (1. bis 3. Gruppe; hc, AS,
A30) sowie in zwei Experimentgruppen (4. und 5. Gruppe; AA, AB) mit Angabe der Anzahl an
Maiusen pro Gruppe. Unterhalb der Gruppen ist jeweils der Versuchsablauf fiir jede der Gruppen
aufgefiihrt. hc: home cage

2.3.1.4 Exposition der Versuchstiere

Fiir die Exposition der Versuchstiere wurden die Tiere jeder Gruppe erneut in zwei Gruppen
aufgeteilt und an zwei verschiedenen Tagen fiir die Experimente herangezogen. Um die
Bedingungen fiir beide Gruppen konstant zu halten, wurden die Experimente an beiden Tagen

im gleichen Zeitraum durchgefiihrt. Weiterhin haben die Méuse jeweils immer am Tag vor
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dem Experiment eine Gewohnung erhalten, um nochmals den Einfluss des Transportes auf
das Erleben der Miuse zu reduzieren.

Fiir das Verhindern eines Einflusses von Gerilichen auf die Mause wurden die Kontexte, sowie
der groflere Kifig fiir die Gewohnung regelméfig nach jedem Kontakt zu einer Maus
desinfiziert. Hierdurch wurde vermieden, dass noch eigene Geriiche von der ersten Exposition
bei der Gruppe AA oder Geriiche der Versuchstiere, welche zuvor den Kontexten ausgesetzt
waren, einen Einfluss auf die Wahrnehmung der Mause nehmen konnten.

Des Weiteren wurden alle Experimentdurchldufe mittels einer {iber den Kontexten montierten
Kamera aufgezeichnet. Eine nachtrigliche Auswertung des Videomaterials sollte
gewdhrleisten, dass keine voneinander abweichenden Verhaltensweisen innerhalb der

einzelnen Gruppen einen Einfluss auf die Ergebnisse haben wiirden.

2.3.1.5 Dekapitation der Versuchstiere

Entgegen dem Goldstandard in Kiel wurde fiir die Totung der Versuchstiere kein
Genickbruch, sondern die sofortige Dekapitation mittels Guillotine durchgefiihrt. Die
Entscheidung zum beschriebenen Vorgehen basiert hierbei auf den Auswirkungen des
Genickbruchs oder einer Narkotisierung auf die Expression von IEGs. In Voriibungen zum
eigentlichen Experiment waren bei einigen vorherigen Ubungstiere intrakranielle
Verletzungen beobachtet worden, wenn die Tiere mittels Genickbruch getdtet wurden. Die
Annahme war hierbei, dass die genannten Lisionen aufgrund des starken Zuges des
Riickenmark am Hirnstamm der Méduse beim Vorgehen mittels Genickbruch entstanden
waren, weshalb von dieser Methode zur IEG-Detektion Abstand genommen wurde.
Gleichzeitig hitte eine Narkotisierung der Tiere einen zusitzlichen Zeitaufwand und
zusdtzliche Eindriicke nach der Erkundung eines Kontextes flir die Maus bedeutet, was
wiederum Einfluss auf die Expression von IEGs hitte nehmen konnen. Daher wurde auch
dieses Vorgehen als unpraktikabel eingestuft und die sofortige Dekapitation mittels Guillotine
wurde als Methode fiir diese Experimente ausgewéhlt. Hierbei galt zu beachten, die Kopfe der
Maiduse weit genug kaudal abzutrennen, um auch hierbei eine Verletzung des Gehirns

auszuschlieB3en.
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2.3.2 Anfertigung der histologischen Schnitte

2.3.2.1 Praparation des Gehirns

Nach der Dekapitation erfolgte sofort die Entnahme des Gehirns unter standardisiertem
Vorgehen, damit auch hier keine Zeitverzogerungen aufkamen. So konnte gewihrleistet
werden, dass die Gehirne innerhalb von zwei Minuten nach Exposition gegeniiber dem letzten
Kontext fixiert waren. Exemplarisch fiir eine Maus wurde hierfiir die Haut ausgehend von der
zervikalen Resektionskante lateral mittels Préparierschere geldst und nach rostral iiber den
Kopf der Maus geschlagen. Bei diesem Schritt musste speziell beachtet werden, nicht den
Schidel zu verletzen, welcher in Umgebung der Ohren besonders diinn ist. AnschlieBend
wurde erneut vom Riickenmark ausgehend der Schéddel in schrigen Schnitten nach
rostrolateral erdffnet und ein Querschnitt an der frontalen Kalotte gesetzt, um anschlieSend
den Kalottendeckel abzuheben. Mit Griff des Kleinhirns mittels Pinzette konnte nun das
gesamte Hirn leicht angehoben werden und das Riickenmark sowie der Nervus opticus
beidseits durchtrennt werden. Darauthin wurde das Gehirn entnommen, in PBS (10x)
vorsichtig gewaschen, das Kleinhirn abgetrennt und das GroBhirn in die beschriftete
Ausgiefliform gegeben. Hierbei wurde stets auf die gleiche Orientierung der Gehirne geachtet,
bei der ,,dorsal® mit einem Pfeil an der AusgieBform markiert wurde und die rostralen Anteile
zur Offnung der AusgieBform ausgerichtet waren. Nach Zugabe von Leica tissue freezing
medium™ mit vollstindiger Bedeckung des Gehirns wurde die Form in Trockeneis gelegt
und mittels Zugabe von reinem Ethanol zum Trockeneis ein sofortiges Frieren des Priparates
hervorgerufen. Nach der Durchfiihrung der Experimente jeweils einer Gruppe wurden die

Préaparate im Gefrierschrank bei -80°C gelagert.

2.3.2.2 Anfertigung der Kryoschnitte

Die Anfertigung der Kryoschnitte wurde an einem Kryostaten der Firma Leica durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die Priparate einzeln nach ausreichender Lagerung fiir mindestens 24 Stunden
bei -80°C aus dem Gefrierschrank entnommen, die Ausgie3form entfernt und das einzelne
Préparat auf dem Objekttisch des Kryostats mittels Zugabe geringer Mengen von Leica tissue
freezing medium™ mit der okzipitalen Seite in Ausrichtung zum Objekttisch fixiert. Die
Objekttemperatur wurde am Kryostaten auf -17°C eingestellt sowie die Kammertemperatur
auf -20°C. Nach Einspannen der Kryostatklinge erfolgte die Abtragung nicht bendtigter
Schnitte bis auf die Hohe eines Bregma-Levels von -1,00 mm, was dem rostralen Beginn des

DG entspricht. Die Bestimmung des richtigen Bregma-Levels wurde hierbei durch
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regelméBige Sicherung eines Schnittes mit mikroskopischer Begutachtung und Abgleich mit
dem entsprechenden Bregma-Level in anatomischen Atlanten sichergestellt (Paxinos et al.,
2001). Ab hier erfolgte die Sicherung der angefertigten Kryoschnitte mit einer Schichtdicke
von 20 um auf fiinfzehn Objekttrager pro Maus mit gleichmiBiger Verteilung der
rostrokaudalen Schnittebenen iiber alle Objekttriger. Die Sammlung der Kryoschnitte erfolgte
bis zu einem Maximum von fiinf Kryoschnitten pro Objekttrdger oder bis zum Erreichen des
Bregma-Levels von -2,70 mm. Nach vorheriger Beschriftung der Objekttrager erfolgte die

Lagerung in einem Archivierkasten bei erneut -80°C.

2.3.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Aufgrund der bendtigten mehrfachen Inkubation der Priparate iiber Nacht erfolgte eine FISH
tiber vier Tage. Pro Durchlauf wurden hierbei mindestens acht und maximal 24 Objekttriger
fiir die FISH ausgewéhlt. Diese Menge wurde basierend auf dem verfiigbaren Platz und der
verfligbaren Laborausstattung sowie der Praktikabilitit ausgewéhlt. Im Folgenden werden die
Abliufe der FISH der Ubersicht halber nach Tagen aufgeteilt erldutert. An dieser Stelle ist
hervorzuheben, dass die verwendeten Materialien und Losungen des ersten Tages keine
RNAse enthalten durften, damit eine entsprechende Hybridisierung der Sonden mit der in den
Zellen vorhandenen RNA stattfinden konnte. Hierfiir mussten die verwendeten Losungen, wie
in Kapitel 2.1.5 vermerkt, mit DEPC versehen und autoklaviert werden. Verwendete
Glasware musste vor gebraucht entsprechend einer Heilluftsterilisation fiir vier bis sechs
Stunden bei 200°C erhitzt werden. Aufgrund des Abschlusses der Hybridisierung zu Beginn
von Tag zwei musste ab diesem Tag keine besondere Riicksicht mehr auf eine Freiheit von

RNAse genommen werden.

2.3.3.1 Tag1
Fiir die FISH wurden die in Kapitel 2.1.5 und 2.1.6 aufgefiihrten Losungen und Reagenzien

vorbereitet. Anschlieend erfolgte die Entnahme der Objekttriger mit den zu farbenden
Schnitten aus dem Gefrierschrank. Die Objekttrager wurden in Kiivetten nach Hellendahl
positioniert und fiir 15 Minuten bei 15°C ohne Auflegen des zugehdrigen Deckels getrocknet.
In allen weiter aufgefiihrten Arbeitsschritten wurden die Kiivetten mit ihren Deckeln
verschlossen, um eine Kontamination der Losungen und damit der Prdparate mit anderen
Reagenzien zu vermeiden. Fiir eine Fixierung der Gewebeschnitte erfolgte nach der

Trockenphase die Zugabe von Formalinlosung (4%) fiir 20 min unter Kiihlung auf Eis sowie
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unter durchgehender Schwenkbewegung auf einem Laborschiittler (70 rpm). Nach dem
Verwerfen der Formalinlosung wurden die Schnitte dreimal fiir jeweils 5 Minuten bei
Raumtemperatur in PBS (1x) unter gleicher Schwenkbewegung gewaschen. Im Anschluss
erfolgte die Dehydratation mittels Bades in Ethanol unterschiedlicher Konzentration bei
Raumtemperatur ohne Schwenken. Nach 5 Minuten in Ethanol (70%), folgten 5 Minuten in
Ethanol (95%), 5 Minuten in Ethanol (100%) sowie weitere 5 Minuten in Ethanol (75%),
gefolgt von erneutem dreimaligem Waschen in PBS (1x) fiir jeweils 10 Minuten bei
Raumtemperatur unter Schwenkbewegung. Hieran schloss sich ein Bad fiir 10 Minuten in
Acetylierungspuffer bei Raumtemperatur unter Schwenkbewegung an. Nach abgelaufener
Zeit wurde der verwendete Acetylierungspuffer in eine 500 ml Flasche gegeben, erneut 250 pl
Essigsdureanhydrid hinzugegeben, die Ldosung mittels kurzen Schwenkens gemischt und
erneut fiir 10 Minuten zu den Praparaten gegeben. AnschlieBend erfolgten Waschvorginge in
PBS (1x) und SSC-T (5x) fiir jeweils zweimal 5 Minuten. Wéhrend dieser Zeit wurde die
Hybridisierungslosung mit den Sonden vorbereitet. Hierfiir wurden die Proben mit den
Sonden zif268 und egr-1 aus dem Gefrierschrank (-80°C) genommen und fiir ein bis zwei
Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut, bis sich diese verfliissigten. AnschlieBend wurden
von jeder Probe jeweils 2 pul pro Objekttrager in 100 pl der Hybridisierungslosung verdiinnt.
Danach fand eine Denaturierung fiir fiinf Minuten bei 80°C im vorgeheizten Heizblock statt,
wonach die Losung auf Eis gelegt wurde. Der Losung wurde dann die bendtigte Menge der
Hybridisierungslosung zugegeben, um ein Volumen von 200 pl pro Objekttriger zu erreichen.
Fiir die anschlieBende Vorbereitung der Objekttrager auf die Hybridisierung wurde jeder
Objekttrager einzeln aus der zuletzt verwendeten Waschlosung genommen und die
Gewebeschnitte eines Objekttragers gemeinsam mit einer Umrandung mittels PAP-Pen
versehen. Bis zur Zugabe der Hybridisierungslosung wurden die Gewebeschnitte daraufthin
mit SSC-T (5x) bedeckt, um ein Austrocknen dieser zu verhindern. Nach der abgeschlossenen
Vorbereitung wurden fiir jeden Objekttriger nacheinander die folgenden Arbeitsschritte
durchgefiihrt. Das SSC-T wurde mittels Wasserstrahlpumpe von dem Objekttrager entfernt.
Anschliefend wurden 200 pl der Hybridisierungslosung inklusive der Sonden auf den
Objekttrager gegeben und alle Gewebeschnitte mit Parafilm abgedeckt. Alle Objekttriger
wurden dann in horizontaler Ausrichtung in einem Archivierkasten platziert, auf dessen
Boden 100 ml der Formamid-SSC-Losung gegeben wurden, ohne dass die Objekttrager die
Fliissigkeit beriihrten. Die Box wurde daraufhin geschlossen, in eine Plastiktiite zusammen
mit einigen Millilitern Milli-Q®-Wasser gegeben, die Plastiktiite verschlossen und iiber Nacht

bei 60°C in der Inkubationskammer gelagert. Um fiir eine ausreichende Luftfeuchtigkeit in
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der Inkubationskammer zu sorgen, wurde zusitzlich ein Becherglas mit 200 ml Milli-Q®-

Wasser auf dem Boden der Inkubationskammer platziert.

2.3.3.2 Tag 2

Zur Vorbereitung auf die Arbeitsschritte des zweiten Tages wurde die bendtigte Menge an
Blockpuffer (-20°C) aufgetaut. AuBBerdem wurden ein bis zwei Kiivetten sowie SSC-T (5x)
und SSC-T (0,1x) in einem Wasserbad gelagert und dieses auf 65°C erwarmt. Anschliefend
wurden die Préparate aus der Inkubationskammer entnommen wund aufgrund des
Formamidgehalts unter einer biologischen Sicherheitswerkbank aus den Archivierkdsten
genommen. Hierbei wurde das Parafilm vorsichtig mittels Pinzetten entfernt. Es folgte das
zweimalige Waschen in SSC-T (5x) fiir jeweils 5 Minuten bei 65°C im Wasserbad unter
Schwenkbewegung auf dem Laborschiittler sowie das sechsmalige Waschen in SSC-T (0,1x)
fiir jeweils 10 Minuten unter gleichen Bedingungen. Hierdurch wurden die tiberschiissigen,
nicht gebundenen Sonden von den Gewebeschnitten entfernt. Nach den genannten
Waschvorgéngen wurden die Préparate fiir 5 Minuten im zuletzt verwendeten SSC-T (0,1%)
etwas abgekiihlt. Im Anschluss erfolgte die Lagerung in Quench-Ldsung fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur unter Schwenken, um eine weitere Hybridisierung zu unterbrechen. Bei
diesem Schritt war darauf zu achten, dass die Kiivetten sowie ihre Deckel mit Aluminiumfolie
bedeckt wurden, um die Préparate vor Lichteinfall zu schiitzen. Im letzten Waschschritt des
zweiten Tages wurden die Priparate dreimal fiir jeweils 10 Minuten in TBS-T (0,1x) gegeben
und bei Raumtemperatur geschwenkt. Darauffolgend wurde die Umrandung der
Gewebeschnitte mittels PAP-Pen erneuert und die Préparate in neuen Archivierkdsten mit 300
ul Blockpuffer je Objekttrager fiir 1 Stunde bedeckt. Wahrenddessen erfolge die Verdiinnung
des Antikorpers Anti-Fluor-POD in Blockpuffer. Hierbei wurde je Objekttriager eine Menge
von 300 pl Blockpuffer und 0,6 ul des bereits 1:500 verdiinnten Anti-Fluor-POD verwendet.
Anschliefend wurde der reine Blockpuffer mittels Wasserstrahlpumpe von den Préparaten
entfernt und das Blockpuffer-Antikdrper-Gemisch auf diese aufgetragen. Es folgte eine
erneute Lagerung der Objekttriger in den neuen Archivierkédsten im Kiihlschrank bei 4°C

uber Nacht.
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2.3.3.3 Tag 3

Fiir alle nun folgenden Arbeitsschritte mussten die Kiivetten ebenso wie ihre Deckel mit
Aluminiumfolie bedeckt werden, um die Préparate vor Lichteinfall zu schiitzen und damit
eine Photobleichung der Fluorophore zu verhindern.

Wie am zweiten Tag wurde zu Beginn die benétigte Menge an Blockpuffer aufgetaut. Zur
vorbereiteten Tyramid-Amplifikationslosung wurde am jeweiligen Tag sowohl Vanillin als
auch Wasserstoffperoxid frisch hinzugefiigt. Die Objekttrager wurden nun aus dem
Kiihlschrank genommen und nach dem Entfernen des Blockpuffers sechsmal fiir jeweils 10
Minuten bei Raumtemperatur und unter Schwenkbewegung in TBS-T gewaschen, um die
iiberschiissigen Antikorper zu entfernen. Darauthin folgte die Verdiinnung des Cyanin-3-
Tyramids in der Tyramid-Amplifikationslésung im Verhdltnis von 1:1000. Bei einer
geplanten Menge von 300 pl Tyramid-Amplifikationslésung pro Objekttrager wurden
entsprechend 0,3 pl des Cyanin-3-Tyramids hinzugefiigt. Nach entsprechender Vorbereitung
wurden die Objekttriager erneut waagerecht in den Archivierkésten gelagert und die Priparate
fiir 30 Minuten mit dem Tyramid in seiner Losung bedeckt. Im Anschluss erfolgte eine
erneute Reinigung fiir dreimal 10 Minuten in TBS-T sowie ein erneutes Bad in Quench-
Losung fiir 30 Minuten wie am Vortag. Nachfolgend wurden die Schnitte drei weitere Male
fiir jeweils 15 Minuten in TBS-T gereinigt. Kongruent zum Ablauf am Vortag wurden die
Priparate erneut fiir eine Stunde mit Blockpuffer bedeckt. In dieser Zeit wurde der Antikorper
Anti-Dig-POD in einem Verhéltnis von 1:500 in Blockpuffer verdiinnt. Nach Ablauf der
einstiindigen Einwirkung des Blockpuffers wurde dieser mittels Pumpe entfernt und der neue
Antikorper appliziert. Es erfolgte die erneute Lagerung der Préparate im Kiihlschrank bei 4°C
tiber Nacht.

2.3.3.4 Tag4

Die Préparate wurden aus dem Kiihlschrank entnommen und nach dem Entfernen des
Blockpuffers erneut sechsmal fiir jeweils 10 Minuten in TBS-T gewaschen. Somit wurden
auch hier die liberschiissigen Antikorper entfernt. Nun wurde analog zum Vortag das FITC-
Tyramid im Verhéltnis von 1:500 in Tyramid-Amplifikationslosung verdiinnt und von dieser
300 pl pro Objekttrager fiir 30 Minuten auf die Préparate aufgetragen. Anschlieend wurden
zwel Reinigungsphasen von jeweils 30 Minuten mit TBS-T durchgefiihrt. Nach weiterem
Waschen fiir 10 Minuten in PBS (1x) und fiir 5 Minuten in Milli-Q®-Wasser wurden die
Objekttrager bei 37°C auf einem Heizblock getrocknet. AbschlieBend wurden 150 pl der
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Mowiol-DAPI-Losung auf die Praparate gegeben, diese mit einem Deckglas abgedeckt und
fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur in Dunkelheit getrocknet. DAPI wurde hierbei als
fluoreszierende Verbindung genutzt, welche sich bevorzugt an AT-reiche Regionen in den
kleinen Furchen der DNA anlagert (Tanious et al., 1992). Es fand somit eine Fiarbung der
nukledren DNA statt, durch welche sich in den nachfolgenden Schritten zwischen einer
nukleédren und einer zytoplasmatischen Signallokalisation unterscheiden lieB. Die dauerhafte

Lagerung der Objekttrager erfolgte schlieSlich in handelsiiblichen Objekttrigerboxen.

2.3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Fluoreszenzmikroskopie wurde ein Axio Imager 2 mit ApoTome.2 verwendet. Die
Kalibrierung des Gerites erfolgte vor jeder Verwendung an zwei Standardpridparaten der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Peer Wulff des Physiologischen Instituts der Christian-
Albrechts-Universitdt zu Kiel. Die Methode der Fluoreszenzmikroskopie machte sich in
diesem Fall den fluoreszierenden Effekt der Fluorophore Cyanin 3, FITC und DAPI zunutze.
Zusammengefasst wird von der Lichtquelle des Mikroskops mittels Anregungsfilter
kurzwelliges Licht selektiert, welches auf das Prdparat gerichtet wird. Durch dieses
kurzwellige und damit energiereiche Licht werden Elektronen der Fluorophore auf ein
hoheres Energieniveau angeregt. Aufgrund der Instabilitidt dieses hoheren Energieniveaus,
fallen die Elektronen auf ihr urspriingliches Energieniveau zuriick und geben hierbei ein fiir
das Fluorophor charakteristisches Licht spezifischer Wellenldinge ab. Dieses wird
entsprechend der Voreinstellungen des Fluoreszenzmikroskops registriert und iiber das
Okular und den Computerbildschirm abgebildet. Fiir diese Arbeit wurden selektiv nur die
Farbkanile fiir Cyanin-3, FITC und DAPI ausgewihlt. Entsprechend der Farbeinstellungen
wurde zur Abbildung der zif268-Sonde iiber Fluoreszein und Cyanin-3 ein roter Farbkanal,
fiir die Abbildung der egr-1-Sonde iiber Digoxigenin und FITC ein griiner Farbkanal und fiir
die Abbildung von DAPI ein blauer Farbkanal ausgewihlt. Als weitere Voreinstellungen fiir
alle Aufnahmen wurde eine 20-fache VergroBerung mit einer Belichtungszeit von 2,0
Sekunden fiir Cyanin-3, von 3,8 Sekunden fiir FITC und von 140 ms fiir DAPI gewéhlt, um
eine ausreichende Signalstirke zu erhalten. Zudem wurde ein optischer Z-Stapel mit sechs
Schichten von je 1,25 pm Schichtdicke bei einer Gesamtdicke des Stapels von 6,25 pm
eingestellt.

Fiir die automatisierte, unihemisphérale Aufnahme des gesamten DG und des CA3 wurde die

Aufnahmetechnik in Kacheln ausgewdhlt, welche von der Software des Mikroskops
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automatisch aneinander angefiigt wurden. Je nach Ausdehnung des DG und des CA3 auf den
verschiedenen rostrokaudalen Ebenen war hierfiir die Aufnahme von zehn bis 27 Kacheln
notwendig. Die Aufnahmezeit fiir ein Bild betrug hierbei 35 — 96 Minuten. Nach erfolgter
Aufnahme eines Bildes wurde eine Maximumintensititsprojektion (maximum intensity
projection, MIP) erstellt, bei der fiir alle Aufnahmen die gleichen Schwellenwerte der
einzelnen Farbkanile eingestellt wurden. Hier galt es jedoch zu beachten, dass fiir Signale der
Kornerzellen des DG und fiir die der Pyramidenzellen des CA3 unterschiedliche
Schwellenwerte einzustellen waren. Aufgrund der Beobachtung in Vorexperimenten, dass die
zytoplasmatische Signalintensitit im CA3 grundsétzlich geringer ausfiel als im DG, wurde
der Schwellenwert fiir die Fluoreszenzsignale der an die zif268-Sonden gebundenen
Fluorophore etwas niedriger eingestellt. Hierdurch wurde unter der Voraussetzung, dass die
FISH bei allen Durchgéngen gleich starke Farbungen hervorgerufen hat, sichergestellt, dass
verschiedene Zellen in einer Subregion mit gleicher Signalintensitdt abgebildet wurden, wenn
sie dieselbe Zellaktivitit besalen. Die derart aneinander angeglichenen Aufnahmen wurden

schlieBlich fiir die weitere Auswertung verwendet.

2.3.5 Auswertung

2.3.5.1 Verhaltensanalysen

Die Verhaltensanalysen wurden mittels der Video Tracking Software EthoVision XT
durchgefiihrt. Der Kopf einer jeden Maus wurde als Fixpunkt festgelegt und ihre Strecke
innerhalb von Kontext A und Kontext B aufgezeichnet und graphisch dargestellt. Beide
Kontexte wurden weiterhin in neun weitgehend gleichgrofle Bereiche eingeteilt (Abbildung
10). Ausgewertet wurde einerseits die zuriickgelegte Strecke der Méuse. Diese wurde
zwischen den Gruppen AA und AB sowie zwischen dem ersten und zweiten Kontext, denen
die jeweiligen Mausgruppen ausgesetzt wurden, verglichen. Andererseits wurde die Anzahl
der Durchquerungen jeder der neun Bereiche ermittelt und auch diese zwischen den Gruppen
AA und AB sowie zwischen dem ersten und zweiten Kontext, denen die Mausgruppen
ausgesetzt wurden, verglichen. Der Vergleich der zuriickgelegten Strecke sollte ausschlieBen,
dass sich einzelne Versuchstiere deutlich weniger als andere bewegten und einen gréBeren
Teil der Expositionsdauer beispielsweise nur in einer Ecke der jeweiligen Arena verbrachten.
Zudem sollte hiermit untersucht werden, ob beide Arenen in gleichem Mal} erkundet wurden.

Uber einen Vergleich der Anzahl der Durchquerungen der einzelnen Regionen sollte
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untersucht werden, ob jeder Bereich der Arenen gleichméBig erkundet und damit

gleichermallen wahrgenommen wurde.
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Abbildung 10 Kontexte mit Zonen sowie exemplarische Laufstreckenaufzeichnungen

(a) Foto des Kontextes A in Schwarz-Weill mit eingezeichneter Aufteilung in Zone 1 bis 9 zur
Auswertung der Verhaltensanalysen. (b) Foto des Kontextes B in Schwarz-Weill mit eingezeichneter
Aufteilung in Zone 11 bis 19 zur Auswertung der Verhaltensanalysen. (c) Visualisierung einer
exemplarischen Laufstreckenaufzeichnung in Kontext A mittels der Software EthoVision XT. (d)
Visualisierung einer exemplarischen Laufstreckenaufzeichnung in Kontext B mittels der Software
EthoVision XT.

