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1. Zusammenfassung

Der entorhinale Cortex (EC) nimmt eine zentrale Stellung im limbischem System ein und
ist dariiber hinaus eine Verbindungsstelle zwischen Hippocampus und Cortex. Der EC
weist bei einer Reihe von Erkrankungen friithzeitig selektive Zellverluste auf, die zu einer
Beeintrachtigung von Lern- und Gedichtnisleistungen sowie von kognitiven Funktionen
filhren. Ziel der Untersuchungen war es, die Bedeutung der Projektionszellen des EC in
der Interaktion zwischen EC und Hippocampus besser zu verstehen, um die funktionellen
Folgen dieser Schiadigungen abzuschitzen. Um die Eigenschaften der Projektionszellen im
EC genauer zu charakterisieren, fiihrten wir intrazelluldre Ableitungen an den Neuronen
der oberflachlichen (Schicht II und III) und der tiefen (Schicht IV-VI) Schichten durch,
von denen etwa ein Viertel wihrend der Ableitung mit dem Farbstoff Biozytin gefarbt
werden konnten. In Schicht III des medialen EC (mEC) fanden wir vier unterschiedliche
Zelltypen, von denen zwei als Projektionsneurone (Typ 1 und Typ 2) charakterisiert
wurden. Die Projektionszellen der Schicht III besitzen eine niedrige Schwelle zur
Auslosung synaptisch evozierter Aktionspotentiale. Daneben konnten wir zwei weitere
Typen von Zellen (Typ 3 und Typ 4) bestimmen, deren Somata in der Schicht III lagen,

die aber nicht in den Hippocampus projizierten, sondern lokal im EC verschaltet waren.

Aufgrund ihrer Morphologie wurden die Zellen der Schicht II in Stellate (Stern-)-Zellen
und Nicht-Stellate-Zellen unterteilt. Der grofite Anteil der Schicht II-Zellen wird von den
Stellate-Zellen gebildet, die ihren Namen der sternformigen Morphologie ihrer Somata
verdanken. Neben den sehr stark verzweigten Dendriten weisen sie Axone auf, die in den
Hippocampus projizieren. Wéhrend depolarisierender und hyperpolarisierender
Strominjektionen zeichnen sich diese Zellen durch charakteristische Aus- und
Einwirtsstrome aus  (,sag). Zudem sind fiir diese Zellen Na -abhingige
Membranpotential-Oszillationen beschrieben worden. Bei synaptischer Stimulation
antworten sie mit einem kleinen exzitatorischen postsynaptischen Potential (EPSP),
welchem ein deutliches schnelles und langsames inhibitorisches postsynaptisches Potential
(IPSP) folgt. Zur Auslosung von Aktionspotentialen in Stellate-Zellen sind wesentlich
hohere synaptische Reizintensititen erforderlich als bei den Projektionszellen der Schicht

I1I.



In den tiefen Schichten des EC hatten wir Neurone abgeleitet, die ebenso wie die Stellate-
Zellen der Schicht II rhythmische Membranpotential-Oszillationen, vorwiegend im Theta
Frequenzbereich (5-22 Hz, Durchschnittswert 10.4+£1.1 Hz), aufweisen. Diese
intrinsischen Oszillationen waren in den tiefen Schichten des EC bis dahin nicht
beschrieben worden. Pharmakologisch zeichnen sie sich ebenfalls durch ihre Tetrodotoxin-
Sensitivitdt aus. Morphologische Untersuchungen konnten zeigen, dall diese Zellen
pyramidenformige Somata aufweisen und zur Area Dentata (AD) projizieren. Als weitere
Projektionszellen zur AD fanden sich bipolare und multipolare Neurone der tiefen
Schichten, die trotz der morphologischen Ahnlichkeit mit GABAergen Interneuronen die
typischen elektrophysiologischen und neurochemischen Eigenschaften von Prinzipalzellen
des EC besitzen. Sowohl pyramidale als auch nicht-pyramidale Neurone konnen
vermutlich Funktionen von sowohl Lokal- als auch Projektionszellen iibernehmen und
dementsprechend die schnelle Informationsiibertragung zwischen den tiefen und

oberfliachlichen Schichten einerseits und zwischen EC und AD andererseits ausiiben.

Um der Frage nachzugehen, unter welchen Bedingungen die Schicht II- und III-
Projektionszellen aktiviert werden, filihrten wir repetitive synaptische Reizungen im
lateralen EC sowie in den tiefen Schichten des EC durch. Hochfrequente repetitive
synaptische Reizung (> 10 Hz) fiihrt zu einer bevorzugten Aktivierung der Schicht II-
Zellen. Hingegen konnen die Schicht I1I-Zellen durch Reizung in diesem Frequenzbereich
gehemmt werden. Diese Neurone werden hingegen bei niedrigeren Reizfrequenzen (< 6