In (a) und (b) sind die Objekte markiert, welche in den verschiedenen Kontexten aufgestellt wurden.
Gleich Objekte wurde mit gleicher Bezeichnung versehen. In (¢) und (d) ist die durch die Méuse
begehbare Fliche grau hinterlegt. Aufgestellte Objekte sind weif3 hinterlegt. Die Laufstrecke wurde als
schwarze Linie eingezeichnet.
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2.3.5.2 Histologische Auswertung

Fiir die histologische Auswertung erfolgte eine Differenzierung zwischen linkshemisphéralen
und rechtshemisphiralen Schnitten durch die Hippocampusformation. Hierbei wurden der DG
und das CA3 seitengetrennt in die jeweiligen Subregionen unterteilt und fiir diese die spiter
aufgefiihrten Werte erhoben. Es ergaben sich somit separate Werte fiir den spDG, den ipDG,
das CA3c, das CA3b und das CA3a. Hierbei erfolgte die Aufteilung des CA3 nach den
Vorgaben von Lorente de N6 (1934) in drei gleichgroe Abschnitte entlang der Achse der
Pyramidenzellschicht wie bereits in Abbildung 5 gezeigt. In der Gruppe hc wurden pro Maus
jeweils drei Aufnahmen des DG sowie des CA3 herangezogen. In den Gruppen AS und A30
wurden vier Aufnahmen je Maus ausgewertet, von denen jeweils zwei von der rechtsseitigen
und zwei von der linksseitigen Hippocampusformation stammten. Fiir die Gruppen AA und
AB wurden je Maus sechs Aufnahmen angefertigt und analysiert, von denen jeweils drei von
der rechtsseitigen und linksseitigen Hippocampusformation stammten. Die histologischen
Schnitte wurden hierbei so ausgewdhlt, dass jeweils eine rechtsseitige und eine linksseitige
Aufnahme aus den rostralen Abschnitten der dorsalen Hippocampusformation stammten
(Bregma -1,2 mm bis Bregma -1,5 mm), jeweils eine rechtsseitige und eine linksseitige
Aufnahme aus mittleren Anteilen (Bregma -1,5 mm bis Bregma -1,8 mm) sowie jeweils eine

aus kaudalen Abschnitten (Bregma -1,8 mm bis Bregma -2,1 mm).

2.3.5.3 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Fiir alle Aufnahmen wurde fiir jede der im vorherigen Kapitel genannten Subregionen die
Gesamtzellzahl bestimmt, indem die anhand der DAPI-Firbung abgrenzbaren Zellkerne
automatisiert ausgezdhlt wurden. Die Auszdhlung erfolgte hierbei durch die Software
CellProfiler™, in der die Abgrenzung zwischen den Zellkernen nochmals manuell {iberpriift
wurde. Zur Vorbereitung der automatisierten Auswertung wurden die MIPs der Aufnahmen in
Adobe Photoshop CC in einzelne Bildausschnitte aufgeteilt, die jeweils den einzelnen
Subregionen entsprachen. Hierdurch wurde verhindert, dass Neurone der angrenzenden
Subregionen sowie Interneurone in den angrenzenden zytoarchitektonischen Schichten in die

Auswertung miteinbezogen wurden.

2.3.5.4 Bestimmung der Anzahl aktivierter Neurone

Die Auszdhlung und Charakterisierung der aktivierten Neurone wurde verblindet

durchgefiihrt, indem alle Aufnahmen durch Frau Dr. rer. nat. Kira Balueva eine neue
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Nummerierung erhielten, die in keinem Bezug zu den einzelnen Gruppen stand und keinen
Zusammenhang zwischen den einzelnen Schnitten eines Versuchstieres erkennen lief3. Bei der
Auszédhlung der aktivierten Neurone wurde dabei zwischen drei verschiedenen Arten der
nachweisbaren Zellaktivitit differenziert (Abbildung 11). Die erste stellte die Aktivierung
eines Neurons nur innerhalb der letzten 5 — 10 Minuten der Maus dar. Diese Situation wurde
durch den nukledren Nachweis von Fluoreszenzsignalen der Proben bei gleichzeitiger
Abwesenheit zytoplasmatischer Signale charakterisiert. Da bei einer solchen Aktivitdt der
Neurone sowohl pra-mRNA als auch mRNA im Nukleus vorliegen mussten, galt hier als
Voraussetzung fiir die Echtheit eines nukledren Signals, dass es sowohl mittels zif268 als
auch mittels egr-1 nachgewiesen werden musste (Abbildung 1la-c). Die zweite Art der
Zellaktivitdt wurde durch jene ausschlieflich vor mehr als 30 Minuten charakterisiert und
mittels des Nachweises zytoplasmatischer Signale bei Abwesenheit nukledrer Signale
definiert. Aufgrund der ziigigen Prozessierung der pri-mRNA in Zellkern war in dieser
Situation nur der zytoplasmatische Nachweis von zif268 und nicht von egr-1 zu erwarten
(Abbildung 11d-f). Die dritte Art wurde als wiederholte und damit doppelte Zellaktivitit
sowohl vor mehr als 30 Minuten als auch innerhalb der letzten 5 - 10 Minuten der Maus
definiert, was bei den Gruppen AA und AB einer neuronalen Aktivitit in beiden Kontexten
entsprach. In dieser Situation mussten sowohl nukledre Signale mittels zif268 und egr-1
nachweisbar sein als auch zytoplasmatische Signale mittels zif268 (Abbildung 11g-1).

Die Zéhlung dieser drei Arten zelluldrer Signale erfolgte dabei mit Hilfe des Softwarepaketes
Fiji des Programms ImageJ. Mit diesem wurden erneut die MIPs der Aufnahmen betrachtet
und die entsprechend aktivierten Neurone in den verschiedenen Subregionen vom gleichen
Untersucher manuell mit jeweils drei verschiedenen Markern versehen. Diese wurden
anschlieend automatisch durch das Programm ausgezdhlt und wiedergegeben. Nach

Auswertung aller Aufnahmen erfolgte die Entblindung.
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Abbildung 11 Beispiele nachgewiesener Signale

Abgebildet sind exemplarische Ausschnitte aus mikroskopischen Aufnahmen von histologischen
Priparaten dreier verschiedener Miausen nach erfolgter FISH bei einer 40x Vergroferung in
unterschiedlichen Kombinationen der Fluoreszenzkanile. Abbildung (a) — (c) zeigen den gleichen
Bildausschnitt eines Préparates einer Maus der Gruppe AS. Abbildung (d) — (e) zeigen den gleichen
Bildausschnitt eines Priparates einer Maus der Gruppe A30. Abbildung (g) — (i) zeigen den gleichen
Bildausschnitt eines Préparates einer Maus der Gruppe AA. Die Bilder der ersten Spalte (a, d, g)
zeigen eine Kombination der Fluoreszenzkanile von DAPI (blau), FITC (griin) und Cyanin-3 (rot)
zur Detektion der Zellkerne, der Sonde egr-1 und der Sonde zif268. Die Bilder der zweiten Spalte (b,
e, h) zeigen eine Kombination der Fluoreszenzkanile von DAPI und FITC. Die Bilder der dritten
Spalte (c, f, i) zeigen eine Kombination der Fluoreszenzkandle von DAPI und Cyanin-3. (a)
Exemplarische Darstellung nukledrer Signale (Pfeile), welche sich sowohl mittels egr-1 (griin) in (b)
als auch mittels zif268 (rot) in (c) innerhalb der mit DAPI markierten Nuclei nachweisen lassen. (d)
Exemplarische Darstellung zytoplasmatischer Signale (Pfeile), welche sich wie in (e) nicht mittels
egr-1 (griin) detektieren lassen, sondern nur mittels zif268 (rot) wie in (f) um einen Nucleus herum.
(g) Exemplarische Darstellung von Zellen sowohl mit nukledrem als auch mit zytoplasmatischem
Signal (Pfeile), bei denen die nukledren Signale sowohl mittels egr-1 wie in (h) als auch mittels
zif268 wie in (i) detektiert werden konnen, wohingegen die zytoplasmatischen Signale nur mittels
zif268 wie in (i) nachweisbar sind.
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2.3.6 Statistik

2.3.6.1 Statistische Aufarbeitung und verwendete Testverfahren

Fiir die statistische Aufarbeitung wurde entsprechend der Ausfiihrungen der vorherigen
Kapitel die Anzahl an Zellen mit nukledrem Signal, die Anzahl an Zellen mit
zytoplasmatischem Signal und die Zahl derjenigen Zellen bestimmt, welche doppelt aktiviert
wurden. Uber die Summe jeweils zweier dieser Gruppen wurde wiederum die Gesamtzahl an
Zellen mit nukledrem Signal (Zellen mit nukledrem Signal + doppelt aktivierte Zellen) sowie
die Gesamtzahl an Zellen mit zytoplasmatischem Signal (Zellen mit zytoplasmatischem
Signal + doppelt aktivierte Zellen) bestimmt. Aus diesen wurden weiterhin die Prozentsétze
an der Gesamtzellzahl bestimmt, zu denen Neurone der verschiedenen Subregionen des DG
und des CA3 aktiviert wurden. Diese Werte wurden fiir jeden unihemisphéralen Schnitt durch
die Hippocampusformation einer jeden Maus bestimmt. Anschlieend wurden die Mittelwerte
der entsprechenden Parameter fiir jede Subregion einer jeden Maus erhoben und diese fiir die
weitere Analyse der Mausgruppen sowie flir den Vergleich dieser verwendet.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism 9. Eine
Normalverteilung der erhobenen Werte wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test {iiberpriift.
Ausreifler wurden im Vorfeld mit dem Ausreilertest nach Grubbs identifiziert. Der Vergleich
der Zellzahlen in den MIPs mit denen in den dreidimensionalen Rekonstruktionen der
mikroskopischen Aufnahmen sowie der Vergleich der Zellzahlen zwischen der automatischen
und der manuellen Zihlung erfolgte mit einem gepaarten t-Test bzw. einem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test. Der Vergleich der Gruppen hc, A5 und A30 zur Kontrolle der
Methode erfolgte mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ordinary one-way analysis of
variance, ordinary one-way ANOVA) oder einem Kruskal-Wallis-Test (Kurskal-Wallis one-
way analysis of variance on ranks). Fiir Mehrfachvergleiche zwischen den Gruppen wurden
post-hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur ausgefiihrt. Die Analyse der Zellaktivitdt, der
wiederholten ~ Aktivierung von Zellen sowie des Ahnlichkeits-Scores und der
Reaktivierungsraten zwischen den Gruppen AA und AB wurde mittels zweifaktorieller
Varianzanalyse (two-way analysis of variance; two-way ANOVA) durchgefiihrt. Auch hier
wurden post-hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur fiir Mehrfachvergleiche durchgefiihrt.
Innerhalb der Gruppen AA und AB erfolgten die Auswertungen erneut mittels einfaktorieller
Varianzanalyse oder Kruskal-Wallis-Test. Fiir den Vergleich zwischen den Hemisphéren und
zwischen den verschiedenen Hohen der rostrokaudalen Achse wurde erneut die

zweifaktorielle Varianzanalyse verwendet. Bei allen Tests wurde das Signifikanzniveau auf

55



5% festgelegt. Ergebnisse mit einem p-Wert von < 0,05 wurden mit * markiert, solche mit
einem p-Wert von < 0,005 mit **, Ergebnisse mit einem p-Wert von < 0,0005 mit *** sowie
die mit einem p-Wert von < 0,0001 wurden mit **** markiert. Ergebnisse, welche nicht
signifikant waren, wurden mit ns (nicht signifikant) gekennzeichnet. Soweit dies nicht anders

angegeben wird, sind in den Abbildungen die Ergebnisse der post-hoc-Tests dargestellt.

2.3.6.2 Ahnlichkeits-Score (Similarity Score)

Als weitere Parameter wurden zwei verschiedene Reaktivierungsraten fiir die Gruppen AA
und AB berechnet. Die Reaktivierungsrate 1 (RR1) gibt den Anteil von allen im ersten
Kontext aktivierten Zellen (Zellen mit zytoplasmatischem Signal) an, welche auch im zweiten
Kontext erneut aktiviert wurden (zusétzliches nukledres Signal) und ldsst sich iiber die

folgende Formel berechnen:

Anteil doppelt aktivierter Zellen
RR1

~ Anteil an Zellen mit nur zytoplsamatischem Signal + Anteil doppelt aktivierter Zellen

Die Reaktivierungsrate 2 (RR2) gibt hingegen den Anteil von allen im zweiten Kontext
aktivierten Zellen (Zellen mit nukledrem Signal) an, welche bereits im ersten Kontext
aktiviert wurden (zusitzliches zytoplasmatisches Signal) und ldsst sich iiber folgende Formel

berechnen:

_ Anteil doppelt aktivierter Zellen
~ Anteil an Zellen mit nur nukleirem Signal + Anteil doppelt aktivierter Zellen

RR2

Weiterhin wurde in Anlehnung an bereits verdffentlichte Studien zur IEG-Bildgebung ein
Ahnlichkeit-Score (similarity score) berechnet, der bereits eine breite und etablierte
Anwendung in der Wissenschaft gefunden hat (Kubik et al., 2007, Vazdarjanova und
Guzowski, 2004). Bei diesem werden nicht nur wie oben beschrieben die Anteile an
aktivierten Zellen verglichen. Hier wird zusétzlich die Wahrscheinlichkeit miteinbezogen,
dass zwei Situationen statistisch voneinander unabhingige Zellpopulationen aktivieren.
Ebenso wird hier die Abweichung von der Hypothese einer voneinander unabhingigen

Aktivierung auf eine perfekte AA-Situation normalisiert, wenn genau die im ersten Kontext
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aktivierten Zellen reaktiviert werden wiirden. Ein Wert des Ahnlichkeits-Scores von 1
entspricht damit einer vollstindigen Uberlappung der Neuronenensembles, welche im ersten
und zweiten Kontext aktiviert wurden. Ein Wert des Ahnlichkeits-Scores von 0 entspricht
zwei komplett voneinander unabhingig aktivierten Neuronenensembles ohne Uberlappungen
(vgl. Vazdarjanova und Guzowski (2004)).

Aufgrund der in der Wissenschaft bereits etablierten Anwendung des Ahnlichkeits-Scores
wird bei den Ergebnissen und der Diskussion von diesen das Hauptaugenmerk auch auf dem
Ahnlichkeits-Score liegen. Die Berechnung und Auswertung der Reaktivierungsraten
erfolgten dennoch, da sie etwas sensitiver auf nur geringe Verdnderungen in der
Reaktivierung von Neuronen ansprechen. Da sie jedoch in keiner Weise normalisiert sind,
darf ihre Aussagekraft nicht {iberbewertet werden. Die Auswertung der Reaktivierungsraten

sollte hier somit nur zur sensitiveren Detektion von Trends genutzt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Ein- und Ausschluss von Versuchstieren

Von den 19 initial in die Studie eingeschlossenen Mausen konnten 18 in die endgiiltige
Auswertung einbezogen werden. Eine Maus aus der Gruppe AA musste bei mangelndem
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis  aufgrund schlechter Qualitdt der zytoplasmatischen
Signalauspragungen und hohem Hintergrundsignal aus der Studie ausgeschlossen werden. Im
Vergleich zu den vier weiteren Versuchstieren der Gruppe AA konnte hier nur eine
signifikant niedrigere, noch abgrenzbare Anzahl an Zellen mit zytoplasmatischem Signal in
verschiedenen Subregionen identifiziert werden. Exemplarisch sei hier die Subregion CA3c
genannt, in der lediglich ein Anteil an Zellen mit zytoplasmatischem Signal von 17,46% des
Mittelwertes der weiteren Mause der Gruppe sicher nachgewiesen werden konnte (p =
0,0164). Auch mit dem AusreiBBertest nach Grubbs wurden die Werte dieser Maus fiir das
CA3c, das CA3b und das gesamte CA3 als Ausreiller identifiziert. Auch stellte der Wert des
ipDG derselben Maus einen Ausreiler dar. Aufgrund der somit fiir den DG und das CA3
einheitlich niedrigen Ausreiler bei verschiedenen Gewebeschnitten dieser Maus bei jedoch
gemeinsamer FISH mit Gewebeschnitten anderer Méiuse und unauffilliger Darstellung der
Verhaltensanalyse konnte lediglich ein Problem bei der Fixierung des Gehirns oder bei der

Anfertigung der Kryoschnitte dieser Maus eine derartige Abweichung erkléren.

3.2 Verhaltensanalysen

3.2.1 Analyse der Laufstrecke

Die Laufstrecke wurde fiir die verschiedenen Versuchsgruppen sowohl in den einzelnen
Zonen der Kontexte ausgewertet als auch bezogen auf den gesamten ersten und zweiten
Kontext. Fiir die gesamte in der jeweiligen Umgebung zuriickgelegte Strecke konnte weder
zwischen den Gruppen AA und AB noch zwischen den jeweiligen zuerst und zuletzt
besuchten Kontexten ein Unterschied festgestellt werden (Gruppen: F (1, 16) = 0,0027; p =
0,9589; Expositionen: F (1, 16) = 2,456; p = 0,1366; Abbildung 12a). Es lagen nur drei
signifikante Abweichungen zwischen den zurilickgelegten Strecken fiir einzelne Zonen
zwischen dem ersten und zweiten Kontext in der Gruppe AB vor (Zonen: F (8, 72) = 5,833; p
< 0.0001; Expositionen: F (1, 72) = 1,084; p = 0,3012; Abbildung 12b). Sowohl in Zone 11 (p
< 0,0001) als auch in Zone 17 (p = 0,0064) des Kontextes B haben die Méduse signifikant
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kiirzere Strecken zuriickgelegt als in den korrespondierenden Zonen 1 und 7 des Kontextes A
(fir Zonen vgl. Abbildung 10 a, b). Eine signifikant langere Strecke wurde hingegen in Zone
12 von Kontext B im Vergleich zu Zone 2 von Kontext A zuriickgelegt (p = 0,0227).
Zwischen den Strecken der weiteren Zonen waren keine signifikanten Unterschiede zu
registrieren (p > 0,05).

Bei der Auswertung der Haufigkeit, mit der die einzelnen Zonen durchquert wurden, war
lediglich ein signifikant hdufigeres Passieren von Zone 15 als von der korrespondierenden
Zone 5 durch Gruppe AB in Kontext B zu erkennen (Zonen: F (8, 72) = 6,852; p < 0,0001;
Expositionen: F (1, 72) = 3,938; p = 0,0510; Zone 15: p < 0,0001). Alle weiteren Zonen

wurden von Gruppe AA und AB mit einer vergleichbaren Haufigkeit durchquert.
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Abbildung 12 Verhaltensanalysen

(a) Gruppierte Darstellung der in den Kontexten zuriickgelegten Strecken fiir die Gruppe AA und AB
in der 1. Explorationsphase (1. Expl.) und der 2. Explorationsphase (2. Expl.). (b) Darstellung der in
den Kontexten zuriickgelegten Strecken in jeder Zone fiir die Gruppen AA und AB in der 1.
Explorationsphase und der 2. Explorationsphase. (c¢) Darstellung der Anzahl der Durchquerungen
einer Zone fiir die Gruppen AA und AB in der 1. Explorationsphase und der 2. Explorationsphase
aufgeteilt in die einzelnen Zonen der Kontexte.

Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. ns: nicht
signifikant; *: p < 0,05; ****: p < 0,0001; Der Ubersicht halber wurde in (b) und (c) die Darstellung
der Ergebnisse auf die statistisch signifikanten reduziert.
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3.2.2 Schlussfolgerungen der Verhaltensanalyse fiir die Verwertbarkeit der

Daten fiir die weitere Auswertung

Eine gleichmiBige Erkundung der Umgebungen in beiden Kontexten war fiir die
Wahrnehmung und die damit verbundene Verarbeitung sowie Speicherung von Informationen
der Umgebungen essenziell. Entsprechend mussten eine vergleichbare Laufstrecke und eine
einheitliche Inspektion aller Abschnitte der Kontexte durch die Méuse vorliegen, um eine
ordnungsgeméfle Aussagekraft der Ergebnisse voraussetzen zu konnen. Die im vorherigen
Kapitel beschriebenen Abweichungen zwischen den Gruppen lassen sich hier auf die
Geometrien der Umgebungen und auf die Erfassung von diesen durch die Software
zurlickfiihren. In Abbildung 10 ist zu erkennen, dass sowohl Zone 11 als auch Zone 17 nicht
nur den Boden der Arena, sondern zu einem nicht unerheblichen Teil auch einen Abschnitt
der Wand erfassen. Dieser konnte von den Méusen jedoch nicht betreten werden, womit in
diesen Zonen entsprechend der geringeren erfassten Bodenfliche auch eine kiirzere
Laufstrecke als in den Zonen 1 und 7 zu erwarten war. Derartige geometrische Verhéltnisse
lassen sich ebenfalls in den eckstindigen Zonen 13 und 19 finden, fiir die in der aufgefiihrten
Statistik ebenfalls niedrigere Laufstrecken als in den Zonen 3 und 9 zu verzeichnen sind, die
jedoch das Signifikanzniveau verfehlen. Gleichzeitig fallen Zone 12 und Zone 15 im
Verhiltnis zu den vier eckstindigen Zonen in Kontext B grofBer aus als die Zonen 2 und 5 in
Kontext A zu den dortigen eckstiandigen Zonen. Bei gleicher Gesamtstrecke, die die Méause in
beiden Arenen zuriickgelegt haben, war damit zu erwarten, dass in Kontext B ein groBerer
Teil dieser Strecke in den nicht eckstindigen Zonen zuriickgelegt wurde. Dies wiirde die
langere Laufstrecke in Zone 12 erkldren. Gleichzeitig kann mit der groferen Flache von Zone
15 bei gleichzeitig zentraler Position in einer runden Umgebung vermutet werden, dass diese
hiufiger durchquert wurde als eine zentrale, zu ihren angrenzenden Zonen annihernd
gleichgrof3e Flache.

Die Verhaltensanalyse zeigt daher, dass die Umgebungen von beiden Gruppen gleichmifig
und vergleichbar erkundet wurden, womit die Voraussetzungen zur Verwertbarkeit der

erhobenen Daten gewihrleistet ist.
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3.3 Analyse der Bildauswertung

3.3.1 Vergleich der Maximumintensititsprojektion mit der

dreidimensionalen Rekonstruktion der mikroskopischen Aufnahmen
Wie bereits in Kapitel 2.3.4 ausgefithrt, wurden die im Z-Stapel aufgenommenen
mikroskopischen Bilder im Anschluss an die Aufnahme zu einer MIP zusammengefiigt, um
die weitere Bildanalyse zu ermdglichen. Um sicherzugehen, dass diese durch die Verwendung
der MIP nicht beeintriachtigt wird, erfolgte vor der eigentlichen Auswertung der Signale ein
Abgleich der Anzahl der nukledren und zytoplasmatischen Signalen zwischen der MIP und
der entsprechenden dreidimensionalen Rekonstruktion der Aufnahmen. Letztere wurden mit
der Software ImarisViewer 9.8.0 erstellt. Fiir den Vergleich wurden die Signale innerhalb des
gesamten DG sowohl in der MIP als auch in der dreidimensionalen Rekonstruktion fiir vier
histologische Schnitte manuell gezahlt. Hierfiir wurden Préaparate einer Maus der Gruppe AA
ausgewdhlt, um das Vorhandensein dhnlich vieler nukledrer und zytoplasmatischer Signale zu
sichern, da bei der Erkundung desselben Kontexts initial von einer vergleichbaren
Zellaktivitit auszugehen war. Aufgrund der hohen Zelldichte der Kdrnerzellschicht des DG
verglichen mit der Pyramidenzellschicht des CA3 und der hierdurch erschwerten Detektion
und Zuordnung der Signale zu ihrem jeweiligen Neuron im DG erfolgte kein entsprechender
Abgleich fiir das CA3. Die Aussagekraft fiir das CA3 wurde aufgrund der hier einfacheren
Zuordnung der Signale im Falle einer regelrechten Zuordnung im DG als gesichert eingestuft.
Die Auswertung ergab, dass weder fiir die nukledren noch fiir die zytoplasmatischen Signale
ein signifikanter Unterschied zwischen der MIP und der dreidimensionalen Rekonstruktion
vorlag (p > 0.05). Die Verwendbarkeit der Signalauswertungen in der MIP wurde somit fiir

den DG und das CA3 als valide gewertet und fiir die weitere Arbeit verwendet.

3.3.2 Kontrolle der automatischen Zellzihlung

In Kapitel 2.3.5.3 wurde erldutert, dass die Gesamtzahl an erfassten Zellen in den jeweiligen
Regionen durch eine automatisierte Zihlung der Software CellProfiler™ ermittelt wurde. Um
die Aussagekraft dieser automatisierten Zihlung sicherzustellen, wurden die hierdurch
erhaltenen Ergebnisse mit manuellen Zdhlungen verglichen. Hierfiir wurde bei fiinf
histologischen Schnitten einer Maus die Gesamtzahl an Zellen durch eine manuelle Zdhlung
bestimmt. Aufgrund der hohen Zelldichte der Kornerzellschicht des DG im Vergleich zur
Pyramidenzellschicht des CA3 wurde dieser Vergleich sowohl fiir den DG bei ca. 3300 Zellen
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als auch fiir das CA3 bei ca. 3400 Zellen durchgefiihrt. So sollte eine aussagekriftige Zéhlung
der Zellzahl bei hoher und eher geringerer Dichte der Anordnung der Zellkorper sichergestellt
werden. Ein Vergleich der automatisierten mit der manuellen Zdhlung der Gesamtzahl an
Zellen lieferte in beiden Regionen keine signifikanten Unterschiede (p > 0.05).
Dementsprechend wurde die automatisierte Zahlung durch die Software als aussagekriftig

eingestuft und fiir die weitere Auswertung verwendet.
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3.4 Kontrolle der Methode der catFISH

Fiir die Kontrolle der Methode erfolgte ein Vergleich der Daten zwischen den Gruppen hc,
A5 und A30. Einerseits sollte in diesem Rahmen kontrolliert werden, dass die Transkription
von zif268/egr-1 in dieser Arbeit den gleichen zeitlichen und Zellkompartiment-abhéngigen
Verlauf aufweist, wie er in der bisherigen Literatur angegeben wurde. Andererseits wurde in
dieser Arbeit die Transkription und der Nachweis eines Introns und damit der pri-mRNA des
Gens mittels der Sonde egr-1 konkreter in Abhéingigkeit einer Zellaktivitit im Rahmen von
Lernprozessen untersucht, was in der bisher veroffentlichen Literatur noch nicht der Fall war.
Daher musste auch fiir egr-1 die Korrektheit der zeitabhéngigen Lokalisation im Zellnukleus

nachgewiesen werden.

3.4.1 Nukleire Signallokalisation

Fiir die nukledren Signale galt die Voraussetzung, dass die Signale sowohl mittels zif268 als
auch mittels egr-1 nachweisbar sein mussten, um eine Echtheit der Signale zu garantieren.
Entsprechend sind nachfolgend nur die fiir beide Sonden positiven Signale in die aufgefiihrte
Statistik eingegangen.

Die Auswertung der nukledren Signale ergab, dass in der Kontrollgruppe hc im DG im Mittel
0,88% = 0,18% Standardabweichung (standard deviation, SD) der Zellen ein nukledres Signal
aufwiesen, ebenso wie 0,63% = 0,06% SD im CA3 (Abbildung 13a). Damit waren in einer
bekannten und gewohnten Umgebung weniger als 1% der Zellen aktiv. In der Gruppe A5 war
ein signifikant hoherer Mittelwert des Anteils an Zellen mit nukledrem Signal zu registrieren
(DG: F (2, 6) =51,23; p = 0,0002; hc vs. AS5: p=10,0004; CA3: F (2, 6) = 70,09; p < 0,0001;
hc vs. A5: p <0,0001). Hier lag der Mittelwert bei 7,43% =+ 1,53% SD fiir den DG und bei
8,34% + 1,24% SD fiir das CA3. 30 Minuten nach Exposition gegeniiber Kontext A war
hingegen wieder das Ausgangsniveau in beiden Regionen erreicht, was in der Gruppe A30
durch einen Mittelwert von 0,90% =+ 0,36% SD fiir den DG und von 2,30% =+ 0,77% SD fiir
das CA3 abgebildet wurde. Zwischen der Gruppe hc und A30 war somit kein signifikanter
Unterschied an Zellen mit nukledrem Signal innerhalb des DG und im CA3 zu verzeichnen

(hc vs. A30: p > 0,05 jeweils fiir den DG und das CA3).
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3.4.2 Zytoplasmatische Signallokalisation

Ein Nachweis der zytoplasmatischen Signale war nur mit der Sonde zif268 mdoglich. Egr-1
konnte zytoplasmatisch nur in Einzelfdllen und hier als entsprechende Artefakte
nachgewiesen werden. In der nachfolgenden Statistik sind damit nur zytoplasmatische Signale
aufgefiihrt, welche mittels zif268 detektiert wurden.

Der Anteil an Zellen, die ein zytoplasmatisches Signal aufwiesen, war sowohl in der Gruppe
hc als auch in der Gruppe A5 sehr gering (Abbildung 13b). Fiir den DG lagen die Mittelwerte
bei 0,35% + 0,20% SD fiir die Gruppe hc und bei 0,55% =+ 0,22% SD fiir die Gruppe AS. Fiir
das CA3 lagen die Mittelwerte in diesen Gruppen bei 1,44% =+ 0,81% SD (hc) und bei 2,02%
+ 0,75% SD (AS5). Zwischen beiden Gruppen lagen fiir beide Bereiche somit keine
signifikanten Unterschiede vor (hc vs. AS fiir den DG und das CA3 jeweils p > 0,05). Bei der
Gruppe A30 war hingegen ein signifikanter Anstieg des Anteils an Zellen mit
zytoplasmatischem Signal im Vergleich zur Gruppe hc zu registrieren (DG: F (2, 6) = 32,81,
p = 0,0006; hc vs. A30: p = 0,0008; CA3: F (2, 6) = 24,02; p = 0,0014; hc vs. A30: p =
0,0021). Hier lag der Anteil an Zellen mit einem zytoplasmatischem Signal bei 1,56% =+
0,16% SD im DG und bei 6,25% + 1,17% SD im CA3.

Zellen mit nuklearem Signal Zellen mit zytoplasmatischem Signal
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Abbildung 13 Kontrolle der Methode der catFISH

Es sind die Ergebnisse der post-hoc-Tests fiir die Anteile an Zellen mit nukledrem (a) und
zytoplasmatischem (b) Signal von allen erfassten Zellen der jeweiligen Region im gesamten DG und
im gesamt CA3 fiir die Gruppen hc, A5 und A30 dargestellt.

Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. DG: Gyrus
dentatus; CA3: Cornu ammonis 3; ns: nicht signifikant; *: p < 0,05; **: p < 0,005; ***: p < 0,0005;
X p<0,0001
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3.4.3 Schlussfolgerungen aus der Kontrolle der Methode fiir die weiteren

Ergebnisse

Die Funktionalitit der hier angewandten Methode als catFISH ist fiir diese Arbeit ein
entscheidendes Kriterium und gilt als Voraussetzung flir die Korrektheit der weiteren
Ergebnisse. Aus diesem Grund sollen die Ergebnisse der vorangegangenen beiden Kapitel
bereits an dieser Stelle diskutiert werden und damit ein Ausblick zur grundsitzlichen
Interpretierbarkeit dieser geschaffen werden.

In Kapitel 1.2.6.2 wurde bereits ndher ausgefiihrt, dass ein Nachweis der mRNA und der pré-
mRNA des zif268/egr-1-Gens bereits wenige Minuten nach lernassoziierter
Gedédchtnisaktivitdt moglich sein soll. Zusétzlich sollen Transportvorgéinge einsetzen, welche
die mRNA in das Zytoplasma transportieren, wo sie nach einer Zeit von ca. 30 Minuten
abgrenzbar sein soll (Guzowski et al., 1999). Ebenso soll es zu einer raschen Prozessierung
der pra-mRNA innerhalb weniger Minuten kommen (Horn, 2018, S. 290ff). Zu dem
Zeitpunkt 30 Minuten nach Exposition soll die Transkription bereits wieder sistiert haben,
wodurch nukleédr kein Nachweis von mRNA oder pra-mRNA mehr moglich sein soll. Diese
Vorginge sind in den hier aufgefiihrten Ergebnissen hervorragend abzugrenzen (Abbildung
13; Abbildung 14). So war in der Gruppe A5 ein signifikanter Anstieg des Anteils an Zellen
mit nukledrem Signal zu erkennen, welcher 30 Minuten spiter in der Gruppe A30 nicht mehr
nachzuweisen war. Dies bestétigt den Transport beziehungsweise die nukledre Prozessierung
von pra-mRNA und mRNA. Eine prolongierte Transkription wie bei Arc ist an dieser Stelle
demzufolge auszuschlieBen (Ramirez-Amaya et al., 2013). Der regelrechte und zeitabhéngige
Transport der mRNA in das Zytoplasma wird ebenfalls durch den signifikanten Anstieg des
Anteils an Zellen mit zytoplasmatischem Signal in der Gruppe A30 bestétigt. Ein verfriihter
Transport von dieser ins Zytoplasma ist dabei aufgrund eines nicht vorhandenen signifikanten
Unterschieds im Anteil an Zellen mit zytoplasmatischem Signal zwischen den Gruppen hc
und AS auszuschlieBen. Eine regelrechte Nutzung der hier verwendeten Methode zur catFISH
ist demzufolge gewdhrleistet und von einer Korrektheit der nachfolgenden Ergebnisse kann
grundsitzlich ausgegangen werden.

Zusatzlich sei an dieser Stelle anzumerken, dass fiir den DG ein deutlich hoherer Anteil an
Zellen mit nukledrem Signal bei der Gruppe AS registriert werden konnte als an Zellen mit
zytoplasmatischem Signal bei der Gruppe A30 (DG: p =0,0027; CA3: p = 0,0174). Hier wire
zu erwarten, dass diese Werte nicht voneinander abweichen, da die nukledre mRNA ins

Zytoplasma transportiert wird und bei gleich vielen Zellen ein spéteres zytoplasmatisches
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Signal zu detektieren sein miisste, wie es zuvor bei nukledren Zellen zu registrieren war. Auf
diesen Aspekt soll jedoch an einem spéteren Zeitpunkt in Kapitel 4.1.1 ndher eingegangen

werden, wenn auch die Ergebnisse der weiteren Gruppen vorgestellt wurden.

100 um
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300 pm 100 pm
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Abbildung 14 Exemplarische Aufnahmen der Kontrollgruppen

(a), (d) und (g) zeigen exemplarische Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie nach durchgefiihrter
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. Dargestellt ist jeweils ein mittlerer Schnitt durch die rechtsseitige
Hippocampusformation von Mausen der Gruppe hc (a-c), der Gruppe A5 (d-f) und der Gruppe A30 (g-
1). Exemplarische Beschriftung der Subregionen des Gyrus dentatus (DG) und des Cornu ammonis 3
(CA3) in (a). Die weilen Linien in (a) markieren jeweils die Grenzen zwischen den einzelnen
Subregionen. Die weillen Boxen markieren die Ausschnitte fiir (b), (c), (e), (f), (h) und (i). (b), (¢) und
(h) stellen vergroBerte Ausschnitte aus dem suprapyramidalen Gyrus dentatus (spDG) dar. (¢), (f) und
(i) sind vergroBerte Ausschnitte aus der Subregion des Cornu ammonis 3 b (CA3b). Die Signale der
Sonde zif268 sind in Rot und diejenigen der Sonde egr-1 in Griin dargestellt. Zellkerne sind nach
Markierung mittels Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in Blau abgebildet. Zu sehen sind nur vereinzelte
nukledre und zytoplasmatische Signale in (a-c), deutlich vermehrte nukleére Signale in der Gruppe A5
(d-f) bei weitgehend fehlenden zytoplasmatischen Signalen sowie deutlich vermehrte zytoplasmatische
Signale in der Gruppe A30 (g-i) bei hier weitgehend fehlenden nukleédren Signalen.

spDG: suprapyramidaler Gyrus dentatus; ipDG: infrapyramidaler Gyrus dentatus; CA3c: Cornu
ammonis 3 ¢; CA3b: Cornu ammonis 3 b; CA3a: Cornu ammonis 3 a
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3.5 Verhiltnisse der neuronalen Aktivitit im Vergleich zweier

konstanter oder differenter Kontexte

3.5.1 Einfluss der wiederholten Erkundung einer Umgebung auf die

Rekrutierung von Neuronen

Die Méuse der Gruppe AA wurden mit einem Abstand von 25 Minuten wiederholt dem
Kontext A ausgesetzt. Die Auswertung der Anteile an Zellen, welche ein nukledres Signal
aufwiesen, und die der Anteile an Zellen, welche ein zytoplasmatisches Signal aufwiesen,
fiihrte hierbei zu sehr dhnlichen Groen der aktivierten Neuronenensembles (Abbildung 15a).
Bei Betrachtung der gesamten Region des DG und des gesamten CA3 waren keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich der Anteile nukledr und zytoplasmatisch aktivierter
Zellen zu finden (F (1, 12) = 1,006; p = 0,3358). Im DG wurden im Mittel 1,49% + 0,49% SD
der Zellen bei einer ersten Erkundung des Kontextes A rekrutiert, wahrend bei der zweiten
Expositionsphase im Mittel 1,61% =+ 0,43% SD der Zellen aktiviert wurden. Im CA3 fielen
die Neuronenensembles etwas grofler aus. Hier wurden bei der ersten Erkundung im Mittel
5,53% =+ 2,13% SD der Neurone rekrutiert. Bei wiederholter Erkundung ergab sich ein Anteil
von 6,63% + 0,98% SD.

Auch eine Betrachtung der Subregionen des DG und vom CA3 erbrachte dhnliche Ergebnisse
(Abbildung 15b). In keiner der Subregionen wurden signifikante Unterschiede registriert (F
(1, 30) = 3,32; p = 0,0784). Im CA3c und CA3b war lediglich ein leichter Trend zu einem
etwas hoheren Anteil an Zellen zu vernehmen, welche in der zweiten Expositionsphase
aktiviert wurden. Exemplarisch lag der Mittelwert des im ersten Kontext aktivierten Anteils

an Zellen im CA3c bei 4,23 % + 1,57% SD und bei 6,12% £ 0,96% SD im zweiten Kontext.

3.5.2 Einfluss der Erkundung von unterschiedlichen Umgebungen auf die

Rekrutierung von Neuronen
Ebenso wie bei der Gruppe AA lag bei der Gruppe AB im DG und CA3 ein dhnlicher Anteil
an aktivierten Zellen fiir die Erkundung des ersten und des zweiten Kontextes vor, obwohl bei
letzterer die Exposition gegeniiber einer neuen Umgebung stattgefunden hatte (Abbildung
15¢). Wéhrend im DG noch eine Tendenz zu einer leicht hoheren Zellaktivitidt bei der
Erkundung des Kontextes B im Vergleich zu der von Kontext A zu erkennen war, lag in CA3
bei einem Mittelwert des Anteils aktivierter Neurone von 4,99% + 1,10% SD in Kontext A

und von 5,17% = 0,98% SD in Kontext B kein nennenswerter Unterschied vor. In beiden
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Regionen blieben die Ergebnisse ohne Signifikanz (F (1, 16) = 1,146; p = 0,3004). Eine
vergleichbare Situation lag auch fiir alle Subregionen des DG und des CA3 vor (F (1, 40) =
1,725; p = 0,1966).

Der im DG beobachtete Trend zu einer leicht hoheren Zellaktivitit bei Erkundung des
Kontextes B konnte aufgeteilt nach seinen Subregionen vor allem im ipDG registriert werden
(Abbildung 15d). Hier wurden in Kontext A im Mittel 0,65% + 0,17% SD der Neurone
aktiviert, wahrend in Kontext B 1,29% =+ 0,38% SD rekrutiert wurden. Fiir den spDG war
dieser Trend nur dezent vorhanden. Exemplarische Beispiele der Signalausprigung in den

Gruppen AA und AB sind in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 15 Vergleich der Zellaktivierungen innerhalb von AA und AB

Dargestellt sind die Ergebnisse fiir die Anteile aktivierter Neurone im gesamten DG und im gesamten
CA3 fiir die Gruppe AA (a) und die Gruppe AB (c¢) sowie die Anteile aktivierter Neurone im spDG
und ipDG fiir die Gruppe AA (b) und die Gruppe AB (d).

Aufgefiihrt ist fiir jede Region der Vergleich zwischen dem Anteil an Neuronen mit nukledrem Signal
und dem mit zytoplasmatischem Signal. Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des
Mittelwertes sowie des Standardfehlers. DG: Gyrus dentatus; CA3: Cornu ammonis 3; spDG:
suprapyramidaler Gyrus dentatus; ipDG: infrapyramidaler Gyrus dentatus; ns: nicht signifikant
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Abbildung 16 Exemplarische Aufnahmen der Versuchsgruppen AA und AB

(a) und (d) zeigen exemplarische Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie nach durchgefiihrter
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. Dargestellt ist jeweils ein mittlerer Schnitt durch die rechtsseitige
Hippocampusformation von Mausen der Gruppe AA (a) und der Gruppe AB (d). Die weillen Boxen
markieren die Ausschnitte fiir (b), (c), (¢) und (f). (b) und (e) stellen vergroflerte Ausschnitte aus dem
suprapyramidalen Gyrus dentatus (spDG) dar. (¢) und (f) sind vergroBerte Ausschnitte aus der
Subregion des Cornu ammonis 3 b (CA3Db). Die Signale der Sonde zif268 sind in Rot und diejenigen
der Sonde egr-1 in Griin dargestellt. Zellkerne sind nach Markierung mittels Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) in Blau abgebildet. Zu sehen sind zahlreiche Zellen mit gleichzeitiger nukledrer und
zytoplasmatischer Signalauspragung sowie einzelne Zellen mit nur nukledren oder zytoplasmatischen
Signalen. Die Zellen mit gleichzeitiger Ausprigung beider Signalarten iiberwiegen hierbei leicht in
der Gruppe AA (a-c) im Vergleich zur Gruppe AB (d-f).
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3.6 Anteile aktivierter Neurone im Vergleich zwischen Gruppe

AA und Gruppe AB

3.6.1 Rekrutierung von Neuronen bei erster Erkundung von Kontext A

Die Neurone, welche bei der Erkundung des ersten Kontextes aktiviert wurden, wurden
sowohl in Gruppe AA als auch in Gruppe AB durch das Vorhandensein zytoplasmatischer
Signale charakterisiert. Wurden diese Anteile demzufolge zwischen beiden Gruppen
verglichen, so lieBen sich weder fiir den DG noch fiir das CA3 signifikante Unterschiede
registrieren (F (1, 14) = 0,6375; p = 0,4380; Abbildung 17a). Fiir den DG ergaben sich
Mittelwerte von 1,49% + 0,49% SD fiir die Gruppe AA und 1,14% = 0.19% SD fiir die
Gruppe AB. Fiir das CA3 lagen diese bei 5,53% =+ 2,13% SD (Gruppe AA) und bei 4,99% =+
1,10% SD (Gruppe AB). Auch der Vergleich bei Unterteilung in die einzelnen Subregionen
des DG sowie des CA3 ergab keine signifikanten Unterschiede (DG: F (1, 14) = 3,506; p =
0,0822; CA3: F (1, 21) =0,5869; p = 0,4521; exemplarisch Abbildung 17b).

3.6.2 Rekrutierung von Neuronen in der zweiten Expositionsphase

Fiir die Neurone, welche bei der Erkundung des zweiten Kontextes rekrutiert wurden, lag eine
Charakterisierung durch eine nukledre Signalausprigung vor. Wurden die Anteile dieser
Neurone zwischen den Gruppen AA und AB verglichen, so lagen erneut weder signifikante
Unterschiede fiir den gesamten DG vor noch fiir das gesamte CA3 (F (1, 14) = 3,632; p =
0.0774; Abbildung 17c). Im DG sind 1,61% =+ 0,43% SD der Zellen von Gruppe AA aktiviert
worden sowie 1,70% = 0,42% SD dieser von Gruppe AB. Fiir das CA3 lagen die
entsprechenden Werte bei 6,63% + 0,98% SD fiir Gruppe AA sowie bei 5,17% + 0,98% SD
fiir Gruppe AB. Bei dem zuletzt genannten Vergleich zeigen die Ergebnisse von Gruppe AA
dabei einen leichten Trend zu einer vermehrten Aktivierung von Zellen bei erneuter
Erkundung eines bekannten Kontextes. Dieser Trend entwickelte sich dabei zu einem
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen im CA3b (F (1, 21) = 11,00; p = 0,0033;
CA3b: AA vs. AB: p = 0,0363), wenn weiter zwischen den Subregionen differenziert wurde.
Es lag hier eine Aktivierung von 7,53% =+ 1,39% SD der Neurone im CA3b der Gruppe AA
vor, wahrend nur 5,34% = 1,55% SD der Neurone der Gruppe AB im entsprechenden Bereich
aktiviert wurden (Abbildung 17d). Bei allen weiteren Subregionen vom CA3 (p > 0,05 fiir das
CA3c und CA3a) und des DG (F (1, 14) = 0,2314; p = 0,6380) lagen ansonsten keine weiteren

signifikanten Unterschiede vor.
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Abbildung 17 Vergleich der rekrutierten Neurone im ersten und zweiten Kontext

Rekrutierte Neurone im gesamten DG und im gesamten CA3 wihrend der Erkundung des ersten (a)
und des zweiten Kontextes (c). Exemplarisch dargestellt ist auBerdem der Anteil an rekrutierten
Neuronen im CA3b wihrend der Erkundung des ersten (b) und des zweiten Kontextes (d).

Aufgefiihrt ist fiir jede Region der Vergleich zwischen der Gruppe AA und der Gruppe AB. Die
Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. DG: Gyrus
dentatus; CA3: Cornu ammonis 3; CA3b: Cornu ammonis 3 b; ns: nicht signifikant; *: p < 0,05
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3.6.3 Einfluss der Reexploration eines Kontextes und der Erkundung
zweier verschiedener Kontexte auf die wiederholte Aktivierung von

Neuronen

Neurone, welche in beiden Kontexten aktiviert wurden, stellten sich mit einer nukledren und
einer gleichzeitigen zytoplasmatischen Signalauspragung dar. Hierbei war eine signifikant
breitere Reaktivierung von Neuronen in der Gruppe AA im Vergleich zur Gruppe AB im DG
zu detektieren (F (1, 14) = 9,607; p = 0,0078; AA vs. AB im DG: p = 0.0115) (Abbildung
18a). Aufgeteilt in seine Subregionen (F (1, 14) = 16,39; p = 0,0012) lag dieser signifikante
Unterschied sowohl im spDG (p = 0,0246) als auch im ipDG (p = 0,0077) vor (Abbildung
18b). Bei einem Anteil doppelt aktivierter Zellen im spDG von 1,01% + 0,34% SD bei
Gruppe AA und einem Anteil von 0,54% + 0,13% SD in der Gruppe AB war der Unterschied
hierbei im spDG im Mittel etwas grofer als im ipDG. Im letzteren lagen die Anteile bei
0,46% + 0,08% SD (AA) und bei 0,21% + 0,11% SD (AB).

Im CA3 lag eine dhnliche Situation wie im DG vor. Auch fiir das gesamte CA3 lieB3 sich eine
Reaktivierung eines signifikant groeren Anteils an Neuronen bei Mausen der Gruppe AA
abgrenzen als bei jenen der Gruppe AB (F (1, 14) =9,607; p = 0,0078; AA vs. AB im CA3: p
= 0,0159). Nach Aufteilung vom CA3 konnte dieser Unterschied sowohl fiir das CA3b als
auch fiir das CA3a nachgewiesen werden (F (1, 21) = 18,98; p = 0,0003; AA vs. AB: CA3b: p
= 0,0134; CA3a: p = 0,0159; Abbildung 18c). Im CA3c lag hingegen kein signifikanter
Unterschied vor. Hier zeigte sich lediglich ein leichter Trend zu einem groferen Anteil
doppelt aktivierter Neurone fiir Gruppe AA. Die Unterschiede zwischen Gruppe AA und
Gruppe AB waren fiir das CA3b und das CA3a in diesem Rahmen anndhernd gleich. Fiir das
CA3b ergab sich ein Anteil von 3,78% + 1,39% SD fiir Gruppe AA sowie ein Anteil von
1,67% =+ 0,42% SD fiir Gruppe AB. Im CA3a lagen diese Anteile bei 3,70% + 1,44% SD fiir
AA und bei 1,87% = 0,48% SD bei AB.

Im Vergleich vom DG mit dem CA3 war aulerdem anzumerken, dass im CA3 signifikant
mehr Zellen reaktiviert wurden als im DG (Abbildung 18a). Dieser Sachverhalt traf sowohl
fiir die Gruppe AA (p = 0,0256) als auch fiir die Gruppe AB (p = 0,0003) zu. Der Unterschied
lag hier bei 3,29% + 1,29% SD im CA3 zu 0,77% + 0,22% SD im DG (Gruppe AA) sowie bei
1,79% =+ 0,34% SD im CA3 zu 0,40% + 0,11% SD im DG (Gruppe AB). Dies entspricht

einem Verhiltnis reaktivierter Zellen vom CA3 zum DG von mehr als 4 zu 1.
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Zusammengefasst zeigte damit ein deutlich groBerer Anteil der Neurone des DG und des CA3
bei Miusen der Gruppe AA Zeichen einer Reaktivierung als bei der Gruppe AB. Eine
Ausnahme stellte hierbei lediglich die Subregion des CA3c dar, fiir die keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden konnten. Gleichzeitig wurden im CA3 deutlich mehr

Neurone in beiden Kontexten aktiviert als im DG.
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Abbildung 18 Doppelt rekrutierte Neurone

(a) Wiederholt rekrutierte Neurone im gesamten DG und im gesamten CA3 mit Vergleich zwischen
den Gruppen AA und AB sowie mit Vergleich innerhalb der jeweiligen Gruppe zwischen dem DG
und dem CA3. (b) Wiederholt rekrutierte Neurone im spDG und ipDG (b) sowie im CA3c, CA3b und
CA3a (c) mit Vergleich zwischen den Gruppen AA und AB.

Aufgefiihrt ist fiir jede Region der Vergleich zwischen der Gruppe AA und der Gruppe AB. Die
Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. DG: Gyrus
dentatus; spDG: suprapyramidaler Gyrus dentatus; ipDG: infrapyramidaler Gyrus dentatus; CA3:
Cornu ammonis 3; CA3a: Cornu ammonis 3 a; ns: nicht signifikant; *: p < 0,05; **: p < 0,005; ***: p
<0,0005; ****: p <0,0001
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3.6.4 Einfluss der Reexploration eines Kontextes und der Erkundung
zweier verschiedener Kontexte auf den Ahnlichkeits-Score und die

Reaktivierungsraten
Der Ahnlichkeits-Score setzte die Anteile an doppelt aktivierten Zellen mit den Anteilen
insgesamt aktivierter Neuronen ins Verhiltnis. Eine vollstindige Reaktivierung aller in einem
Kontext aktivierten Neurone entspricht einem Ahnlichkeits-Score von 1,0. Zwei komplett
unterschiedliche Neuronenensembles werden durch einen Ahnlichkeits-Score von 0,0
beschrieben.
Der Ahnlichkeits-Score prisentierte ein sehr einheitliches Bild fiir alle Subregionen des DG
und des CA3 (Abbildung 19). Bereits bei der Auswertung des gesamten DG und des
gesamten CA3 lagen signifikant hohere Ahnlichkeits-Scores fiir die Gruppe AA im Vergleich
zu AB vor (F (1, 14) = 122.8; p < 0,0001). Fiir den DG lag dieser bei 0,54 + 0,04 SD fiir die
Gruppe AA sowie bei 0,35 = 0,05 SD fiir die Gruppe AB bei p = 0,0005. Im CA3 war fiir
Gruppe AA ein Ahnlichkeits-Score von 0,61 + 0,03 SD zu finden, wihrend dieser fiir die
Gruppe AB bei 0,36 = 0,04 SD lag. Der p-Wert betrug hier weniger als 0,0001. Derartige
Unterschiede traten sowohl fiir den spDG und den ipDG (F (1, 14) = 33,25; p < 0,0001;
spDG: p < 0,0001; ipDG: p = 0,0223) als auch fiir das CA3c, CA3b und CA3a auf (F (1, 21)
=144,7; p <0,0001; CA3c: p=0,0079; CA3b: p <0,0001; CA3a: p=0,0007). Ein Maximum
erreichte der Score dabei im CA3b mit bis zu 0,68.
Vergleichbare Ergebnisse ergab eine Auswertung der RR 1 und 2. Bei einer stirkeren
Aussagekraft des Ahnlichkeits-Scores und dessen bereits etablierter Anwendung in der
Literatur, sollen die Ergebnisse der Reaktivierungsraten hier jedoch nicht ndher ausgefiihrt
werden und konnen dem Anhang entnommen werden (Abbildung 30). Hervorzuheben sei
lediglich, dass keine signifikant hohere RR 2 fiir die Gruppe AA im Vergleich zu Gruppe AB
in der Subregion CA3c nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz hierzu war die RR 2 fiir
alle anderen Subregionen fiir die Gruppe AA signifikant hoher als in fiir Gruppe AB, ebenso
wie die RR 1 fiir alle Subregionen des DG und des CA3.

75



Ahnlichkeits-Score

1.0 *%k%k *kkk
I | I |
2 0.8
Q
m £l
o 0.64
=
(]
=
5 041 .o
-
:< 0.2'
0.0-
AA AB AA AB
a gesamter DG gesamt CA3
Subregionen des DG Subregionen von CA3
1.0 T ; * 1.09 **k *kkk k¥
_ i — I i [ i
S 0.8- £ 0.8 .
Q Q .
@ @
2 2
= =
x x .
£ =
2 S
€ =
= =
L =4
AA AB AA AB AA AB
b spDG ipDG (o] CA3c CA3b CA3a

Abbildung 19 Ahnlichkeits-Score

Dargestellt ist der Ahnlichkeits-Score fiir den gesamten DG und fiir das gesamte CA3 mit Vergleich
zwischen den Gruppen AA und AB in (a). Die Darstellung des Ahnlichkeits-Scores fiir den spDG und
ipDG mit Vergleich zwischen den Gruppen AA und AB erfolgte in (b) sowie fiir das CA3c, CA3b und
CA3ain (c).

Aufgefiihrt ist fiir jede Region der Vergleich zwischen der Gruppe AA und der Gruppe AB. Die
Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. DG: Gyrus
dentatus; spDG: suprapyramidaler Gyrus dentatus; ipDG: infrapyramidaler Gyrus dentatus; CA3:
Cornu ammonis 3; CA3c: Cornu ammonis 3 ¢; CA3b: Cornu ammonis 3 b; CA3a: Cornu ammonis 3
a; *: p<0,05; **: p <0,005; ***: p <0,0005; ****: p <0,0001
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3.7 Vergleich der neuronalen Aktivitit zwischen dem DG und

dem CA3

Wie es in Kapitel 3.6.3 bereits fiir den Anteil an doppelt aktivierten Neuronen aufgefiihrt
wurde, soll an dieser Stelle nochmals der Blick auf die Verhiltnisse zwischen dem Anteil
aktivierter Zellen im DG und dem CA3 gelegt werden. In Abbildung 17 fallen deutlich hohere
Werte fiir den Anteil an Zellen mit nukledrer als auch fiir den Anteil an Zellen mit
zytoplasmatischer Signalausprigung im CA3 verglichen mit dem DG auf. Ein statistischer
Vergleich dieser Anteile zeigte, dass im CA3 ein signifikant groBerer Anteil an Zellen
aktiviert wurde als im DG (Abbildung 20). Dies galt sowohl fiir den Anteil an Zellen mit
zytoplasmatischem Signal (AA: p =0,0005; AB: p = 0,0003) als auch fiir den Anteil an Zellen
mit nukledrem Signal (AA: p < 0,0001; AB: p < 0,0001). Zytoplasmatische Signale wurden
im DG im Mittel bei 1,49% + 0,49% SD der Neurone von Gruppe AA und bei 1,14% +
0,19% SD der Neurone von Gruppe AB detektiert, wohingegen dies im CA3 5,52% + 2,13%
SD in Gruppe AA und 4,99% + 1,10% SD in der Gruppe AB waren. Nukledre Signale wurden
im DG im Mittel bei 1,61% + 0,43 SD der Neurone der Gruppe AA und bei 1,70% + 0,42%
SD der von Gruppe AB detektiert, wohingegen diese im CA3 bei 6,63% % 0,98% SD in der
Gruppe AA und bei 5,17% + 0,98% SD in der Gruppe AB registriert wurden.
Zusammengefasst wurde somit unabhingig vom Kontext ein groferer Teil der Neurone des

CAZ3 aktiviert als dies im DG der Fall war.

Zellen mit zytoplasmatischem Signal Zellen mit nukledrem Signal

- f *** f - ****

) f 1 ) e |

&k k
';.3' 104 I | E 104 | *kk*k |
—_ h . d
c c .
= @
@ o
N N
Q

= £
2 o
= =
£ £
© 1]

AA AB AA AB AA AB AA AB
a gesamter DG gesamt CA3 b gesamter DG gesamt CA3

Abbildung 20 Vergleich der neuronalen Aktivitit zwischen dem DG und dem CA3

Rekrutierte Neurone im gesamten DG und im gesamten CA3 wihrend der Erkundung des ersten (a)
und des zweiten Kontextes (b).

Aufgefiihrt ist innerhalb jeder Gruppe der Vergleich zwischen dem DG und dem CA3. Die
Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. DG: Gyrus
dentatus; CA3: Cornu ammonis 3; ***: p < 0,0005; ****: p < 0,0001
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Ein Vergleich des Ahnlichkeits-Scores zwischen dem gesamten DG und dem gesamten CA3
innerhalb beider Gruppen erbrachte keine signifikanten Unterschiede (F (1, 14) = 4,844; p =
0,0450; DG vs. CA3 fiir AA und AB jeweils p > 0,05), wobei innerhalb der Gruppe AA das
Signifikanzniveau nur knapp verfehlt wurde (p = 0,0613). Der Ahnlichkeits-Score fiir die
Gruppe AA lag hierbei im DG bei 0,53 + 0,04 SD sowie im CA3 bei 0,61 + 0,03 SD
(Abbildung 21).

Ahnlichkeits-Score
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Abbildung 21 Vergleich des Ahnlichkeits-Scores zwischen dem DG und dem CA3

Ahnlichkeits-Score fiir den gesamten Gyrus dentatus (DG) und die Region des gesamten Cornu
ammonis 3 (CA3) fiir die Gruppen AA und AB mit jeweiligem Vergleich des Ahnlichkeits-Scores
zwischen beiden Regionen innerhalb der Gruppen.

Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. ns: nicht
signifikant
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3.8 Vergleich der neuronalen Aktivitit zwischen dem spDG und

dem ipDG

Bei Betrachtung der neuronalen Aktivitdt innerhalb des DG fielen markante Unterschiede
zwischen dem spDG und dem ipDG auf. Sowohl innerhalb der Gruppe AA als auch in der
Gruppe AB wurden bei Erkundung des ersten Kontextes signifikant mehr Zellen im spDG
aktiviert als im ipDG (F (1, 14) = 21,23; 0 = 0,0004; AA: p = 0.0300; AB: p = 0.0017). Hier
war bei durchschnittlich 1,86 £ 0,65 % der Neurone des spDG in AA und bei 1,52 £ 0,39 % in
AB ein zytoplasmatisches Signal zu detektieren, wéihrend dies im ipDG lediglich 1,01 + 0,39
% in der Gruppe AA und nur 0,65 = 0,17 % in der Gruppe AB waren (Abbildung 22a).
Entsprechend verhielt es sich bei der Erkundung des zweiten Kontextes (Abbildung 22b).
Auch hier konnten mit 1,95 £+ 0,61 % der Neurone des spDG der Gruppe AA und mit 2,02 +
0,48 % der Neurone des spDG der Gruppe AB signifikant mehr Zellen mit nukledrem Signal
registriert werden als im jeweiligen ipDG (F (1, 14) = 12,55; p = 0,0032; AA: p = 0.0408;
AB: p=10.0016). In diesem lag die Zellaktivitdt nur bei 1,16 + 0,25 % fiir die Gruppe AA und
bei 1,29 £ 0,38 % fiir die Gruppe AB.

Wurde nicht nur die Zellaktivitit verglichen, sondern auch der Ahnlichkeits-Score und die
Reaktivierungsraten, so waren hier unterschiedliche Ergebnisse zu beobachten. Sowohl beim
Ahnlichkeits-Score als auch bei der RR 1 konnten keine Unterschiede ausgemacht werden
(Ahnlichkeits-Score: F (1, 14) = 3,045; p = 0,1029; RR 1: F (1, 14) = 3,808; p = 0,0713;
exemplarisch Abbildung 22c). Ein Vergleich der RR 2 lieferte hingegen sowohl fiir die
Gruppe AA als auch fiir die Gruppe AB einen deutlich hoheren Anteil an reaktivierten
Neuronen im spDG als im ipDG (F (1, 14) = 25,39; p = 0,0002; AA = 0,0120; AB: p =
0,0029; Abbildung 22d). Im spDG wurden in der Gruppe AA 51,36 £ 5,06 % der Zellen,
welche im zweiten Kontext aktiviert wurden, auch schon im ersten Kontext aktiviert. Im
ipDG waren dies hingegen nur 40,27 + 2,36 % der Zellen. Fiir die Gruppe AB lagen die
Werte bei 27,70 + 6,23 % im spDG und bei 15,61 = 4,48 % im ipDG.

79



C

Abbildung 22 Vergleich zwischen dem spDG und dem ipDG
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Rekrutierte Neurone im suprapyramidalen Gyrus dentatus (spDG) und im infrapyramidalen Gyrus
dentatus (ipDG) der Gruppen AA und AB wihrend der Erkundung des ersten (a) und des zweiten

Kontextes (b). Aufgefiihrt sind auBerdem der Ahnlichkeits-Score (c) und die Reaktivierungsrate 2 (d)
fiir den spDG und den ipDG der Gruppen AA und AB.

Aufgefiihrt ist fiir jede Gruppe der Vergleich zwischen dem spDG und dem ipDG. Die Darstellung
erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. ns: nicht signifikant; *: p <
0,05; **: p <0,005
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3.9 Vergleich der neuronalen Aktivitit zwischen den Subregionen

des CA3
Fir den Vergleich der Subregionen vom CA3 wurden die Bereiche CA3b und CA3a

zusammengefasst. Diese Entscheidung basierte auf den vermuteten funktionellen
Unterschieden zwischen dem CA3c auf der einen Seite und dem CA3b und CA3a auf der
anderen Seite bezogen auf die Zuordnung zu Prozessen der Musterdifferenzierung sowie der
Musterkomplettierung, ebenso wie der Verarbeitung lokaler oder globaler Hinweise (Kapitel
1.2.7). Entsprechend sind diese in der nachfolgenden Statistik als gemeinsamer Bereich des
CA3b/a aufgefiihrt und werden durch die Mittelwerte beider Bereiche pro Maus représentiert.
Bei Betrachtung der Zellaktivitit wihrend der Erkundung des ersten Kontextes fielen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Subregionen auf (Abbildung 23a). Weder innerhalb
der Gruppe AA noch innerhalb der Gruppe AB waren in einer der Subregionen mehr Zellen
mit zytoplasmatischem Signal zu detektieren als in der jeweils anderen (F (1, 14) =1,928; p =
0,1867). Auch bei einem Vergleich der Zellaktivitit wahrend der Erkundung des zweiten
Kontextes konnte keine vermehrte oder verminderte Zellaktivitdt in einer der Subregionen
registriert werden (F (1, 14) = 0,2908; p = 0,5982; Abbildung 23b). Bei letzterer wurden in
der Gruppe AA im Mittel 7,05 = 1,06 % SD der Zellen im CA3b/a aktiviert, wihrend dies im
CA3c 6,12 + 0.96 % SD waren, was lediglich eine leichte Tendenz zu einer héheren Aktivitét
im CA3b/a anzeigen konnte. Ein entsprechender Vergleich fiir die Gruppe AB ergab diese

Tendenz hingegen nicht.
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Abbildung 23 Vergleich der Zellaktivitit zwischen den Subregionen des CA3

Rekrutierte Neurone im Cornu ammonis 3 ¢ (CA3c) und 3 b/a (CA3b/a) der Gruppen AA und AB
wihrend der Erkundung des ersten (a) und des zweiten Kontextes (b).

Aufgefiihrt ist innerhalb jeder Gruppe der Vergleich zwischen dem CA3c und CA3b/a. Die
Darstellung erfolgte unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. ns: nicht signifikant

81



Der Vergleich der Ahnlichkeits-Scores sowie der Reaktivierungsraten zwischen den
Subregionen erfolgte jeweils zwischen dem CA3b/a und dem CA3c sowie zwischen dem
CA3b/a und dem gesamten DG bezichungsweise zwischen dem CA3c und dem gesamten
DG. Wurde zunichst nur der Ahnlichkeits-Score betrachtet, so war bei diesem kein relevanter
Unterschied zwischen dem CA3b/a und CA3c festzustellen (p > 0,05; Abbildung 24a, b).
Auch ein Vergleich des gesamten DG mit dem CA3c erbrachte keine markanten Differenzen
(p > 0,05). Innerhalb der Gruppe AA war jedoch ein deutlich hoherer Ahnlichkeits-Score im
CA3b/a wahrzunehmen als im gesamten DG (H2 = 6,865; p = 0,0197; CA3b/a vs. DG: p =
0.0273). Dieser lag im CA3b/a bei 0,65 £+ 0,03 SD und bei 0,54 = 0,04 SD im gesamten DG.
Fiir die Gruppe AB war dieser Unterschied nicht zu registrieren (F (2, 12) = 0,7005; p =
0,5155). Die Betrachtung der RR 1 ergab insgesamt keine signifikanten Unterschiede (AA: Ha
=5,115;p=0,0741; AB: F (2, 12) = 0,6690; p = 0,5303).

Die Auswertung der RR 2 erbrachte hingegen ein umgekehrtes Bild bezogen auf die Gruppen
(Abbildung 24c, d). Anstelle eines signifikanten Unterschiedes zwischen dem CA3b/a und
dem gesamten DG innerhalb der Gruppe AA (F (2, 9) = 1,382; p = 0,2997) lag dieser fiir die
Gruppe AB vor (F (2, 12) = 8,015; p = 0.0062; DG vs. CA3a/b: p = 0,0053). Im CA3b/a lag
die RR 2 bei 33,45 £+ 3,16 % SD, wohingegen sie im gesamten DG nur bei 23,88 + 4,57 % SD
lag. Zwischen dem CA3c und dem gesamten DG konnten jedoch weiterhin keine

Unterschiede festgestellt werden (p > 0,05).

82



Ahnlichkeits-Score Ahnlichkeits-Score

AA AB
1.0+ * 1.04 ns
: : : |
o ns o ns
3ot N T s m
O
b — . 3 —
2 06 061
Q []
= = :
S 0.4 S 047 oo
c c
< 0-2- < 0.2-
0.0- 0.0-
a DG CA3c CA3b/a b DG CA3c CA3bla
Reaktivierungsrate 2 Reaktivierungsrate 2
AA AB
100+ i ns . 100+ . %k sk .
— I 1 — I 1
=2 ns 2 ns
°';‘ 80 o A %‘ 80 s A
& 60 . & 60+
c . c
= =
| S
Q404 2 401 .
> > D
8 204 g 204
o 12
0- 0-
c DG CA3c CA3bla d DG CA3c CA3bl/a

Abbildung 24 Vergleich des Ahnlichkeits-Scores und der Reaktivierungsrate 2 zwischen den
Subregionen des CA3 und dem DG

Ahnlichkeits-Score der Gruppe AA (a) und der Gruppe AB (b) sowie Reaktivierungsrate 2 fiir die
Gruppe AA (c) und die Gruppe AB (d) fiir den Gyrus dentatus (DG), das Cornu ammonis 3 ¢ (CA3c)
und 3 b/a (CA3b/a) der Gruppen AA und AB.

Aufgefiihrt ist fiir jede Gruppe der Vergleich zwischen dem CA3b/a und dem CA3c sowie zwischen
dem CA3b/a und dem gesamten DG beziehungsweise zwischen dem CA3c und dem gesamten DG.
Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. ns: nicht
signifikant; *: p < 0,05; **: p < 0,005
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3.10 Seitendifferenzen zwischen rechtshemispharaler und

linkshemisphiraler Hippocampusformation

Ein Vergleich der neuronalen Aktivitit zwischen den Anteilen der Hippocampusformationen
der rechten und linken Hemisphdre erfolgte weiterhin unterteilt in die jeweiligen
Experimentengruppen. So sollte ausgeschlossen werden, dass mogliche Unterschiede
zwischen den Gruppen in einer gemeinsamen Auswertung verloren gingen und signifikante
Unterschiede maskiert wurden. Entsprechend werden die Ergebnisse in den folgenden

Kapiteln weiterhin nach Gruppen aufgeteilt dargestellt.

3.10.1 Allgemeine neuronale Aktivitit

Nach seitengetrennter Auswertung der Anteile an Neuronen mit zytoplasmatischen
beziehungsweise nukledren Signalen waren weder fiir die Gruppe AA noch fiir die Gruppe
AB signifikante Unterschiede zwischen rechtem und linkem DG sowie zwischen rechtem und
linkem CA3 nachweisbar (DG: (F (1, 14) = 0,6335; p = 0,4394; CA3: F (1, 14) = 1,661; p =
0,2184; Abbildung 25). Auch nach Unterteilung in die einzelnen Subregionen wurde in keiner
von diesen ein signifikanter Unterschied registriert (fiir alle Subregionen: p > 0,05).
Exemplarisch wurden hier im ersten Kontext rechtsseitig 1,16% = 0,09% SD der Neurone des
CA3 in der Gruppe AB aktiviert, wihrend linksseitig 1,13% + 0,32% SD der Neurone des
CA3 aktiviert wurden.

Die Verarbeitung von Informationen schien damit die Aktivierung seitengleicher Anteile von

Neuronen der Regionen zu bewirken.
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Abbildung 25 Seitenvergleich der allgemeinen neuronalen Aktivitit

Rekrutierte Neurone im gesamten DG und im gesamten CA3 wihrend der Erkundung des ersten (a)
und des zweiten Kontextes (c) bei Méusen der Gruppe AA sowie rekrutierte Neurone in denselben
Regionen wihrend der Erkundung des ersten (b) und des zweiten Kontextes (d) bei Mausen der
Gruppe AB.

Aufgefiihrt ist flir jede Gruppe der Vergleich zwischen dem rechten und linken Anteil des DG und des
CA3. Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. DG:
Gyrus dentatus; CA3: Cornu ammonis 3; ns: nicht signifikant
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3.10.2 Rechtsseitig fiihrende Reaktivierung hippocampaler Neurone

Obwohl die Grofle der Neuronenensembles, welche bei der Erkundung von Umgebungen
aktiviert wurden, bihemisphéral anndhernd gleich zu sein schien, lieferte die Auswertung des
Ahnlichkeits-Scores interessante und von der allgemeinen Aktivitit abweichende Ergebnisse
(Abbildung 26).

Fiir die Gruppe AA lag ein signifikant hoherer Ahnlichkeits-Score im rechtsseitigen CA3
gegentliber dem linksseitigen vor (F (1, 14) = 23,71; p = 0,0002; rechts vs. links: AA: p =
0,0004). Dieser betrug fiir die Gruppe AA rechtsseitig 0,65 + 0,04 SD und linksseitig 0,52 +
0,03 SD. Fiir die Gruppe AB lagen die Werte im CA3 bei 0,38 + 0,04 SD rechts und bei 0,34
+ 0,04 SD links, womit kein relevanter Unterschied festgestellt werden konnte (rechts vs.
links AB: p = 0,2100). Aufgeteilt in die einzelnen Subregionen des CA3 war dieser
Unterschied im CA3b und CA3a der Gruppe AA zu detektieren (CA3c: F (1, 14) = 3,0002; p
=0,1051; CA3b: F (1, 14) = 7,863; p = 0,0141; rechts vs. links: AA: p = 0,0263; AB: p =
0,6385; CA3a: F (1, 14) = 12,31; p = 0,0035; rechts vs. links: AA: p = 0,0043; AB: p =
0,6111). Im Gegensatz hierzu lagen weder im gesamten DG noch in einzelnen seiner
Subregionen signifikante Unterschiede zwischen dem rechtsseitigen und dem linksseitigen
Ahnlichkeits-Score vor (jeweils p > 0,05).

Entsprechend des héheren Ahnlichkeits-Scores wurden somit scheinbar mehr Neurone rechts

im CA3 reaktiviert als links, wenn eine Umgebung wiederholt erkundet wurde.
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Abbildung 26 Seitenvergleich des Ahnlichkeits-Scores

Ahnlichkeits-Score fiir den gesamten DG und das gesamte CA3 fiir die Gruppe AA (a) und die Gruppe
AB (b).

Aufgefiihrt ist filir jede Gruppe der Vergleich zwischen dem rechten und linken Anteil des DG und des
CA3. Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. DG:
Gyrus dentatus; CA3: Cornu ammonis 3; ns: nicht signifikant; ***: p <0,0005
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3.11 Rostrokaudaler Gradient neuronaler AKtivitat

An dieser Stelle ist nochmals anzumerken, dass fiir jede Subregion zwar die absoluten Zahlen
an Zellen mit einem nukleédren oder zytoplasmatischen Signal erhoben wurden, in der Statistik
jedoch durchgehend mit dem Anteil dieser Zellen von der erfassten Gesamtzellzahl gearbeitet
wurde. Die unterschiedliche Gréfle des DG und des CA3 auf den verschiedenen
rostrokaudalen Ebenen der dorsalen Hippocampusformation stellte daher keinen
beeinflussenden Faktor fiir die Auswertung dar und die Daten konnten weiterhin

ordnungsgemal zwischen den verschiedenen Schnittebenen verglichen werden.

3.11.1 Allgemeine neuronale AKktivitat

Fiir die aktivierten Neurone bei der Erkundung des ersten Kontextes, welche auch hier durch
diejenigen Zellen mit zytoplasmatischer Signallokalisation reprédsentiert wurden, wurden
weder flir den gesamten DG noch fiir das gesamte CA3 signifikante Unterschiede zwischen
den verschiedenen rostrokaudalen Ebenen gefunden (DG: F (2, 20) = 1,359; p = 0,2796; CA3:
F (2, 20) =4.071; p = 0,0329; post-hoc-Test jeweils p > 0,05; Abbildung 27a, b). Hier lieBen
sich nur in einzelnen Subregionen und zudem nur in einer der Gruppen gewisse Unterschiede
nachweisen. So wurde bei der Gruppe AA ein signifikant groBerer Anteil an Zellen mit
zytoplasmatischem Signal in rostralen Ebenen des CA3a nachgewiesen als in kaudalen
Ebenen (F (2, 20) = 6,523; p = 0,0066; rostral vs. kaudal: AA: p = 0,0440; AB: p = 0,0738).
Hier lag der Anteil an aktivierten Zellen bei 8,43% + 2,36% SD in rostralen Ebenen und bei
4,46% + 0,72% SD 1in kaudalen Ebenen. Weiterhin wurde in beiden Gruppen ein signifikant
groflerer Anteil an aktivierten Zellen in rostralen Ebenen des ipDG verglichen mit kaudalen
Ebenen nachgewiesen (F (2, 20) = 10,30; p = 0,0008; rostral vs. kaudal: AA: p =0,0083; AB:
p = 0,0332). Hier betrug der Anteil an aktivierten Neuronen exemplarisch fiir die Gruppe AB
1,13% =+ 0,20% SD 1n rostralen Ebenen und 0,27% =+ 0,21% SD in kaudalen Ebenen. Die
weiteren Subregionen des DG und des CA3 beider Gruppen zeigten keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 31).

Fiir diejenigen Neurone, welche bei der Erkundung des zweiten Kontextes rekrutiert wurden,
war in der Gruppe AB erneut ein signifikant groBerer Anteil in den rostralen Ebenen des
ipDG verglichen mit dessen kaudalen Ebenen zu registrieren (F (2, 20) = 6,540; p = 0,0065;
rostral vs. kaudal: AA: p=0,1179; AB: p =0,0393). Dariiber hinaus lagen keine Unterschiede
fiir die Subregionen des DG in Gruppe AA oder Gruppe AB vor, wodurch weder fiir den
gesamten DG in der Gruppe AA noch fiir den in der Gruppe AB ein signifikanter Unterschied
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vorlag (F (2, 20) = 1,957; p = 0,1674; Abbildung 27c, d). Im CA3 lie} sich hingegen in
verschiedenen Subregionen ein rostral groflerer Anteil an aktivierten Neuronen nachweisen
(Abbildung 32), was sich auch auf das Ergebnis bezogen auf das gesamte CA3 auswirkte (F
(2,20)=26,80; p <0,0001; rostral vs. kaudal: AA: p=0,0002; AB: p=0,0002). So fand sich
sowohl in Gruppe AA als auch in Gruppe AB ein signifikanter Unterschied fiir die Subregion
CA3b (F (2, 20) = 16,89; p < 0,0001; rostral vs. kaudal: AA: 0,0004; AB: p = 0,0071). Die
Mittelwerte lagen dabei fiir Gruppe AA rostral bei 10,53% + 2,31% SD und kaudal bei 4,31%
+ 1,90% SD sowie fiir Gruppe AB rostral 7,52% + 2,24% SD und kaudal 3,15% = 0,73% SD.
Ebenso wurde in rostralen Ebenen ein signifikant groBerer Anteil an Neuronen des CA3c in
beiden Gruppen rekrutiert als in kaudalen Ebenen (F (2, 20) = 16,82; p < 0,0001; rostral vs.
kaudal: AA: p=0,0067; AB: p=0,0008).
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Abbildung 27 Rostrokaudaler Vergleich der allgemeinen neuronalen Aktivitit

Rekrutierte Neurone im gesamten DG und im gesamten CA3 wihrend der Erkundung des ersten
Kontextes bei Méausen der Gruppe AA (a) und AB (b) sowie rekrutierte Neurone bei Méusen der
Gruppe AA (c) und der Gruppe AB (d) in denselben Regionen wihrend der Erkundung des zweiten
Kontextes.

Aufgefiihrt ist fiir jede Gruppe der Vergleich zwischen den rostralen und kaudalen Ebenen des DG
und des CA3. Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des
Standardfehlers. DG: Gyrus dentatus; CA3: Cornu ammonis 3; ns: nicht signifikant; ***: p <0,0005
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3.11.2 Rostral fiihrende Reaktivierung hippocampaler Neurone

Auch der Ahnlichkeits-Score  wurde fiir die  verschiedenen Ebenen  der
Hippocampusformation berechnet. Weder fiir den gesamten DG noch fiir seine Subregionen
waren hierbei signifikante Unterschiede wahrzunehmen (DG: F (2, 20) = 1,983; p = 0,1638;
Abbildung 28).

Fiir das gesamte CA3 konnte hingegen ein rostral hoherer Ahnlichkeits-Score innerhalb
beider Gruppen nachgewiesen werden (F (2, 20) = 14,72; p = 0,0001; rostral vs. kaudal: AA:
p = 0,0006; AB: p =0,0181). Sein Mittelwert lag bei der Gruppe AA in den rostralen Ebenen
exemplarisch bei 0,67 + 0,04 SD und bei 0,51 + 0,05 SD fiir die kaudalen Ebenen. Bei einer
Untersuchung der einzelnen Subregionen des CA3 lieBen sich wiederum keine Unterschiede
finden (jeweils p > 0,05). Gleichzeitig ist der Ahnlichkeits-Score fiir alle Ebenen in CA3 in
der Gruppe AA hoher als in der Gruppe AB (F (1, 20) = 133,2; p < 0,0001; rostral: p <
0,0001; mittig: p < 0,0001; kaudal: p < 0,0001). Zusammengefasst ist also bei Betrachtung
des gesamten CA3 eine rostral und in der Gruppe AA fiihrende Reaktivierung von Neuronen

zu beobachten.
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Abbildung 28 Rostrokaudaler Vergleich des Ahnlichkeits-Scores

Ahnlichkeits-Score fiir den gesamten DG und fiir das gesamte CA3 bei Mausen der Gruppe AA (a)
und bei Mausen der Gruppe AB (b).

Aufgefiihrt ist fiir jede Gruppe der Vergleich zwischen den rostralen und kaudalen Ebenen des DG
und des CA3. Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des
Standardfehlers. DG: Gyrus dentatus; CA3: Cornu ammonis 3; ns: nicht signifikant; *: p < 0,05; **: p
< 0,005
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente legen dar, dass diese Studie nicht nur
bisherige Daten zur Zellaktivitit in unterschiedlichen Regionen der Hippocampusformation
bestdtigt hat, sondern auch in verschiedener Hinsicht neue wissenschaftliche Erkenntnisse zu
ihrer funktionellen Heterogenitét erbracht hat. Neben der Etablierung der Verwendung der
prai-mRNA-Sonde egr-1 und der Bestdtigung ihrer Funktionalitit im Rahmen der catFISH
wurden aufgrund der dezidierten Aufteilung in die Subregionen des DG und des CA3 bei
Nutzung der gleichen Sonden zahlreiche neue Erkenntnisse zu der funktionellen Zuordnung
dieser zu Prozessen der Musterdifferenzierung und der Musterkomplettierung sowie zu ihrer
funktionalen Zusammenarbeit gewonnen. Es wurde einerseits bestitigt, dass die Groe einer
aktivierten Neuronenpopulation nicht abhidngig von den Charakteristika oder der Neuheit
einer Umgebung ist, sondern in verschiedenen unbekannten Kontexten gleicher Grof3e in etwa
auch gleich viele Neurone aktiviert werden (Nakamura et al., 2010). Gleichzeitig wurde
ebenso eine nur spdrliche Aktivitit der Neurone des DG verglichen mit denen des CA3
aufgezeigt, von der angenommen wird, dass sie zum Prozess der Musterdifferenzierung sowie
zu dessen Kapazitdt beitrdgt (Leutgeb et al., 2007, Schmidt et al., 2012a).

Neben diesen bekannten Aspekten hat sich jedoch auch ein einheitliches Bild des CA3 als
Reaktion auf die erneute Erkundung einer Umgebung und die Erkundung zweier
verschiedener Umgebungen gezeigt, wihrend gleichzeitig auch geringe Unterschiede
zwischen dessen Subregionen nachgewiesen werden konnten. Die einheitliche Reaktion steht
nun teilweise im Gegensatz zu den in der Literatur genannten Hypothesen und stellt einige der
bisherigen Annahmen in Frage (Lee et al., 2015). Uber diese in der Wissenschaft teils
umfassend diskutieren Aspekte hinaus, wurden Hinweise auf eine seitendifferente
Verarbeitung von Informationen sowie zu einer unterschiedlichen Einbeziehung
verschiedener rostrokaudaler Ebenen des dorsalen Hippocampus in die genannten Prozesse
gefunden.

Auf diese bekannten sowie neuartigen Erkenntnisse soll nun in den nachfolgenden Kapiteln
ndher eingegangen und diese mit Blick auf die bis dato bestehenden Hypothesen diskutiert

werden.
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4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Nutzbarkeit des IEG zif268/egr-1 fiir den DG und das CA3 im
Rahmen der catFISH

In den meisten vorangegangenen Studien wurde zur Detektion einer neuronalen Aktivitét das
IEG Arc verwendet. Der Grund hierfiir bestand darin, dass bereits friith nachgewiesen wurde,
dass Arc eine verldssliche Transkription bei Plastizitits-abhidngigen Prozessen innerhalb der
Hippocampusformation aufweist (Gheidi et al., 2012, Guzowski et al., 1999, Hoang et al.,
2018, Kubik et al., 2007). In erster Linie wurde Arc jedoch genutzt, um die Aktivitit von
Pyramidenzellen im CA3 und CAl zu untersuchen, da sich fiir Arc eine prolongierte
Transkription in Krnerzellen des DG nachweisen lie8 und hiermit eine Verwendung von Arc
fiir die catFISH deutlich eingeschrinkt wurde (Maple et al., 2017, Ramirez-Amaya et al.,
2013). Fiir die catFISH im Bereich des DG wurde so unter anderem zif268/egr-1 verwendet
(Gheidi et al., 2013, Marrone et al., 2011, Satvat et al., 2011). In den meisten Fillen wurden
jedoch entweder der DG oder das CA3 bzw. das CAl untersucht und nur selten fand eine
kombinierte Untersuchung beider Regionen statt. Wurden beide Regionen gleichzeitig
betrachtet, so erfolgte die Detektion der Zellaktivitdt abhingig von der Region dennoch mit
Arc fiir das CA3 und mit zif268/egr-1 fiir den DG und nicht einheitlich mit einem der beiden
IEGs (Grella et al., 2019). Bisher lagen somit noch keine Studien vor, welche den DG und das
CA3 einheitlich mit zif268/egr-1 untersucht haben. Die generelle Nutzbarkeit von zif268/egr-
1 fiir die Analyse des CA3 und des DG wurde zuvor jedoch schon angedeutet und im gleichen
Schritt konnte gezeigt werden, dass zif268/egr-1 einen direkten Einfluss auf die Transkription
von Arc besitzt (Li et al., 2005). Hierdurch waren wiederum verléssliche Ergebnisse fiir den
Nachweise der neuronalen Aktivitdt, wie sie es mit Arc waren, zu erwarten. Um erstmals eine
entsprechende Vergleichbarkeit vom DG und CA3 zu schaffen, sollte in dieser Arbeit
schlieBlich nur das IEG zif268/egr-1 genutzt werden.

Betrachten wir die Ergebnisse der Kontrollgruppen dieser Arbeit, so wurde in Kapitel 3.4.3
bereits erortert, dass wir sowohl im DG als auch im CA3 plausible Ergebnisse mit der Sonde
zif268 erhalten haben. Gleichzeitig wurde in dieser Arbeit die pra-mRNA-Sonde egr-1
verwendet, um eine zusétzliche Kontrolle der nukledren Signalausprigung zu erhalten. Da 30
Minuten nach Exposition zytoplasmatisch kein Nachweis von egr-1 moglich war und die
nukleédre Zellaktivitét, basierend auf der gleichzeitigen nukledren Detektion von zif268 und

egr-1, anschauliche Ergebnisse lieferte, wurde auch die Funktionalitit von egr-1 bestatigt.
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Ein in Kapitel 3.4.3 angemerkter Punkt ist jedoch der deutlich hohere Anteil an Zellen mit
einem nukledren Signal in der Gruppe A5 als der Anteil an Zellen mit einem
zytoplasmatischem Signal in der Gruppe A30, welche prinzipiell {ibereinstimmen miissten
(Abbildung 13). Ein Vergleich dieser Zahlen lieferte sowohl fiir den DG als auch fiir das CA3
einen signifikant groBeren Anteil an Zellen, welche ein nukledres Signal aufwiesen (gesamter
DG: p = 0.0027; gesamtes CA3: p = 0.0174). Geht man davon aus, dass bei der Erkundung
einer Umgebung immer ein gleicher Anteil der Neurone des DG und des CA3 aktiviert wird,
wie es in Kapitel 3.5.1 fiir die Gruppen AA und AB sowie auch in anderen Studien gezeigt
wurde (Chawla et al., 2005), so diirfte dieser Unterschied hier nicht nachweisbar gewesen
sein. Ein moglicher Ansatz, diese Verhéltnisse der Zellaktivitdt zu erkldren, wire eine nicht
ausreichend sensible Detektion beziehungsweise Auszédhlung der zytoplasmatischen Signale.
Beachtet man, dass mittels zif268 sowohl die nukledre als auch die zytoplasmatische mRNA
nachgewiesen wird, so ldsst sich die Hypothese aufstellen, dass die mRNA in der
anschlieBenden Mikroskopie nukleér leichter und somit bei einem niedrigen Grenzwert der
Fluoreszenzintensitét zu detektieren ist, da die mRNA hier noch gesammelt im Kern vorliegt.
Wird diese anschlieBend ins Zytoplasma transportiert, so wird die mRNA auf ein groferes
Volumen verteilt und die detektierbare Fluoreszenzintensitét sinkt. Demzufolge konnte die
Behauptung aufgestellt werden, dass fiir die Detektion der zytoplasmatischen Signale ein
niedrigerer Grenzwert der Signalintensitit verwendet werden miisste als fiir die nukleédren. In
den hier verwendeten Einstellungen wire demzufolge bei Zellen, welche moglicherweise eine
etwas schwichere Transkription von mRNA aufgewiesen hitten, noch eine nukledre
Signaldetektion moglich gewesen, wihrend diese zytoplasmatisch nicht mehr gelungen wire.
Gegen diese Hypothese spricht jedoch, dass derartige Unterschiede bei allen ausgewerteten
Gruppen vorgelegen haben miissten, hitten diese auf dem hypothetischen, eben aufgefiihrten
Methodenfehler beruhen. Vergleichen wir die Anteile an aktivierten Zellen des DG und des
CA3 der Gruppen AA und AB mit denen der Gruppen AS und A30, so lagen diese im
gleichen Bereich wie diejenigen der Gruppe A30. Sowohl die Anteile an Neuronen mit
nukledrem als auch die mit zytoplasmatischem Signal befanden sich hier bei 1 — 2 % fiir den
DG und bei 5 — 6 % fiir das CA3, wihrend die Anteile an Zellen mit nukledrem Signal in der
Gruppe AS bei 7 — 8 % fiir den DG und bei 8 — 9 % fiir das CA3 lagen. Demzufolge muss die
Fehlerquelle bei der Gruppe AS gelegen haben und nicht bei der Detektion der
zytoplasmatischen Signale.

Eine mogliche Erklarung fiir derart hohe Werte bei der Gruppe A5 wire hingegen eine

fehlerhafte und von denen der anderen Gruppen abweichende Handhabung der Versuchstiere
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gewesen. So besteht hier die Moglichkeit, dass der Untersucher, welcher die Tiere in die
Arenen gesetzt und anschlieend dekapitiert hat, bei den Mausen der Gruppe A5 noch keine
ausreichende praktische Erfahrung oder Routine hatte, da die Méause der Gruppe A5 die ersten
waren, welche die Arenen erkundet haben und dekapitiert wurden. Eine Verzogerung der
Dekapitation durch Probleme der Handhabung oder der nicht ausreichenden Ubung der
Dekapitation kann bei dieser Gruppe zu zusitzlichen Erfahrungen und Eindriicken bei
gleichzeitig auch moglicher Angst der Méduse gefiihrt haben, die zu einer verstirkten
neuronalen Aktivitdt beigetragen haben konnte. Demzufolge hétte hier ein grof3erer Anteil an
Neuronen sowohl im DG als auch im CA3 eine nukledre Signalauspriagung gezeigt. Eine
andere Erkldrung fiir die abweichenden Ergebnisse der Gruppe A5 im Vergleich zu allen
anderen Gruppen, basierend auf der weiteren Methodik kann letztlich nicht vorgelegen haben,
da die Einstellungen fiir alle weiteren Arbeitsschritte konstant gehalten und so dokumentiert
wurden. Gleichzeitig wurde die FISH bei Gewebeschnitten verschiedener Méuse gleichzeitig
durchgefiihrt und kann somit auch keine Abweichungen nur von dieser Gruppe erklaren.

Auch wenn die Werte fiir die Gruppe A5 etwas hdher waren, bestétigen deren Ergebnisse in
Zusammenschau mit denen der anderen Gruppen dennoch die Funktionalitdt der Methode und

lassen keinen Zweifel an einer Verwertbarkeit der Ergebnisse autkommen.
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4.2 Die Zellaktivitit bei der Erkundung gleicher oder

verschiedener Kontexte

4.2.1 Einheitliche Aktivierung von Neuronenensembles unabhingig von

der Bekanntheit einer Umgebung

Eines der auffilligsten Charakteristika des DG, weshalb ihm bereits friih die Rolle der
Musterdifferenzierung zugeschrieben wurde, ist die nur sparliche Zellaktivitét, welche er auch
bei der Erkundung neuer Umgebungen demonstriert (Alme et al.,, 2010, Jung und
McNaughton, 1993, Leutgeb et al., 2007, Schmidt et al., 2012a). Betrachten wir diese
sparliche Zellaktivitit in den verschiedenen hier prisentierten Situationen, so fallt auf, dass
die GroBe der rekrutierten Neuronenensembles immer in etwa konstant war. Wir haben
diesbeziiglich keine Unterschiede im Anteil aktivierter Neurone des DG und des CA3
zwischen der ersten und der zweiten Erkundung von Kontext A registriert, ebenso wie
zwischen der Erkundung von Kontext A und der von Kontext B fiir beide Regionen (Kapitel
3.5). Wie es bereits von Chawla et al. (2005) fiir den DG beschrieben wurde, scheint damit
sowohl im DG als auch im CA3 unabhédngig von der Neuheit oder der Bekanntheit eines
Kontextes immer eine in etwa gleich grofle Neuronenpopulation aktiviert zu werden. Wie es
sich anteilig aus den Ergebnissen von Nakamura et al. (2010) fiir das CAl ableiten lasst,
scheint der Anteil an rekrutierten Neuronen damit eher von der GroBe einer Umgebung
abzuhéngen. Inwieweit dies jedoch auch fiir den DG und das CA3 zutrifft, gilt es noch
konkreter in weiteren Studien herauszufinden.

Zusammengefasst ldsst sich jedoch behaupten, dass die Grofle einer im DG oder im CA3
rekrutierten Neuronenpopulation damit unabhéngig von der Neuheit, der Bekanntheit oder
von der Form beziehungsweise der Art von Objekten ist, welche in einer Umgebung
vorhanden sind. Lediglich, ob gleiche oder neue Neurone aktiviert werden, scheint von diesen

Parametern abzuhédngen.

4.2.2 Die Zellaktivitiit innerhalb des DG

Dem DG wird bereits seit vielen Jahrzehnten der Prozess der Musterdifferenzierung
zugewiesen (Kesner, 2018, Knierim und Neunuebel, 2016, Marr, 1971, Meyer und Radulovic,
2021, Treves und Rolls, 1994). Bisher wurde jedoch das CAl am griindlichsten auf

Unterschiede seiner Subregionen entlang der transversalen Achse vom CA2 zum Subiculum
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untersucht und erst wenige Studien haben sich mit Unterschieden und Gemeinsamkeiten
zwischen den Subregionen des DG beschiftigt. Sowohl die Ergebnisse dieser Arbeit als auch
diejenigen einiger weniger Arbeiten der letzten Jahre lassen jedoch vermuten, dass der spDG
und der ipDG unterschiedlich an der Prozession von Informationen beteiligt sind (Chawla et
al., 2005, Meyer und Radulovic, 2021). Urséchlich dafiir, dass derartige Unterschiede iiber
langere Zeit nicht entdeckt oder untersucht wurden, konnte unter anderem gewesen sein, dass
viele Studien eine vergleichbare Innervation des spDG und ipDG durch den MEC und LEC
beschrieben haben, wodurch primdr keine Hinweise fiir Differenzen zwischen diesen
ersichtlich waren (van Groen et al., 2003, Witter et al., 1989, Witter, 1993). Lediglich in
einzelnen Studien wurde eine fithrende Innervation des spDG vom LEC beschrieben, welche
jedoch in einer Metaanalyse von 21 Tracer-Experimenten nicht bestitigt werden konnte
(Tamamaki, 1997, Witter, 2007b, Wyss, 1981).

Vor allem haben Chawla et al. (2005) Unterschiede nachgewiesen, welche konkret darin
bestanden, dass nach der Erkundung einer Umgebung zwar eine deutlich vermehrte
Expression des IEGs Arc im spDG zu registrieren war, eine derartige Zellaktivitdt im ipDG
allerdings nicht nachgewiesen werden konnte. In diesem lag die Anzahl an Zellen, welche
eine Transkription von Arc aufwiesen, nur im gleichen Bereich wie die der Kontrollgruppe,
die keine Umgebung erkundet hatte. Entsprechend wurde davon ausgegangen, dass nur der
spDG an der Verarbeitung und damit der Musterdifferenzierung rdumlicher Informationen
beteiligt wire. Eine Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit legt jedoch dar, dass sowohl der
spDG als auch der ipDG bei der Erkundung rdaumlicher Umgebungen aktiviert werden und
beide einen Beitrag zur Musterdifferenzierung leisten. Ein Vergleich der Zellaktivititen unter
den Kontrollgruppen zeigte bereits, dass nicht nur im gesamten DG, sondern in beiden
Subregionen eine vermehrte neuronale Aktivitit vorlag, wenn Méiuse eine Umgebung
erkundet haben (Abbildung 29). Bei einer Betrachtung des Ahnlichkeits-Scores wurde
auBlerdem deutlich, dass beide Subregionen an der Musterdifferenzierung beteiligt waren, da
beide einen merklich hdheren Score in der Gruppe AA aufwiesen als in der Gruppe AB
(Abbildung 19). Gleiches wurde durch die deutlich hoheren Anteile an doppelt aktivierten
Neuronen bei der Gruppe AA im Vergleich zur Gruppe AB deutlich (Abbildung 18). Es fand
somit sowohl im spDG als auch im ipDG eine Differenzierung zwischen beiden Kontexten
statt, welche in AB durch zunehmend unterschiedliche Zellensemble repriasentiert wurde, die
in den jeweiligen Kontexten aktiv waren.

Dass der Ahnlichkeits-Score innerhalb der Gruppe AA in diesem Rahmen nicht 1 betrug, ist

plausibel und durch mehrere Aspekte zu erklaren. Einerseits ist die Wahrscheinlichkeit sehr
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gering, dass eine Maus den exakt selben Weg nimmt, um eine begrenzte Umgebung erneut zu
erkunden, weshalb sie diese auch aus anderen Blickwinkeln betrachtet, was ihre Eindriicke
verdndert. Gleichzeitig ist ihr der Kontext bei einer zweiten Erkundungsphase schon bekannt,
wodurch ihre Zeit, die sie mit den einzelnen Objekten verbringt, anders ausfallen wird als bei
einer ersten Erkundung. Neben diesen Aspekten, wurde zudem nachgewiesen, dass der
dorsale DG auch an der Verarbeitung zeitlicher Informationen beteiligt ist (Kesner, 2018). Da
in dieser Arbeit fiir die Gruppen AA und AB eine Zeitspanne von 25 Minuten zwischen der
Erkundung der beiden Kontexte lag, wird vermutlich auch dies einen Einfluss auf die
rekrutierten Neuronenensembles gehabt haben. Auf Basis dieser Aspekte sowie der nicht
sicher auszuschlieBenden Verarbeitung weiterer Eindriicke der Méuse durch den dorsalen DG
ist nicht von einer vollstindigen Reaktivierung exakt derselben Neuronenensembles
auszugehen, sondern nur von einer Reaktivierung von mehr Neuronen bei einer erneuten
Erkundung einer Umgebung als bei der Erkundung einer sich von dieser unterscheidenden
Umgebung. Demzufolge ist nicht mit einem Ahnlichkeits-Score von 1 zu rechnen gewesen
auch wenn dieselbe Umgebung erneut erkundet wurde.

Vergleichen wir die grundsitzliche Zellaktivitidten nun zwischen dem spDG und dem ipDG,
so fallen einem trotz der Beteiligung beider Subregionen an der Musterdifferenzierung
dennoch deutliche Unterschiede auf. In Abbildung 22 ist zu erkennen, dass der spDG sowohl
in der Gruppe AA als auch in der Gruppe AB einen deutlich grof3eren Anteil an Neuronen mit
nukledrem als auch mit zytoplasmatischem Signal aufgewiesen hat. Es wurden also mehr
Neurone im spDG zur Musterdifferenzierung eingesetzt als im ipDG. Diese Ergebnisse
passen in gewisser Weise wieder zu den Ergebnissen von Chawla et al. (2005), die nur im
spDG und damit entsprechend mehr aktivierte Neurone in diesem detektiert haben. Ein
statistischer Vergleich beider Bereiche erfolgte in der genannten Arbeit jedoch nicht, so dass
die Aussagekraft hierzu eingeschriinkt blieb. Ahnliche Ergebnisse lieferten ebenfalls Snyder
et al. (2009), die nachgewiesen haben, dass bei der Erkundung des Morris-Wasserlabyrinths
mehr Zellen im spDG als im ipDG aktiviert wurden.

Wihrend ein Vergleich des Ahnlichkeits-Scores sowie der RR 1 beider Subregionen hier
keine Unterschiede aufzeigte, ist bei der RR 2 hingegen in beiden Gruppen eine hohere
Reaktivierungsrate im spDG zu verzeichnen gewesen als im ipDG (Abbildung 22). Es
bestand also ein Trend dahingehend, dass im spDG ein groBerer Anteil der im zweiten
Kontext aktivierten Neurone, auch schon im ersten Kontext genutzt wurde. Da laut dieser eine
geringere Uberschneidung der Zellpopulationen, die in den beiden Kontexten aktiviert

wurden, im ipDG vorlag, konnten diese Daten eher fiir eine effektivere Musterdifferenzierung
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im ipDG sprechen. Aufgrund der fehlenden Korrelate im Ahnlichkeits-Score und der RR 1 ist
eine artifizielle Genese dieses Trends allerdings nicht auszuschlieBen. Welche
beziehungsweise ob eine Subregion des DG einen relevanteren Einfluss auf die
Musterdifferenzierung hat, wird aus diesen Daten letztendlich nicht vollkommen ersichtlich.
In der Literatur wurde bereits in unterschiedlicher Hinsicht die Funktion der Subregionen
diskutiert, auch hier liegt jedoch keine einheitliche Meinung vor (Kesner, 2018, Meyer und
Radulovic, 2021). Basierend auf anatomischen Untersuchungen der Faserverbindungen wurde
bereits ausgefiihrt, dass der MEC und LEC als primére Afferenzen des DG beide Subregionen
gleichermallen innervieren (Witter, 2007b). In weiteren Untersuchungen viel jedoch auf, dass
einige Kerngebiete, wie der Nucleus supramammillaris, eine asymmetrische Innervation des
DG aufweisen, bei der der spDG eine doppelt so dichte Innervation erhélt wie der ipDG
(Wyss et al., 1979). Fiir diese Projektionen des Nucleus supramammillaris wurde gezeigt,
dass sie eine essenzielle Rolle bei der Generierung von Reaktionen des DG auf neue Reize
spielen und primir eine Dysinhibition von Kornerzellen hervorrufen (Chawla et al., 2005,
Chen et al., 2020). Dies konnte die stirkere Aktivitit des spDG erkldren. Gleichzeitig wurde
eine Asymmetrie bei der Innervation von Kornerzellen durch hildre Interneurone
nachgewiesen, welche im spDG dichter erscheint als im ipDG, ebenso wie ein vermehrtes
Vorkommen von Interneuronen in der Kornerzellschicht des spDG (Meyer und Radulovic,
2021). Durch diese scheint wiederum eine Inhibition von Kornerzellen des spDG leicht zu
dominieren. Es sind somit deutliche Unterschiede beziiglich der Innervation und internen
Vernetzung beider Subregionen bekannt, welche prinzipiell eine vermehrte Zellaktivitit im
spDG erkldren wiirden, aber weiterhin keine eindeutigen Riickschliisse auf die Rolle beider
Subregionen im Rahmen der Musterdifferenzierung zulassen. Wiirden wir den Grad der
Komplexitit an Vernetzung und den Einfluss von Interneuronen als Mal3 fiir die Relevanz
einer Region bei der Ausfiihrung komplexer Aufgaben betrachten, so wiirde dem spDG eine
groflere Bedeutsamkeit zugesprochen werden.

Zusammengefasst kann der DG als Ort der primaren, kombinierten Verarbeitung von Reizen
unterschiedlichen Informationsgehaltes charakterisiert werden, in dem erstmals rdumliche
Informationen {iber den MEC und objektbezogene sowie egozentrische Informationen iiber
den LEC zusammengefiihrt werden (Lee et al., 2020), fiir die laut der hier vorliegenden
Ergebnisse sowohl im spDG als auch im ipDG eine Musterdifferenzierung durchgefiihrt wird.
Ob eine von beiden Subregionen eine groere Relevanz bei diesem Prozess besitzt oder ob
eine getrennte Verarbeitung dieser Informationsqualititen innerhalb des dorsalen DG

stattfindet, bleibt jedoch in weiteren Studien zu evaluieren.
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4.2.3 Die Zellaktivitit innerhalb des CA3

Fiir das CA3 ldsst sich behaupten, dass sie die Region ist, iiber welche in der Literatur die am
wenigsten einheitlichen Ansichten bestehen. Nachdem in den anfénglichen Theorien, in denen
das CA3 nur als eine homogene Region angesehen wurde, welche ohne Unterscheidung
verschiedener Subregionen fiir die Musterkomplettierung verantwortlich sein sollte, hat man
sich zunehmend von dieser Ansicht distanziert und das CA3 als anatomisch und funktionell
inhomogene Station innerhalb der Verschaltungen der Hippocampusformation betrachtet
(Kapitel 1.2.6.4). Trotz der wachsenden Zahl an Studien in den letzten Jahren und
Jahrzehnten, welche eine derartige Heterogenitit des CA3 annahmen, waren die Ansitze,
diese Region zu untersuchen, sowie deren Ergebnisse jedoch sehr unterschiedlich. Wie in
vorangegangenen Kapiteln bereits erwihnt, wurde beispielsweise dem CA3c eine
gemeinsame Rolle mit dem DG fiir die Musterdifferenzierung zugeschrieben, wihrend das
CA3b/a eher der Musterkomplettierung dienen solle. Ebenso wurde allerdings abweichend
von dieser grundlegenden Ansicht diskutiert, ob an Stelle zwischen einer
Musterdifferenzierung und einer Musterkomplettierung nicht eher zwischen einer anatomisch
getrennten Verarbeitung verschiedener Informationsqualititen unterschieden werden sollte.
So wurde erwogen, ob nicht lokale und globale Ziele unterschiedlich von den jeweiligen
Subregionen verarbeitet werden, ob zwischen positionellen und direktionalen Hinweisen
unterschieden werden muss oder ob nur das proximale CA3 ridumliche Informationen
verarbeitet, wihrend das distale CA3 eher die zeitlichen Komponenten erfasst (Flasbeck et al.,
2018, Hoang et al., 2018, Lee et al., 2015). Fiir die lokalen Ziele konnte eine Verarbeitung im
gesamten CA3 gezeigt werden, wihrend globale eher iiber direkte Verbindungen vom MEC
zum CALI prozessiert werden sollen (Knierim und Neunuebel, 2016). In Zusammenschau der
meisten Studien ergaben sich jedoch keine ausreichenden Belege fiir die weiteren Konzepte.
Um in dieser Arbeit die Kofaktoren, welche Einfluss auf die Reizverarbeitung hitten nehmen
konnen, so gering wie moglich zu halten und damit eine prézise Analyse von
Differenzierungs- und Komplettierungsprozessen zu ermdglichen, haben wir die Unterschiede
zwischen den Umgebungen so gering wie moglich, aber ausreichend fiir eine Unterscheidung
gehalten. Die Expositionszeit wurde auf ein Minimum reduziert und nicht repetitiv {iber
mehrere Stunden oder Tage ausgedehnt, um zeitliche Aspekte moglichst zu eliminieren.
Zugleich wurde fiir beide Kontexte der gleiche Raum verwendet, um nur eine Verarbeitung

lokaler und nicht globaler Hinweise zu gewihrleisten. An dieser Stelle sei jedoch
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anzumerken, dass noch nicht vollstidndig geklart ist, welche Aspekte konkret die lokalen und
globalen Hinweise definieren. So haben einige Studien auch einen Wechsel der Arenen als
Anderung der globalen Hinweise charakterisiert, wihrend die meisten Studien dies jedoch als
Anderung der lokalen Hinweise aufgefasst haben und stattdessen ein Wechsel des Raums, in
dem in einigen Fillen die zweite Arena platziert war, als Anderung der globalen Hinweise
definiert wurde (Chawla et al., 2018, GoodSmith et al., 2017, Hunsaker et al., 2008, Marrone
et al., 2014). Wie letztere wurde die Definition auch in dieser Arbeit aufgefasst, wodurch bei
einem Wechsel von Kontext A in Kontext B nur eine Verdnderung der lokalen Hinweise
erfolgte. Die folgende Interpretation der Ergebnisse soll sich damit primidr auf die
Musterdifferenzierung und -komplettierung bei Veranderung lokaler Hinweise konzentrieren.
Ebenfalls sei an dieser Stelle anzumerken, dass wir fiir die nachfolgende Diskussion davon
ausgehen miissen, dass Kontext B eine ausreichende Abweichung von Kontext A fiir eine
Musterdifferenzierung darstellt und gleichzeitig keine zu grofen Verdnderungen enthélt, um
als neuer Kontext wahrgenommen zu werden.

Betrachten wir zundchst nur die grundsitzliche Zellaktivitit in den verschiedenen
Subregionen des CA3, so ist hier eine gleichmifBige Beteiligung sowohl des CA3c als auch
des CA3b und CA3a bei der Verarbeitung der Informationen zu registrieren (Abbildung 23).
Vor allem bei einem Vergleich der Anteile an Zellen mit zytoplasmatischem Signal zwischen
den Subregionen, welche bei beiden Gruppen die Zellaktivitit im gleichen Kontext
repriasentierten, war kein Unterschied wahrzunehmen. Diese Beobachtung widerspricht
bereits den Ergebnissen von beispielsweise Hoang et al. (2018), welche nur eine
Aktivitétssteigerung des proximalen CA3 beobachten konnten, als auch denen von Beer et al.
(2018), welche eine stirkere Beteiligung des distalen CA3 bei der Verarbeitung rdumlicher
Informationen aufgefithrt haben. Weiter bekriftigt wird unser Ergebnis durch die nicht
vorhandenen Unterschiede innerhalb der einzelnen Subregionen zwischen dem Anteil an
Zellen mit zytoplasmatischer Signalausprigung und dem Anteil an Zellen mit nukledrer
Signalauspragung in beiden Gruppen. Egal ob eine unbekannte oder bekannte Umgebung
erkundet wird, scheinen somit alle Subregionen des CA3 gleichermaflen miteinbezogen zu
werden. Der einzige Unterschied, welcher beim Anteil an Neuronen mit nukledrem Signal
auszumachen war, war eine leicht vermehrte Zellaktivitit im CA3b fiir die Gruppe AA
verglichen mit AB (Abbildung 17). Bezogen auf den aktuellen Stand zur Abgrenzung
zwischen Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung, wie er in Kapitel 1.2.7 dargelegt
wurde, kann dieser Unterschied gegebenenfalls als leichter Hinweis auf eine vermehrte

Musterkomplettierung innerhalb dieser Region angesehen werden. Da wir bei wiederholter
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Erkundung einer Umgebung, wie in der Gruppe AA erfolgt, von einer Musterkomplettierung
ausgehen wiirden, konnte hier auch eine leicht vermehrte neuronale Aktivitit in den dafiir
zustandigen Bereichen auftreten. Allein auf dieser Grundlage sollte diesem Gedanken jedoch
kein zu groBBer Wert beigemessen werden, insbesondere da ein derartiger Unterschied nicht
auch fiir das CA3a beobachtet werden konnte, von dem auch eine vermehrte Beteiligung an
der Musterkomplettierung vermutet wird. Eine weitere schliissige Erkldrung dieses
Unterschiedes in CA3b ldsst sich aktuell nicht herleiten, so dass lediglich eine artifizielle
Natur dieses Ergebnisses noch zu erwigen wire.

Auch bei Betrachtung des Ahnlichkeits-Scores fiel erneut eine sehr einheitliche Reaktion aller
Subregionen sowohl innerhalb der Gruppe AA als auch innerhalb der Gruppe AB auf. Wie in
Kapitel 3.6.4 und 3.9 aufgefiihrt bestand in allen Subregionen ein signifikant hdherer
Ahnlichkeits-Score fiir die Gruppe AA verglichen mit der Gruppe AB (Abbildung 19), wobei
keine Unterschiede zwischen dem CA3c und CA3b/a auszumachen waren (Abbildung 24a,
b). Demzufolge bestand neben einer grundsétzlichen Aktivierung auch eine Reaktivierung
dhnlicher Anteile von Neuronen in allen Subregionen, welche nur abhingig von der
Bekanntheit beziehungsweise Neuheit einer Umgebung war. Diesen Ergebnissen zufolge
muss also in gewisser Weise eine dhnliche Funktion aller Subregionen des CA3 vorliegen,
aufgrund derer die einheitliche Reaktivierung von Neuronen zustande kam. Basierend auf den
starken Unterschieden des Ahnlichkeits-Scores zwischen der Gruppe AA und der Gruppe AB
ist dabei entweder von einer erfolgten Musterkomplettierung bei der Gruppe AA oder von
einer erfolgten Musterdifferenzierung bei der Gruppe AB auszugehen. Durch letztere konnte
es zu einer deutlich geringeren Uberlappung der aktivierten Neuronenensembles in dieser
Gruppe gekommen sein. Wiére es in der Gruppe AB stattdessen zu einer einheitlichen
Prozessierung der Informationen im Rahmen einer Musterkomplettierung gekommen, wére
von hoheren Werten des Ahnlichkeits-Scores in der Gruppe AB auszugehen gewesen, welche
mehr denen der Gruppe AA geihnelt hiitten. Dass in Gruppe AB dennoch ein Ahnlichkeits-
Score von 0,3 bis 0,4 in allen Subregionen des CA3 zu registrieren war, diirfte an der
Lokalisation beider Arenen im gleichen Raum gelegen haben sowie am grundsitzlich
dhnlichen Aufbau dieser. So wurden die globalen Hinweise, wie oben erwidhnt konstant
gehalten, wodurch weiterhin eine Ahnlichkeit zwischen beiden Umgebungen geschaffen
wurde. Es scheint also eher eine einheitliche Musterdifferenzierung von allen Subregionen
des CA3 bei der Erkundung zweier Kontexte mit unterschiedlichen lokalen Hinweisen

durchgefiihrt zu werden.
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Das homogene Erscheinungsbild passt hierbei sehr gut zu den einheitlichen Ergebnisse von
Grella et al. (2019). Dort wurde ebenfalls die Zellaktivitdt in den verschiedenen Subregionen
des CA3 analysiert, jedoch nicht gegeneinander verglichen, da die Ergebnisse nur als
Ausgangsbefund fiir weitere Versuche dienen sollten. Anhand der aufgefiihrten Ergebnisse
lag jedoch auch hier eine sehr dhnliche Zellaktivitit in allen Subregionen vor. Auf der anderen
Seite stehen unsere Ergebnisse in einem Widerspruch zu denen von Hunsaker et al. (2008),
welche eine stirkere Verarbeitung rdumlicher Informationen durch das CA3c als durch das
CA3b/a mittels Lasionsstudien beschrieben haben, als auch im Widerspruch zu denen von
Flasbeck et al. (2018). Letztere haben eine Verarbeitung rdumlicher Informationen lediglich
durch das distale CA3 beschrieben, nicht jedoch durch das proximale. AbschlieBend wird die
Stimmigkeit unserer hier aufgefiihrten Ergebnisse durch jene von Marrone et al. (2014)
unterstiitzt, deren ebenfalls verwendeter Ahnlichkeits-Score anniihernd die gleichen
Ergebnisse hervorbrachte, wie in dieser Arbeit, wenn auch die verschiedenen Subregionen
dort nicht statistisch miteinander verglichen wurden. Die offene Position aus Kapitel 1.2.6.4,
welche Subregionen an der Verarbeitung rdumlicher Informationen beteiligt sind, kann somit
nicht nur durch unsere, sondern auch durch andere Ergebnisse so zu beantworten zu sein, dass
alle Subregionen des CA3 hieran teilhaben, wenn auch in teils unterschiedlichem Ausmal,
wie es nachfolgend erdrtert werden soll.

Hinweise auf diese unterschiedlich starke Partizipation an Prozessen der
Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung innerhalb des CA3 lassen sich in dieser
Arbeit finden, wenn wir die Anteile an doppelt aktivierten Neuronen in den verschiedenen
Subregionen betrachten. Obwohl wir derart homogene Ergebnisse fiir den Ahnlichkeits-Score
registriert haben, war, wie in Abbildung 18c dargestellt, im CA3b und CA3a ein signifikant
groBerer Anteil an doppelt aktivierten Neuronen in der Gruppe AA als in der Gruppe AB
vorzufinden, als dies im CA3c der Fall gewesen ist. Vergleichen wir die Anteile zwischen
diesen Subregionen, so scheint dies eher an einem geringeren Anteil an doppelt aktivierten
Neuronen innerhalb der Gruppe AA im CA3c gelegen zu haben als an Unterschieden bei den
Anteilen doppelt aktivierten Neurone innerhalb der Gruppe AB. Letztere zeigten in allen
Subregionen im Vergleich zur Gruppe AA sehr dhnliche Werte bei gleichzeitig nur geringen
Standardfehlern. Diese Ergebnisse sprechen somit eher fiir eine geringere Reaktivierung von
Neuronen im CA3c als in den weiteren Subregionen, wodurch auf funktionelle Unterschiede
zwischen diesen Subregionen geschlossen werden muss. Es konnte somit eine vermehrte
Musterdifferenzierung oder eine verminderte Musterkomplettierung des CA3c vermutet

werden. Zusammengefasst konnte auf der einen Seite damit ein sehr homogenes
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Erscheinungsbild der Subregionen des CA3 beobachtet werden und auf der anderen Seite
leichte Inhomogenitdten im Sinne etwas geringerer Anteile doppelt aktivierter Neurone im
CA3c. In welche Richtung diese zuletzt aufgefiihrten Inhomogenitdten weiter interpretiert
werden konnen, soll im nachfolgenden Kapitel in Zusammenschaue mit dem Vergleich von

DG und CA3 erfolgen.

4.2.4 Die Zellaktivitit im Vergleich zwischen dem DG und dem CA3

Sowohl der DG an sich als auch die einzelnen Subregionen des CA3 wurden nun in
ausreichender Weise fiir sich isoliert thematisiert und ihre Funktionen diskutiert. Doch
inwiefern verarbeitet das CA3 vorverarbeitete Informationen des DG und in welchem
AusmalB arbeiten beide Regionen oder zumindest Anteile von ihnen zusammen? Exakt fiir
diese Fragestellung wurde die einheitliche Analyse beider Regionen mittels des IEG
zif268/egr-1 durchgefiihrt. Wie in den einleitenden Kapiteln ausgefiihrt, wird eine starke
Kooperation des DG mit dem CA3c angenommen, wihrend das CA3b/a funktionell eher von
diesen abgegrenzt wird. Hierfiir spriche auch die im vorangegangenen Kapitel erwihnte
Moglichkeit einer vermehrten Musterdifferenzierung durch das CA3c, wie es auch der DG
ausfiihrt. Ob sich derartige Beziehungen auch aus dem Vergleich der gewonnenen Daten des
DG mit denen des CA3 herleiten lassen, soll im Folgenden diskutiert werden.

Ein Vergleich der allgemeinen Zellaktivitdt bringt bereits starke Unterschiede zwischen
beiden Regionen der Hippocampusformation hervor, bei denen im CA3 eine signifikant
hohere Zellaktivitdt zu verzeichnen ist. Dies gilt sowohl bei der Erkundung eines unbekannten
Kontextes, wie in Abbildung 20a an der Anzahl an Zellen mit zytoplasmatischem Signal zu
sehen ist, als auch bei der Erkundung eines bekannten oder teilweise bekannten Kontextes,
wie in Abbildung 20b zu erkennen ist. Die neuronale Aktivitdt ist im CA3 bezogen auf den
Anteil an aktiven Neuronen dabei um das bis zu vierfache hoher als im DG. Durch diesen
Unterschied wird bereits die sparliche neuronale Rekrutierung von maximal 2 — 4 % innerhalb
des DG betont, welche als ein spezielles Charakteristikum von diesem angesehen wird und als
Grundlage fiir den Prozess der Musterdifferenzierung dienen soll (Schmidt et al., 2012a).
Vergleichen wir die weiteren erhobenen Parameter, so fillt ein deutlich groBerer Anteil an
doppelt aktivierten Neuronen in allen drei Subregionen des CA3 verglichen mit dem DG auf
(Abbildung 18). Wihrend der Anteil im DG bei maximal 1,0 % lag, betrug der Mittelwert fiir
das CA3 in der Gruppe AA etwas mehr als 3,0 %. Auch dieser Unterschied spricht fiir eine

starkere Separation der neuronalen Aktivitdit im DG als im CA3. Da dieser Unterschied
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ebenfalls fiir den Vergleich des DG mit dem CA3c bestand, fiir den ja keine signifikanten
Unterschiede im Anteil doppelt aktivierter Neuronen zwischen den Gruppen nachgewiesen
werden konnten, scheint trotz einer prinzipiellen gemeinsamen Zuordnung beider Regionen
zur Musterdifferenzierung dennoch ein Unterschied zwischen diesen beiden vorzuliegen.
Indem der Anteil an doppelt aktivierten Neuronen im DG erheblich kleiner war, erscheint die
Musterdifferenzierung im DG deutlich effektiver ausgefiihrt zu werden als im CA3c. Diese
Annahme wurde auch von Hunsaker et al. (2008) bereits aufgestellt, welche groBere Defizite
bei Ratten beobachtet hatten, die Lédsionen des DG erhalten hatten, als bei solchen mit
Lasionen des CA3c. Hierfiir wird mit hoher Wahrscheinlichkeit bereits die zuvor
angesprochene, deutlich groBere Zellzahl im DG verantwortlich sein, auf die die
Informationen verteilt werden kdnnen.

Wihrend wir nun signifikante Unterschiede im Ahnlichkeits-Score zwischen dem CA3b/a
und dem DG innerhalb der Gruppe AA finden konnten sowie signifikante Unterschiede in der
RR 2 zwischen den gleichen Regionen innerhalb der Gruppe AB, konnten derartige
Differenzen in keinem der Parameter zwischen dem CA3c und dem DG nachgewiesen
werden (Abbildung 24). Dies konnte im Grunde fiir eine Kooperation von DG und CA3c
sprechen. Gleichzeitig lag allerdings auch kein Unterschied zwischen dem CA3c und dem
CA3b/a vor, was auch hier eine Kooperation vermuten lassen konnte. Die Funktion des CA3c
kann hier also weder eindeutig der gleichen wie der des CA3b/a zugeordnet werden, noch der
des DG, sondern schligt stattdessen einen Mittelweg ein. Der Unterschied im Ahnlichkeits-
Score kann damit nur als Zeichen einer stark divergenten Funktion des DG und des CA3b/a
bei wiederholter Erkundung eines Kontextes interpretiert werden. Dass in der RR 2 hingegen
nur in der Gruppe AB ein signifikanter Unterschied zwischen dem DG und dem CA3b/a
registriert werden konnte, welcher fiir den Ahnlichkeits-Score nicht vorlag, kann dabei als
Trend in Richtung einer stidrkeren Musterdifferenzierung im DG bei Erkundung verschiedener
Umgebungen gedeutet werden, welcher durch die Normalisierung der Ergebnisse im Rahmen
des Scores nicht mehr nachzuweisen war.

Bleiben wir vorerst bei dem Blickwinkel, dass eine Kooperation des DG und des CA3c bei
der Musterdifferenzierung vorliegt, wiirde diese im Einklang mit den bereits anfinglich in
Kapitel 1.1.2.5 aufgefiihrten anatomischen Charakteristika und ihrer funktionellen Deutung
stehen und eine gemeinsame Funktion bei fiihrender Effizienz der Musterdifferenzierung im
DG bekriftigen. Entsprechend der starken Innervation des CA3c durch die Mossyfasern der
Kornerzellen bei gleichzeitig nur geringer Innervation durch Afferenzen aus dem EC, welche

primér das CA3b/a innervieren, besteht eine primire Beeinflussung der Zellaktivitdt im CA3c

103



durch den DG (Lee et al., 2020). Aufgrund der ausgeprigten rekurrenten Kollateralen der
Pyramidenzellen des CA3c zuriick zu Mossyzellen und weiteren Interneuronen des Hilus, die
wiederum die Kornerzellen des DG kontrollieren, hat das CA3c gleichzeitig starken Einfluss
auf die Zellaktivitit des DG und damit auch wieder auf seine eigene. Durch dieses
Wechselspiel der gegenseitigen Beeinflussung wurde hier auf anatomischer Grundlage die
Zusammenarbeit beider Regionen im Rahmer der Musterdifferenzierung vermutet
(Goodsmith et al., 2019, Lee et al., 2020, Meyer und Radulovic, 2021, Shi et al., 2019). Bei in
dieser Arbeit sehr dhnlichen FErgebnissen des Ahnlichkeits-Scores und  der
Reaktivierungsraten fir den DG und das CA3c scheint diese Annahme der starken
Kooperation hier nicht widerlegt werden zu konnen. Ebenso wird durch die Unterschiede im
Ahnlichkeits-Score und der RR 2 zwischen dem DG und dem CA3b/a die Vermutung
bestérkt, dass die Innervation des CA3b/a durch direkte Eingénge aus dem EC einen Einfluss
auf die Funktion dieser Subregionen bei der Musterkomplettierung haben konnte. Aufgrund
der fehlenden Differenzen des CA3c und CA3b/a im Ahnlichkeits-Score und der RR2 kann
jedoch auch nicht ausgeschlossen werden, dass das CA3c auch einen Anteil am Prozess der
Musterkomplettierung wie das CA3b/a hat.

Eine gemeinsame Betrachtung des DG und des CA3 fiihrt damit zu einer weiteren Festigung
der Hypothese, dass der DG primér fiir die Musterdifferenzierung zusténdig ist. Fiir das CA3
ergibt die gemeinsame Betrachtung mit dem DG erneut das Bild einer funktionellen
Inhomogenitit, bei dem das CA3b/a deutlich mehr Abstand zur Funktion des DG einnimmt
und das CA3c eine Mittelposition zwischen den jeweils anderen verkorpert.

Die nun noch zu beantwortende Frage ist, wie sich auf der einen Seite die einheitliche
Reaktion der Subregionen des CA3, wie sie im vorherigen Kapitel beschrieben wurde, und
die zuletzt beschriebenen Unterschiede innerhalb des CA3 auf der anderen Seite in Einklang
bringen lassen. Das einheitliche Bild des CA3 wiirde prinzipiell zu der Annahme von Knierim
und Neunuebel (2016) passen, die dem CA3 abhdngig von seinen Eingidngen eine homogene
Musterdifferenzierung oder homogene Musterkomplettierung zugeschrieben haben. Wiirden
wir nun von einer gemeinsamen Musterdifferenzierung ausgehen, fiir die die starken
Unterschiede des Ahnlichkeits-Scores in allen Subregionen zwischen den Gruppen sprechen,
wiirden die Unterschiede im CA3 eine verminderte Musterdifferenzierung im CA3b/a bei
wiederholter Erkundung von Kontext A darstellen, da der Anteil doppelt aktivierter Neurone
hier hoher als im CA3c war. Die Neuronenpopulationen im CA3b/a wurden demzufolge nicht
so weit voneinander separiert wie im CA3c. Wie bereits im vorherigen Kapitel angedeutet,

kann diese stirkere Reaktivierung von Neuronen im CA3b/a innerhalb der Gruppe AA aber
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auch als das Ergebnis einer Musterkomplettierung gedeutet werden, die dort stérker
ausgefithrt wurde als im CA3c. Wie bereits erldutert wiirde bei einer Musterkomplettierung
ein grofler Teil und im theoretischen Idealzustand die gesamte im ersten Kontext bereits
aktivierte Neuronenpopulation bei wiederholter Erkundung einer Umgebung reaktiviert
werden, wodurch es zu einer Erinnerung der Umgebung kommen wiirde. Entsprechend war
speziell innerhalb der Gruppe AA echer von einer Musterkomplettierung als von einer
Musterdifferenzierung auszugehen und die stdrkere Reaktivierung von Neuronen im CA3b/a
entspriche eher einer stirkeren Musterkomplettierung als im CA3c. In dieser Art haben
bereits mehrere Studien den Prozess der Musterkomplettierung eher dem distalen CA3
zugewiesen, welches weitgehend dem CA3b/a entspricht (Kesner, 2013, Lee et al., 2015,
Meyer und Radulovic, 2021). In Abgleich mit diesen wiirden wir die Ergebnisse damit eher
als stirkere Musterkomplettierung anstatt als verminderten Musterdifferenzierung deuten. In
diesem Zusammenhang haben Lee et al. (2020) einen weiteren Hinweis fiir die Zustindigkeit
des CA3Db/a fiir die Musterkomplettierung herausgearbeitet. So fithren diese auf, dass es im
distalen CA3 eine andere Art von Pyramidenzellen zu registrieren gibt, deren Funktion fiir
eine solche spricht. Die am weitesten verbreitete Art von Pyramidenzellen im CA3 wird durch
sogenannte dornige Auswiichse (thorny excrescences) charakterisiert, die den
postsynaptischen Erhebungen entsprechen und denen ausgesprochene
Plastizitditsmoglichkeiten ~ zugeschrieben  werden. Die im  CA3b/a  lokalisierten
Pyramidenzellen weisen jedoch zu einem groflen Teil nicht-dornige Auswiichse auf, denen
die Funktion einer Aktivititssynchronisation im Rahmen der Musterkomplettierung
nachgesagt wird und die die Funktionsunterscheidung innerhalb des CA3 damit bekriftigen.
Zugleich konnten die in Kapitel 1.2.5.2 aufgefiihrten elektrophysiologischen Ergebnisse von
Leutgeb et al. (2005) in einer hierzu passenden Weise gedeutet werden. Von diesen wurde bei
Ratten, welche unterschiedlichen lokalen Hinweisen ausgesetzt wurden, die Reaktivierung der
gleichen Neurone beschrieben, welche auch bei den ersten lokalen Hinweisen aktiviert
wurden. Der einzige Unterschied lag hier lediglich in einer Frequenz-Umkartierung. In dieser
Situation konnte nun angenommen werden, dass entweder eine Musterdifferenzierung
lediglich auf Basis einer Anderung der Feuerrate der Neurone vorlag oder dass es zu einer
Musterkomplettierung gekommen war, bei welcher lediglich noch Unterschiede in der
Feuerrate zu registrieren waren. Diese Rekrutierung einer konstanten Neuronenpopulation bei
Verianderung lokaler Hinweise scheint nun eher zu einer Musterkomplettierung zu passen.

Letztlich ldsst sich bei den aufgefiihrten Ergebnissen nicht sicher herausarbeiten, fiir welchen

der beiden Prozesse das CA3 nun eindeutig zustdndig ist. Genau dieser Aspekt lasst jedoch
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die Hypothese aufkommen, dass nicht nur einer dieser beiden Prozesse ablduft, sondern eine
gleichzeitige Ausfithrung beider Prozesse stattfindet, die sich in den Ergebnissen tiberlagern.
Hinterfragen wir die Annahmen von Knierim und Neunuebel (2016) und iiberfiihren ihre
Gedanken in eine Beispielsituation, so wire ein Individuum bei der Erkundung einer
Umgebung in der Lage, sich entweder an die Umgebung zu erinnern oder diese als neu
wahrzunehmen. Wiirde die Umgebung einer zuvor besuchten sehr stark dhneln, so wiirde dies
den Prozess der Musterkomplettierung bewirken und die Erinnerung an die bekannte
Umgebung wiirde abgerufen werden. Wiirde sich der nun erkundete Kontext jedoch
ausreichend von dem zuvor inspizierten unterscheiden, so wiirde dies den Prozess der
Musterdifferenzierung einleiten und die nun in der Umgebung gesammelten Eindriicke
wiirden als eigenstdndige Erinnerung ohne Bezug zu vorherigen abgespeichert werden. Doch
wie soll laut diesem Ablauf der Vergleich mit bekannten Umgebungen erfolgen, wenn die
Eindriicke direkt von anderen separiert werden wiirden und das Individuum sich gar nicht erst
an die andere erinnern wiirde? An dieser Stelle sollte die Uberlegung betrachtet werden, ob
nicht in jeder Situation eine unterschiedlich starke Musterkomplettierung ausgefiihrt wird,
durch welche ein Individuum sich an die gemachten Erfahrungen erinnert, von denen die
derzeitige Situation wiederum abgegrenzt werden soll. Sind die beiden Kontexte vollstindig
unterschiedlich, so ist nachvollziehbar, dass keine Eindriicke vorliegen, iiber welche eine
Erinnerung zu einer bekannten Umgebung abgerufen werden konnte. Liegen jedoch geringe
Ahnlichkeiten zwischen zwei Umgebungen vor, so wire es nur logisch, dass diese
Gemeinsamkeiten ein Erinnern an die zuerst besuchte Umgebung bewirken wiirden. Wiirde
diese Erinnerung vorliegen, so wire es moglich im Sinne einer Musterdifferenzierung die
Gemeinsamkeiten und Unterschiede der beiden Umgebungen durch eine entsprechende
Uberlappung der Neuronenensembles herauszuarbeiten. Wiirde der erste Schritt des Erinnerns
beziehungsweise der Musterkomplettierung nicht durchgefiihrt werden, so wiirde auch kein
spezifisches Neuronenensemble selektiert werden, von dem die im zweiten Kontext
rekrutierte Gruppe von Neuronen abgegrenzt werden konnte. Eine variable Auspriagung des
Grades der Musterkomplettierung wére in diesem Rahmen ebenfalls vorstellbar, um entweder
nur einzelne Aspekte einer Umgebung abzurufen oder letztlich ein Gesamtbild dieser zu
erinnern. Dies wiirde jedoch erneut von der Ahnlichkeit beider Umgebungen abhingen. Eine
derartige Kombination aus Musterkomplettierung und Musterdifferenzierung wiirde auf der
einen Seite die aus dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse mit Gemeinsamkeiten und

Unterschieden innerhalb des CA3 erklidren. Auf der anderen Seite wiirde diese jedoch auch
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die teils unterschiedlichen Ergebnisse vorheriger Studien erkléren, indem hier unterschiedlich
starke Komplettierungs- und Differenzierungsprozesse vorgelegen haben konnten.

Gegen eine solche Hypothese wiirden allerdings Ergebnisse wie von Hunsaker et al. (2008)
sprechen, bei denen Lésionen des DG und des CA3c zu deutlichen Beeintridchtigungen der
Detektion von Neuheiten gefiihrt haben, Lisionen des CA3b und CA3a jedoch nur zu sehr
geringen Problemen. Dies wiirde eine nicht so essenzielle Rolle des CA3b/a ausdriicken und
den Regionen des CA3c und des DG mit ihrem Prozess der Musterdifferenzierung eine
groflere Bedeutung zuweisen. Inwiefern jedoch bei dieser Studie wirklich ein Defizit der
Prozesse auf neuronaler Ebene bestand, ist weiterhin nicht gekldrt, da hier nur die
Verhaltensauswertungen als indirekte Kriterien herangezogen wurden und die Unterbrechung
der neuronalen Aktivitdt durch die Léasionen nicht kontrolliert wurde. Als Kriterien dienten
hierbei lediglich die Zeit, die die Ratten mit den einzelnen Objekten verbracht haben, die
Anzahl an Erkundungen eines Objekts sowie die Anzahl an Durchquerungen jeder Region der
Kontexte. Es ist daher durchaus mdglich, dass der DG und das CA3c relevanter zur
Unterscheidung von Umgebungen sind, jedoch kann die Notwendigkeit einer Erinnerung an
Erfahrungen mittels einer Musterkomplettierung durch das CA3b/a und anteilig vielleicht
auch das CA3c fiir die sichere Differenzierung nicht ausgeschlossen werden.
Zusammengefasst erscheint somit die Hypothese am plausibelsten, dass parallel von allen
Subregionen des CA3 eine Musterdifferenzierung durchgefiihrt wird, wihrend im CA3b/a
ebenfalls eine parallele Musterkomplettierung ablduft.

Inwiefern hierbei der spDG und der ipDG einen unterschiedlichen Einfluss auf das CA3
haben, bleibt weiterhin nicht vollstandig geklért. Da die RR 2 in beiden Gruppen signifikant
niedriger fiir den ipDG als fiir den spDG ausfiel, konnte hier die Vermutung aufgestellt
werden, dass ersterer eine effizientere Musterdifferenzierung ausfithrt als sein
suprapyramidales Gegenstiick. Unter der Kenntnis, dass der ipDG vor allem das proximale
Drittel des CA3 und damit in etwa das CA3c innerviert, wihrend der spDG Efferenzen an das
gesamte CA3 entsendet, konnte angenommen werden, dass vor allem der ipDG einen Einfluss
auf die Beteiligung des CA3c an der Musterdifferenzierung hat. Da es hierzu jedoch keine
weiteren aussagekraftigen Studien gibt und die Ergebnisse der RR 2 hier nicht durch die des
Ahnlichkeits-Scores oder der RR 1 bestiitigt werden konnten, bleibt dieser Aspekt reine

Spekulation und stellt nur eine mogliche Verkniipfung beider Subregionen dar.
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4.3 Seitendifferenzen in Bezug auf die Musterdifferenzierung und

Musterkomplettierung

Seitenunterschiede bezogen auf die neuronale Aktivitét innerhalb der Hippocampusformation
wurden bis dato nur in wenigen Studien zu Tierexperimenten untersucht (El-Gaby et al.,
2015, Jake et al., 2019, Martin et al., 2019, Shipton et al., 2014). In einigen der weiteren in
dieser Arbeit aufgefiihrten Studien wurde zwar berichtet, dass lediglich unilaterale
histologische Priparate untersucht wurden, bei welchen meist die rechte GroBhirnhemisphére
verwendet wurde, doch gab es keine weiterfiihrenden Studien, welche die Ergebnisse mit
denen der jeweils anderen Hemisphére verglichen haben (Gheidi et al., 2012, Lee et al., 2015,
Marrone et al., 2011, Satvat et al., 2011, Schmidt et al., 2012b). Ein konkreter Grund, warum
in diesen Féllen nur der eine Hippocampus untersucht wurde, wurde nicht genannt. Auch
bereits bekannte Hinweise fiir eine Lateralisation der hippocampalen Funktion wurden hier
nicht als Grund genannt und kénnen zum Zeitpunkt dieser Studien noch nicht ausreichend fiir
das murine Gehirn vorgelegen haben.

Im Gegensatz dazu wurde beim Menschen bereits in verschiedenen Studien nachgewiesen,
dass im Seitenvergleich eine deutliche Lateralisation der hippocampalen Funktion vorliegt
(Hou et al., 2013, Motley und Kirwan, 2012). In entsprechenden Experimenten zur
Musterdifferenzierung,  welche  mittels  funktioneller =~ Magnetresonanztomographie
durchgefiihrt wurden, konnte so unter anderem nachgewiesen werden, dass der rechtsseitige
Hippocampus sich im Allgemeinen mehr mit rdumlichen Informationen befasst, wahrend der
linke zum Beispiel mehr fiir das semantische Gedéchtnis zustidndig zu sein scheint (Motley
und Kirwan, 2012). Zwar ist das humane Gehirn deutlich komplexer aufgebaut als das
murine, doch lassen diese Unterschiede beim Menschen bereits vermuten, dass auch bei der
Maus eine Asymmetrie der Funktion bestehen kann.

In dieser Arbeit wurde sowohl die Zellaktivitidt im Seitenverhiltnis betrachtet als auch die
Reaktivierung der Neurone mit Berechnung des Ahnlichkeits-Scores. Hiermit konnte
nachgewiesen werden, dass die allgemeine Zellaktivitidt in den betrachteten Anteilen der
Hippocampusformation beider Seiten gleich war. Sowohl bei der wiederholten Erkundung
eines Kontextes als auch bei der Erkundung zweier verschiedener Umgebungen wurde kein
Unterschied in der GroBe der aktivierten Neuronenpopulationen im DG oder im CA3 beider
Seiten beobachtet (Abbildung 25). Hieraus lésst sich ableiten, dass die betrachteten Anteile

der Hippocampusformation in dieser Studie zu gleichen Anteilen an der Verarbeitung der
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Informationen beteiligt waren. Solche Ergebnisse stehen nun in einem gewissen Widerspruch
zu denen von Jake et al. (2019), welche die Expression des IEGs c-Fos im DG in
verschiedenen Situationen untersucht haben. Sowohl Kontrolltiere, welche lediglich ihren
normalen Kifig kannten, als auch solche, die im Dunkeln in einem Laufrad gerannt sind,
haben keine Lateralisierung der Zellaktivitit im DG gezeigt. Wurde Maiusen jedoch ein
unbekanntes Objekt in ihre Kifige gestellt, so wurde eine linksseitig vermehrte Expression
von c-Fos beobachtet. Diese Ergebnisse belegen einerseits die Relevanz einer
seitengetrennten Betrachtung der hippocampalen Aktivitdt. Andererseits sprechen sie im DG
fiir eine linksseitig filhrende Verarbeitung von Informationen bei der Erkundung neuer
Objekte, was in der hier vorliegenden Arbeit nicht herausgearbeitet werden konnte. Sowohl
an dieser Studie als auch an der von Jake et al. (2019) lassen sich jedoch Aspekte ausmachen,
welche eine Vergleichbarkeit der Daten etwas erschweren. In der genannten Studie wurden
die Méuse nach der Erkundung des Objekts fiir mehr als eine Stunde ruhen gelassen,
anschlielend narkotisiert und die Gehirne mit Paraformaldehyd perfundiert, bevor ihnen diese
entnommen wurden. Moglicherweise hatten die zusitzlichen Eindriicke, welche die Miuse in
der Ruhephase sowie bei der Narkotisierung gesammelt haben, einen weiteren Einfluss auf
die seitendifferente Zellaktivitit. Auf der anderen Seite haben die Miuse in meiner Arbeit
nicht bloB ein neues Objekt in threm Kéfig erkundet, sondern mehrere Objekte in einer neuen
Arena ausgekundschaftet. So konnte auch in dieser Arbeit eine primér linksseitige
Verarbeitung der objektbezogenen Informationen stattgefunden haben, welche jedoch durch
die Verarbeitung weiterer Eindriicke wie beispielsweise der rdumlichen Informationen
rechtsseitig maskiert worden sein konnte. Bereits in einer Verhaltensstudie konnte gezeigt
werden, dass Méuse ein rechtsseitig dominantes rdumliches Gedachtnis besitzen (Shinohara et
al., 2012). Auch wenn dort keine Auswertung einer spezifischen Zellaktivitit vorlag und wir
somit nicht wissen, welche Gehirnregionen explizit an der Verarbeitung der rdumlichen
Informationen beteiligt waren, so wissen wir dennoch aus den in Kapitel 1.2.3 aufgefiihrten
Liasionsstudien, dass vor allem der DG fiir die Verarbeitung dieser verantwortlich ist. Eine
Maskierung einer unterschiedlich lateralisierten Zellaktivitdt kann in dieser Arbeit also nicht
ausgeschlossen werden. Ungeachtet dessen, ob die Ergebnisse in dieser Arbeit und jene von
Jake et al. (2019) sich widersprechen oder ob sie in einer moglichen Kongruenz stehen,
betonen diese jedoch die Relevanz einer seitengetrennten Betrachtung der Verarbeitung
rdumlicher und objektbezogener Informationen durch den Hippocampus in zukiinftigen
Studien. Ebenfalls wird hierdurch die Aussagekraft der oben genannten Studien, bei welchen

lediglich der rechtsseitige Hippocampus ausgewertet wurde, deutlich eingeschrinkt. Eine
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Generalisierung der erhaltenen Riickschliisse aus diesen Studien auf die Funktion der
einzelnen Regionen des Hippocampus beider Seiten kann somit nicht erfolgen. Die Deutung
der Ergebnisse ermdglicht lediglich, Aussagen iiber die rechtsseitigen hippocampalen
Funktionen zu treffen.

Ein Blick auf Studien der letzten Jahre, welche sich mit der seitendifferenten Funktion des
CA3 und seiner Verbindung zum CA1 beschiftigt haben, liefert bereits mehr Informationen
iiber mogliche Unterschiede als es sie bisher fiir den DG gibt. Zwar gibt es hierzu bisher keine
Studien, welche IEGs zur Analyse der Zellaktivitit auf Populationsebene angewendet haben,
doch wurden verschiedene Funktionsausfille in Léasionsstudien beobachtet, ebenso wie
seitenabhingige Differenzen in Subgruppen spezifischer synaptischer Rezeptoren (El-Gaby et
al., 2015, Jordan et al., 2022, Shinohara et al., 2012, Shipton et al., 2014).

Wihrend bei Ratten keine Unterschiede beziiglich einer synaptischen Langzeitpotenzierung
beobachtet werden konnten, waren diese bei Méusen deutlich ersichtlich (Martin et al., 2019,
Shipton et al., 2014). Die Langzeitpotenzierung beschreibt eine Modulation von Synapsen,
durch welche die Amplitude exzitatorischer postsynaptischer Potenziale deutlich erhéht wird
(Pape et al., 2014, S. 833-835). Sie ist hierbei eingangsspezifisch und findet nur an Synapsen
statt, an denen das prasynaptische Neuron vereinfacht gesagt zuvor besonders stark oder
hochfrequent aktiv war. Solch eine Potenzierung kann schlieflich fiir Stunden bis Wochen
anhalten und spielt vor allem wegen ihrer Eingangsspezifitit eine wichtige Rolle im Rahmen
der Gedéchtnisbildung und des Lernens. Sie wurde von Shipton et al. (2014) an der
Verbindung vom CA3 zum CA1 néher untersucht, wo sie nach hochfrequenter elektrischer
Stimulation einzelner Neurone des CA3 nur dann eine Langzeitpotenzierung an Synapsen zu
Neuronen des CA1 beobachten konnten, wenn die Stimulation im linken CA3 stattgefunden
hat. Erfolgte diese hingegen im rechten CA3, konnten keine verstirkten postsynaptischen
Potenziale registriert werden. Passend zu diesen Daten wurde eine Beeintrachtigung bei
Aufgaben, welche das assoziative rdumliche Langzeitgedichtnis betrafen, in der gleichen
Studie nur dann beobachtet, wenn zuvor das linke CA3 ausgeschaltet wurde, nicht jedoch bei
Ausschaltung des rechten. Bekréftigt wurden diese Ansichten in weiteren Studien, die
nachgewiesen haben, dass in Neuronen des CA1 linksseitig eine hohere Dichte an bestimmten
Subgruppen postsynaptischer Rezeptoren flir Neurotransmitter vorliegt, die eine robustere
Langzeitpotenzierung durch eingehende Signale aus dem CA3 ermdglichen (Kawakami et al.,
2003, Kohl et al., 2011, Shinohara et al., 2008). Kombiniert sprechen diese Resultate fiir eine
groBere Relevanz des linksseitigen CA3 bei der Verarbeitung und Speicherung neuer

Gedichtnisinhalte. Ebenso haben El-Gaby et al. (2015) in einer Ubersichtsarbeit
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herausgearbeitet, dass die rechtsseitigen, eher bestdndigen Synapsen zwischen dem CA3 und
dem CAI eine Konnektivitit vorkonfigurierter Zellverbidnde bilden, welche der rdumlichen
Reprasentation verschiedener Umgebungen dienen. Eine Verarbeitung neuer Assoziationen
mit diesen Reprédsentationen wiirde dann vermehrt durch die plastischeren linksseitigen
Synapsen erfolgen.

Ubertragen wir solche Schlussfolgerungen auf die Ergebnisse in dieser Arbeit, so lisst sich
ein gewisses Korrelat finden. Obwohl sich die allgemeine neuronale Aktivitdt im CA3 auf
beiden Seiten nicht sonderlich unterschieden hat, war rechtsseitig ein deutlich hoéherer
Ahnlichkeits-Score nachweisbar als auf der linken Seite. Dieser Unterschied lag jedoch nur
bei wiederholter Erkundung einer Umgebung vor (Gruppe AA; Abbildung 26). Es wurde
rechtsseitig also eine ausgeprigtere Reaktivierung von Neuronenensembles in einer Situation
registriert, in der wir von der Durchfiihrung des Prozesses einer Musterkomplettierung
ausgehen. Linksseitig wurden hingegen mehr Neurone aktiviert, die in der zuvor erkundeten
Umgebung noch nicht aktiv gewesen waren und damit am ehesten die Verarbeitung neuer
Aspekte des zuletzt besuchten Kontextes représentieren. Diese konnten in der Gruppe AA
beispielsweise durch den anderen Zeitpunkt und eine verdnderte Laufstrecke mit anderen
Blickwinkeln als bei der ersten Erkundung verkorpert werden. Auf der einen Seite passen
diese Ergebnisse damit zur oben beschriebenen, bestindigeren neuronalen Aktivitdt im
rechten Hippocampus sowie zur plastischeren und damit vermehrt neue Informationen
einbindenden Aktivitdit im linken Hippocampus. Auf der anderen Seite spiegelt dies die
rechts-hemisphérale Dominanz des rdumliches Gedichtnisses wider (Shinohara et al., 2012).
Ubertragen wir diese Erkenntnisse auf die Theorie von Musterdifferenzierung und
Musterkomplettierung, so entspriche dieser Ansatz einer flihrenden Musterkomplettierung
mit Abrufen bereits bekannter Informationen im rechten CA3 und einer fiihrenden
Musterdifferenzierung zur Einbindung neuer Informationen im linken CA3.

Dieses Konzept wiirde auch den zuvor teils widerspriichlichen Ergebnissen verschiedener
Studien gerecht werden, welche dem CA3 entweder eine Musterdifferenzierung oder eine
Musterkomplettierung zuschreiben (Knierim und Neunuebel, 2016). Aufgrund einer hier
seitendifferenten, parallelen Durchfiihrung beider Funktionen, konnte zum Teil die eine und
zum Teil die andere Funktion liberwogen haben, was abhédngig davon wére, von welcher

Hemisphére in den jeweiligen Studien mehr Daten zur Auswertung herangezogen wurden.
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4.4 Rostrokaudale Unterschiede der Zellaktivitat und

Zellreaktivierung

Die rostrokaudale Achse des Hippocampus, welche auch als dorsoventrale oder
septotemporale Achse bezeichnet wird, zeigt sowohl anatomisch als auch funktionell
deutliche Unterschiede in den bis dato durchgefiihrten Studien. Wie in Kapitel 1.2.1
ausgefiihrt, bestehen hier starke Gradienten der Zelldichte im DG und dem CA3 mit rostral
stark fithrender Zahl an Kornerzellen im Verhéltnis zu Pyramidenzellen des CA3 (Andersen,
2007, S. 55f). Ebenso haben Léasionsstudien, wie in Kapitel 1.2.3.3 beschrieben, sowie
einzelne Studien, welche die catFISH verwendet haben, bereits zeigen konnen, dass vor allem
die rostrale im Gegensatz zur kaudalen Hippocampusformation an der Verarbeitung
rdumlicher Informationen beteiligt ist (Nakamura und Sauvage, 2016). Die hierzu
aufgefiihrten Studien haben jedoch das Charakteristikum gemeinsam, dass sie lediglich die
kaudalsten Anteile mit den am weitesten rostral gelegenen verglichen haben. Innerhalb dieser
Bereiche fand keine genauere Analyse entlang der jeweiligen Achse statt. In der hier
vorliegenden Arbeit wurden nun erstmals die Unterschiede entlang der rostrokaudalen Achse
des dorsalen/rostralen Hippocampus untersucht, wodurch weitaus genauere Einblicke in die
Differenzen der dortigen Zellaktivitit ermdglicht wurden. Um die Ergebnisse nochmal
zusammenzufassen, wurden entlang dieser Achse keine nennenswerten Unterschiede der
Zellaktivitit innerhalb des DG nachgewiesen. Fiir das CA3 ergab sich jedoch eine deutlich
fiihrende Zellaktivitidt in den am weitesten rostral gelegenen Anteilen (Abbildung 27c, d)
sowie ein signifikant hoherer Ahnlichkeits-Score im rostralen CA3 (Abbildung 28). Beide
Aspekte konnten sowohl in der Gruppe AA als auch in der Gruppe AB registriert werden.
Vergleichbare Studien liegen bisher nur sporadisch vor, weshalb ein Vergleich der Daten sich
als auBerst schwierig erweist. Lediglich von Maurer et al. (2005) wurde von Ergebnissen
berichtet, bei welchen eine vom rostralen zum kaudalen Hippocampus abnehmende
Zellaktivitdt nach Erkundung einer Umgebung nachgewiesen wurde. Ein derartiger Gradient
der Zellaktivitdt wurde hierbei sowohl fiir den DG als auch fiir das CA3 und das CAl
beschrieben. Zwar wurde dieser Gradient iiber die gesamte rostrokaudale Achse
nachgewiesen, doch unterstiitzen die Ergebnisse die Uberlegungen aus dieser Arbeit, dass
auch innerhalb des rostralen CA3 ein Gradient einer nach kaudal hin abnehmenden

neuronalen Aktivitdt bei rdumlichen Gedéichtnisprozessen besteht. So untermauern die hier
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vorliegenden Ergebnisse nur die Stirke des Gradienten, da er sogar innerhalb eines nur
kleinen Anteils der rostrokaudalen Achse nachzuweisen war.

Auch elektrophysiologische Studien wurden zur Ergriindung von Gemeinsamkeiten und
Unterschieden zwischen rostral und kaudal durchgefiihrt (Long et al., 2015, Maurer et al.,
2005, Patel et al., 2013). So wurden in diesen Studien unter anderem die Eigenschaften der
bereits in Kapitel 1.2.5.1 und 1.2.5.3 genannten Ortszellen untersucht. Eine Analyse der
Zellaktivitdt ergab, dass die Bereiche, in denen eine Ortszelle aktiv ist, in den rostralen
Anteilen des DG, des CA3 und des CA1 deutlich kleiner sind als in den kaudalen. Es besteht
hier somit eine bemerkenswert hohere Auflosung der Umgebung, welche nach kaudal im
Sinne eines linearen Gefilles immer niedriger wird (Maurer et al., 2005). Dariiber hinaus
konnten Long et al. (2015) nachweisen, dass die kaudal gelegenen Neurone des DG, CA3 und
CAl bei wiederholter Erkundung einer Umgebung habituieren und ihre Zellaktivitat
nachlésst. Rostral bleibt die Zellaktivitit jedoch weiterhin stark erhoht, was von den Autoren
als stidndige Verarbeitung der Details einer Umgebung aufgefasst wurde. Inwiefern sich
derartige Ergebnisse mit dem signifikant hoheren Ahnlichkeits-Score im rostralen CA3 in
Einklang bringen lassen, bleibt jedoch unklar. Derzeit gibt es noch keine Studien, welche sich
mit der Abgrenzung zwischen Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung innerhalb
des rostralen DG und CA3 befasst haben. Wenn wir hier die Hohe des Ahnlichkeits-Scores
erneut als Korrelat der Musterkomplettierung bzw. Musterdifferenzierung ansehen, so deuten
die Ergebnisse dieser Arbeit erstmalig darauf hin, dass die Musterkomplettierung bevorzugt in
den rostralen Anteilen des CA3 im Vergleich zu den kaudalen ausgefiihrt wird bzw. dass die
Musterdifferenzierung bevorzugt in den kaudalen Anteilen verglichen mit den rostralen
ausgeflihrt wird. Dass die Prozesse aber weiterhin alle rostrokaudalen Abschnitte betreffen,
auch wenn Gradienten vorzuliegen scheinen, ist an den einheitlich hoheren Ahnlichkeits-
Scores der Gruppe AA verglichen mit Gruppe AB auf allen Ebenen zu erkennen. Diese
sprechen fiir eine einheitliche Durchfiihrung einer Musterkomplettierung in der Gruppe AA
bzw. eine einheitliche Musterdifferenzierung in der Gruppe AB. Hinweise auf Gradienten auf
der Basis anatomischer Verbindungen lassen sich aktuell allerdings keine finden. Ob dies also
der Wahrheit entspricht und weiter bekriftigt werden kann oder ob es moglicherweise ein
Zufall bei nur geringer Fallzahl an Méusen in dieser Arbeit ist, bleibt in weiteren Studien zu
evaluieren. Festhalten ldsst sich jedoch, dass die rostral hohere Zellaktivitit im CA3 bei
Gedédchtnisprozessen zu raumlichen Informationen durch die Ergebnisse meiner Arbeit weiter
untermauert wird, wihrend im DG im Gegensatz zu den genannten Studien keine Variabilitét

der Zellaktivitét vorlag.
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4.5 Limitationen

Trotz der zahlreichen interessanten Ergebnisse und den vielen Ubereinstimmungen der
Ergebnisse dieser Arbeit mit denen anderer verdffentlichter Studien bleiben auch hier gewisse
Einschrankungen ihrer Aussagekraft nicht aus. Wie in Kapitel 1.3 bereits angesprochen, stellt
diese Arbeit einen detaillierten Blick auf die Zellaktivitdt in den einzelnen Regionen des DG
und des CA3 dar. Diese beiden Regionen sind jedoch nur zwei einzelne Bereiche der
Hippocampusformation, welche zwar Kernaufgaben der hippocampalen Funktionen zu
iibernehmen scheinen, jedoch kein Gesamtbild der Abldufe innerhalb der Formation
betrachten lassen. Da die Musterdifferenzierung des DG und des CA3 eine Trennung der
Informationen verschiedener Situationen bezweckt, wire es ebenfalls von hohem Interesse
gewesen, bereits die Zellaktivitit des EC als Ausgangspunkt der neuronalen Verbindungen zu
diesen Bereichen zu erfassen. Somit hitte die Beobachtung und Analyse der Verdnderung der
neuronalen Aktivitit vom EC zum DG und CA3 eine Quantifizierung der Differenzierung der
Ausgangsinformationen auf ihrem Weg erlaubt und damit eine Beurteilung der Effizienz der
Musterdifferenzierung beider Bereiche ermoglicht. Gleichzeitig fehlt ebenfalls eine Erfassung
der Zellaktivitit in den nachgeschalteten Arealen wie dem CA1l. So bleibt auch hier aus,
Riickschliisse auf die Weiterverarbeitung der Informationen aus dem DG und CA3 zu ziehen.
Unter anderem kann auf diese Weise nicht beurteilt werden, ob im CA1 ebenfalls eine
seitendifferente Verarbeitung der Informationen stattfindet oder ob die Informationen von
rechtsseitigem und linksseitigem CA3 hier wieder zusammengefiihrt werden. Es wire
dementsprechend notig gewesen, auch die Zellaktivitit in weiteren Regionen der
Hippocampusformation zu erfassen, um ein Gesamtbild zu erlangen. Fiir diese Bereiche ist
die Erfassung der Zellaktivitdt mittels des IEGs zif268/egr-1 jedoch noch nicht ausreichend
erprobt, um mit validen Ergebnissen rechnen zu koénnen. Somit miisste hier vorerst mit
anderen IEGs gearbeitet werden, welche jedoch eine Vergleichbarkeit der dortigen
Zellaktivitdt mit jener im DG und CA3 erschweren wiirde.

Gehen wir einen Schritt weiter ins Detail, so wurde nur die Zellaktivitidt im dorsalen DG und
CA3 erfasst, wihrend die ventralen Anteile beider Regionen nicht ndher untersucht wurden.
Zwar war genau dies auch das Ziel der Arbeit, da den dorsalen Anteilen der
Hippocampusformation die Verarbeitung von rdumlichen Informationen zugesagt wird.
Dennoch ist noch nicht geklért, in welchem Zusammenspiel von dorsalen und ventralen
Anteilen moglicherweise die Verarbeitung der rdumlichen und zeitlichen Informationen

kombiniert mit den emotionalen Aspekten erfolgt, die eher dem ventralen DG und CA3
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zugeordnet werden (Bannerman et al., 2002, Hunsaker und Kesner, 2008, Moser und Moser,
1998). Hitten die Ergebnisse dieser Arbeit mehr zu einem Gesamtbild beitragen sollen und
nicht nur zu der Verarbeitung rein rdumlicher Informationen, so hitten auch die ventralen
Anteile untersucht werden miissen.

Betrachten wir die Methode der catFISH, welche hier angewendet wurde, so liefert diese eine
sehr gute Auflosung der neuronalen Aktivitit auf Zellebene, welche sich iiber zwei
Situationen hinweg verfolgen ldsst. Die Methode ermdglicht jedoch nur die Erkenntnis,
welche Neurone in welcher Situation aktiv gewesen sind. Wie in Kapitel 1.2.5 ausfiihrlich
erliutert, gibt es neben der Musterdifferenzierung auf Populationsebene ebenfalls die Prozesse
der Frequenz-Umkartierung bezogen auf die Feuerrate von Neuronen. Da diese in der
vorliegenden Arbeit nicht erfasst wurde, konnten derartigen Aspekte nicht in die Analyse der
Prozesse der Musterdifferenzierung mit aufgenommen werden. Grundsétzlich ldsst sich diese
nur schwer umsetzen, da mit einer Elektrodenimplantation auch immer eine gewisse
Schadigung der Strukturen verbunden ist und nicht derart viele Zellen mittels Elektroden
erfasst werden, wie mittels der catFISH dargestellt werden konnen. Eine kombinierte Analyse
der Zellaktivitdt mittels beider Methoden lésst sich damit nicht ermoglichen.

Ein Blick auf den Versuchsaufbau in dieser Arbeit ldsst noch weitere kleine Aspekte
erkennen, welche ihre Aussagen limitieren. Hierbei sind insbesondere zwei Punkte von
Bedeutung. Diese sind die Anzahl der Versuchstiere und die Anzahl der verschiedenen
Kontexte. Es wurden jeweils drei Mause fiir die drei Gruppen zur Kontrolle der Methode der
catFISH genutzt, wihrend die Versuchsgruppen AA und AB aus jeweils fiinf Miusen
bestanden, von denen eine aus der Auswertung ausgeschlossen werden musste. Demzufolge
konnten die Prozesse der Musterdifferenzierung und der Musterkomplettierung nur bei neun
Versuchstieren analysiert werden, was letztlich nur eine kleine Versuchsgruppe darstellt. Da
unsere Ergebnisse bereits hohe Signifikanzen aufgewiesen haben, ist davon auszugehen, dass
diese auch bei grofBeren Gruppen zu beobachten sein wiirden. Insbesondere kann hier jedoch
keine Sicherheit vorliegen, dass die nicht signifikanten Ergebnisse korrekt sind, da fiir diese
evtl. keine ausreichende Power bei kleiner Fallzahl vorliegt. SchlieBlich muss in weiteren
Studien mit entsprechend hdherer Zahl an Versuchstieren untersucht werden, ob sich die
Schlussfolgerungen aus dieser Arbeit bestitigen lassen. In gleichem Zuge sollte dann auch
untersucht werden, ob moglicherweise Geschlechterdifferenzen bei den Prozessen vorliegen,
da in dieser Arbeit nur mannliche Tiere untersucht wurden, um einen Einfluss stirkerer

hormoneller Schwankungen auf die Zellaktivitit auszuschlieBen.
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Im Kapitel 1.2.7 wurde neben der Abgrenzung zwischen den grundlegenden Prozessen der
Musterdifferenzierung und -komplettierung auch auf ihre Variabilitét innerhalb des CA3
hingewiesen, nach welcher sich seine Funktion laut Theorie von Knierim und Neunuebel
(2016) je nach der Ahnlichkeit zweier Umgebungen unterschiedlich ausprigen kann. In
meiner Arbeit bin ich ferner zu dem Schluss gekommen, dass beide Prozesse vermutlich
gleichzeitig in unterschiedlichen Anteilen des CA3 stattfinden kdnnen. Aufgrund des
Versuchsaufbaus sind hier jedoch nur zwei verschiedene Situationen beurteilbar gewesen.
Zum einen war dies die wiederholte Erkundung einer Umgebung. Zum anderen war dies die
Erkundung zweier Umgebungen, welche sich zu einem gewissen Grad in ihren lokalen
Hinweisen unterschieden haben. Wir haben jedoch keine Informationen dariiber erhalten
kénnen, ab welcher Ahnlichkeit zweier Kontexte sich diese Aufteilung von
Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung einstellt. Es ldsst sich bezogen auf die
Gruppe AB damit keine Aussage machen, ob der Prozess der Musterdifferenzierung hier
bereits zu einer starken Separation beider Neuronenensembles gefiihrt hat oder ob sich die
Kontexte noch so dhnlich waren, dass diese Gruppen von aktivierten Neuronen bisher nur in
geringem Mal3 voneinander getrennt wurden. Mdglicherweise hitte sich bei nur geringen
weiteren Unterschieden zwischen Kontext A und Kontext B eine deutlich stirkere
Musterdifferenzierung beobachten lassen, welche womoglich noch weitere neue Erkenntnisse
offenbart hitte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass diese Arbeit bereits detaillierte Einblicke in die
Zellaktivitit im DG und CA3 geboten hat, in weiteren Studien jedoch mit mehr
Versuchstieren und mehreren Kontexten verschiedener Ahnlichkeit gearbeitet werden muss.
Zudem wire es fir das Gesamtbilder der Funktion der Hippocampusformation
wiinschenswert auch die vor- und nachgeschalteten Hirnregionen in die Auswertung
einzubeziehen und damit mehrere Abschnitte der Informationsprozession beurteilen zu

konnen.
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4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Wie in den einleitenden Kapiteln zusammengefasst, ist die Hippocampusformation das
zentrale Element der Gedéchtnisbildung, -konsolidierung und des Wiederabrufens von
Erinnerungen. Die Theorien hierhinter, welche Regionen der Formation beziehungsweise
welche Subregionen von diesen fiir welche Prozesse zustindig sind, hat sich in den
vergangenen Jahrzehnten mehrmals gewandelt. Dennoch bleiben die Kernelemente der
Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung die elementaren Vorgidnge, um Eindriicke
und Erinnerungen voneinander zu unterscheiden und diese wieder aufzurufen.

Auch in dieser Arbeit lassen sich als Resiimee sowohl die Ergebnisse zahlreicher Studien zur
Musterdifferenzierung und Musterkomplettierung bestitigen, was die Zustdndigkeit und die
Zellaktivitdit im DG und CA3 angeht, als auch neue Aspekte herausarbeiten, welche in
zukiinftigen Arbeiten beachtet werden miissen. Es konnte bestdtigt werden, dass der DG eine
starke Musterdifferenzierung durchfiihrt, welche vor allem durch seine hohe Zellzahl und
zeitgleich nur spérliche neuronale Aktivitét in einer Situation ermdglicht wird (Rolls, 2016).
Ebenso konnte, wie in den vorangegangenen Kapiteln erldutert, eine fiilhrende Zellaktivitdt im
spDG im Vergleich zum ipDG nachgewiesen werden. Dennoch belegen die Ergebnisse, dass
nicht nur, wie von Chawla et al. (2005) behauptet, der spDG an der Musterdifferenzierung
beteiligt ist, sondern auch der ipDG. Welche Stellung die beiden jeweiligen Regionen
zueinander und zum nachgeschalteten CA3 besitzen, bleibt allerdings weiterhin unklar.
Nachdem anfédnglich nur dem DG die Musterdifferenzierung zugesprochen worden war und
das CA3 lediglich der Musterkomplettierung dienen sollte, wurde auch diese Ansicht
verlassen und eine deutlich stirkere Kooperation der beiden Bereiche vermutet. Dem DG
bleibt weiterhin nur die erstere zuzuordnen. Dem CA3 lassen sich inzwischen jedoch
verschiedene Theorien zuordnen, in denen entweder unterschiedliche seiner Anteile
verschiedene Aufgaben iibernehmen oder es abhdngig von der Situation entweder eine
Musterdifferenzierung oder eine Musterkomplettierung ausfithren kann (Hunsaker et al.,
2008, Knierim und Neunuebel, 2016). Letztere stellt die aktuellere Hypothese dar und
beschreibt eine Abhingigkeit des auszufiihrenden Prozesses von der Ahnlichkeit zweier
Situationen oder Umgebungen. Der Interpretation der Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit
zufolge konnten jedoch sowohl die Musterdifferenzierung als auch die Musterkomplettierung
zeitgleich stattfinden, was auch mit dem Ablauf des Wahrnehmens einer Situation deutlich
besser zu vereinbaren wire. So findet beim Erleben zweier dhnlicher Umgebungen eine

Musterkomplettierung statt, durch welche sich ein Individuum an die zuerst erfahrene
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erinnert, und ebenso eine parallele Musterdifferenzierung, durch welche das Individuum dazu
in der Lage ist, die zweite von der ersten Umgebung zu unterscheiden und sowohl die
Gemeinsamkeiten als auch die Differenzen zu definieren. Dieser parallelen Verarbeitung
ungeachtet bleibt es dennoch bei unterschiedlichen Funktionen der Subregionen des CA3, bei
denen bestdtigt werden konnte, dass das CA3c auch an der Musterdifferenzierung des DG
partizipiert. Hingegen distanziert sich das CA3b/a zunehmend von der Funktion des DG und
dient der dargelegten parallelen Durchfiihrung beider Prozesse mit flihrender
Musterkomplettierung.

Eine weitere der neuen Erkenntnisse liegt schlieBlich darin, dass diese parallelen Prozesse
moglicherweise seitengetrennt in den Hippocampusformationen oder zumindest in Anteilen
von ithnen durchgefiihrt werden. Nachdem bereits beim Menschen eine seitenunterschiedliche
Aufgabenzuordnung beobachtet werden konnte und es auch bei Maus und Ratte erste
Hinweise auf hemisphérale Unterschiede gab, konnte in dieser Arbeit erstmals eine
seitendifferente Funktion des CA3 auf Ebene der Zellaktivitit nachgewiesen werden (El-Gaby
et al., 2015, Motley und Kirwan, 2012, Shipton et al., 2014). Demzufolge findet im
rechtsseitigen CA3 eine fiihrende Musterkomplettierung statt, wéhrend linksseitig die
Musterdifferenzierung unter betonten Plastizititsvorgangen dominiert.

Neben diesen hemisphdralen Unterschieden sind seit Jahrzehnten verschiedene Aufgaben der
dorsalen und ventralen Anteile der Hippocampusformation bekannt, was in unterschiedlichen
Studien bereits belegt wurde (Bannerman et al., 2002, Bannerman et al., 2004, Moser und
Moser, 1998). Laut diesen findet in den dorsalen Anteilen vornehmlich eine Verarbeitung
raumlicher Informationen statt, wihrend ventral vor allem emotionale Aspekte prozessiert
werden. Den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit zufolge bestehen jedoch selbst
innerhalb des dorsalen CA3 Unterschiede bezogen auf die Zellaktivitit und die
Aufgabenverteilung. So wurde eine rostrale Betonung der Zellaktivitit sowie eine rostral
flihrende Musterkomplettierung im Verhiltnis zu den kaudaleren Anteilen des dorsalen CA3
nachgewiesen.

In Zusammenschau dieser teils neuen und teils bekannten Aspekte scheint es, dass eine
deutlich feinere Differenzierung zwischen den Aufgaben der einzelnen Subregionen des DG
und des CA3 erfolgen muss. Hierbei darf jedoch nicht einfach unterschieden werden, welche
Region fest welchem Prozess zuzuordnen ist. Vielmehr muss in zukiinftigen Studien
untersucht werden, wie variabel die Funktion vor allem des distalen CA3 ist oder auch zu
welchem Zeitpunkt beziehungsweise bei welchen rdumlichen Informationen die einzelnen

Regionen welchen Prozess zu welchem Grad ausfilhren und welche Prozesse zeitgleich
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ablaufen. Darliber hinaus gilt es zukiinftig zu beachten, dass eine &ullerst feine
Differenzierung zwischen den rostrokaudalen Ebenen der einzelnen Bereiche erfolgen muss,
ebenso wie eine Unterscheidung zwischen den Subregionen des Hippocampus beider Seiten.

Diese Erkenntnisse stellen zwar nur einen kleinen Aspekt bei der Ergrindung der
Funktionsweise des murinen und erst recht des menschlichen Gehirns dar, doch zeigt uns
diese Arbeit, wie stark die kleinsten Regionen des Gehirns vernetzt sind und mit wie viel

Feingefiihl und Prizision die weitere Forschung an diesen erfolgen muss.
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5 Zusammenfassung

Die Hippocampusformation verkorpert die zentralen Hirnregionen, welche fiir die
Gedichtnisbildung, -konsolidierung und das Abrufen von Erinnerungen zustindig sind.
Zentrale Prozesse der Regionen des Gyrus dentatus (DG) und des Cornu ammonis 3 (CA3)
sind in diesem Rahmen die Musterdifferenzierung und die Musterkomplettierung. Erstere
beschreibt die Unterscheidung bekannter und unbekannter Informationen wie auch
Umgebungen durch die Aktivierung verschiedener, sich je nach Ahnlichkeit der
Informationen stiarker oder weniger iiberlappender Gruppen von Neuronen. Sie wird in erster
Linie dem DG zugewiesen. Die Musterkomplettierung hingegen beschreibt das
Wiederabrufen einer Erinnerung durch die Reaktivierung der entsprechenden Gruppe von
Neuronen vornehmlich im CA3, auch wenn nicht alle dieser Eindriicke erneut préisentiert
werden. Eine Debatte der letzten Jahrzehnte besteht jedoch um die genaue Zuordnung dieser
Prozesse zu den Subregionen des DG und des CA3.

Das Ziel dieser Arbeit bestand nun in der einheitlichen und detaillierten Analyse der
Zellaktivitdt auf der Ebene von Neuronenpopulationen in den dorsalen Anteilen eben dieser
Subregionen, wenn Méuse zwei sich zu einem gewissen Grad unterscheidenden Umgebungen
ausgesetzt wurden. Besonderer Fokus lag hierbei auf der Analyse der Kooperation und
differenten Verarbeitung von Informationen von einzelnen Subregionen. Ebenso sollten
konkrete Seitenunterschiede zwischen den Regionen beider Hemisphdren sowie zwischen
verschiedenen rostrokaudalen Ebenen untersucht werden.

Fiir dieses Experiment wurden verschiedene Gruppen von Méusen entweder wiederholt der
gleichen Umgebung oder nacheinander zwei sich anteilig dhnelnden Umgebungen ausgesetzt.
Die Zellaktivitdit wurde anschlieBend mittels der zelluliren Kompartimentanalyse der
zeitlichen Aktivitdt mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (catFISH) an Gewebeschnitten
der entsprechenden Hirnbereiche detektiert. Fiir diese sollte erstmals einheitlich iiber beide
Regionen hinweg das unmittelbar exprimierte Gen (immediate-early gene) zif268/egr-1
verwendet werden, um eine Vergleichbarkeit der Daten zwischen dem DG und dem CA3 zu
erreichen. Hierbei sollte die gleichzeitige Anwendung einer pri-mRNA-Sonde und einer
Sonde fiir die gesamte Lange der mRNA von zif268/egr-1 getestet werden, um eine Kontrolle
der jeweils anderen Sonde zu etablieren. Aufbauend auf dieser Methode konnte zwischen
Neuronen, welche ca. 30 min vor dem Exitus einer Maus, und solchen, die 5 min vor diesem

aktiv waren, unterschieden werden. Die Auswertung der Daten erfolgte anhand des Anteils
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aktivierter Zellen an allen detektierten Neuronen sowie durch die Anwendung eines in der
Literatur etablierten Ahnlichkeits-Scores.

Die Auswertungen ergaben, dass sowohl die Subregionen des DG (suprapyramidaler und
infrapyramidaler Schenkel; spDG und ipDG) als auch die des CA3 (CA3c; CA3b; CA3a) an
einer deutlichen Separation der aktiven Neuronenensembles bei der Erkundung verschiedener
Umgebungen beigetragen haben. So konnte hier in allen ein niedrigerer Ahnlichkeits-Score
nachgewiesen werden, als es der Fall war, wenn wiederholt der gleiche Kontext erkundet
wurde (spDG: p < 0.0001; ipDG: p = 0.0223; CA3c: p = 0.0079; CA3b: p <0.0001; CA3a: p
= 0.0007). Die Grofe der Neuronenensembles zeigte in keiner der Situationen eine relevante
Verianderung (p > 0.05). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass in einer Umgebung im CA3
etwa ein vierfach hoherer Anteil der Neurone im Vergleich zum DG aktiviert wurde. Ein
weiterer Vergleich zwischen dem DG und dem CA3 brachte auBerdem hervor, dass fiir das
CA3b/a (p = 0.0273), nicht aber fiir das CA3c (p > 0.05) ein signifikant hoherer Ahnlichkeits-
Score fiir eine Reexploration vorlag als fiir den DG. Betrachtet man die Ergebnisse
aufgetrennt nach Hemisphéren, so war die allgemeine Zellaktivitidt im DG und CA3 gleich (p
> (.05), die Ahnlichkeits-Scores waren fiir das CA3 bei einer Reexploration einer Umgebung
fiir die rechte Seite deutlich héher (Gruppe AA: p = 0,0004). Ahnlich konnte eine rostral
betonte Zellaktivitit in einzelnen Subregionen und ein rostral hoherer Ahnlichkeits-Score fiir
das CA3 (AA: p=0.0006; AB: p =0.0181) in beiden Gruppen nachgewiesen werden.
Zusammenfassend demonstrieren diese Ergebnisse, dass nicht nur der DG, sondern auch alle
Subregionen des CA3 an einer Musterdifferenzierung teilnehmen konnen. Besonders zu
betonen ist hierbei, dass entgegen der bisherigen Literatur nicht nur der spDG, sondern auch
der ipDG diesen Prozess auszufiihren vermag. Der DG allgemein scheint in diesem Rahmen
auch mit dem CA3c zu kooperieren, was durch die analogen Werte des Ahnlichkeits-Scores
ausgesagt wird. Gleichzeitig scheint das CA3 mit Betonung des CA3b/a jedoch nicht nur eine
Musterdifferenzierung, sondern auch eine Musterkomplettierung durchzufiihren. Insbesondere
die Seitenunterschiede lassen darauf schliefen, dass laut unseren Ergebnissen eine rechtsseitig
fihrende = Musterkomplettierung und  entgegengesetzt eine linksseitig  fithrende
Musterdifferenzierung im CA3 stattfindet. Dies erdffnet eine vollig neue Sichtweise auf die
Verarbeitung raumlicher Informationen, da bisher davon ausgegangen wurde, dass vom CA3
immer nur einer dieser Prozesse zu einem Zeitpunkt ausgefiihrt wird. Auch die Unterschiede
innerhalb der rostrokaudalen Achse des dorsalen CA3 demonstrieren, mit wie viel mehr
Genauigkeit in zukiinftigen Studien die hippocampale Funktion in den einzelnen Subregionen

untersucht werden muss, als es in der bisherigen Literatur meist der Fall gewesen ist.
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7 Anhang
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Abbildung 29 Kontrolle der Methode in den Subregionen des Gyrus dentatus

Es sind die Ergebnisse der Anteile an Zellen mit nukledrem (a) und zytoplasmatischem (b) Signal von
allen erfassten Zellen der jeweiligen Region im suprapyramidalen (spDG) und infrapyramidalen DG
(ipDG) fiir die Gruppen hc, A5 und A30 gezeigt.

Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. ns: nicht
signifikant; *: p <0,05; **: p <0,005; ***: p <0,0005
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Abbildung 30 Reaktivierungsraten

Reaktivierungsrate 1 (a) und Reaktivierungsrate 2 (b) fiir alle Subregionen des DG und des CA3 mit
Vergleich zwischen den Gruppen AA und AB.

Aufgefiihrt ist fiir jede Region der Vergleich zwischen der Gruppe AA und der Gruppe AB. Die
Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des Standardfehlers. DG: Gyrus
dentatus; spDG: suprapyramidaler Gyrus dentatus; ipDG: infrapyramidaler Gyrus dentatus; CA3:
Cornu ammonis 3; CA3c: Cornu ammonis 3 ¢; CA3b: Cornu ammonis 3 b; CA3a: Cornu ammonis 3
a; ns: nicht signifikant; *: p <0,05; **: p < 0,005; ***: p <0,0005; ****: p <0,0001
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Abbildung 31 Rostrokaudaler Vergleich der neuronalen Aktivitit innerhalb des ersten
Kontextes in allen Subregionen

Rekrutierte Neurone in den Subregionen des Gyrus dentatus (DG) und des Cornu ammonis 3 (CA3)
wihrend der Erkundung des ersten Kontextes bei Mausen der Gruppe AA (a) und der Gruppe AB (b).
Aufgefiihrt ist fiir jede Gruppe der Vergleich zwischen den rostralen und kaudalen Ebenen der
jeweiligen Subregion. Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des
Standardfehlers. spDG: suprapyramidaler Gyrus dentatus; ipDG: infrapyramidaler Gyrus dentatus;
CA3c: Cornu ammonis 3 ¢; CA3b: Cornu ammonis 3 b; CA3a: Cornu ammonis 3 a; ns: nicht
signifikant; *: p < 0,05
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Abbildung 32 Rostrokaudaler Vergleich der neuronalen Aktivitit innerhalb des zweiten
Kontextes in allen Subregionen

Rekrutierte Neurone in den Subregionen des Gyrus dentatus (DG) und des Cornu ammonis 3 (CA3)
wihrend der Erkundung des zweiten Kontextes bei Méausen der Gruppe AA (a) und der Gruppe AB
(b).

Aufgefiihrt ist fiir jede Gruppe der Vergleich zwischen den rostralen und kaudalen Ebenen der
jeweiligen Subregion. Die Darstellung erfolgte jeweils unter Angabe des Mittelwertes sowie des
Standardfehlers. spDG: suprapyramidaler Gyrus dentatus; ipDG: infrapyramidaler Gyrus dentatus;
CA3c: Cornu ammonis 3 ¢; CA3b: Cornu ammonis 3 b; CA3a: Cornu ammonis 3 a; ns: nicht
signifikant; *: p <0,05; **: p <0,005; ***: p <0,0005; ****: p <0,0001
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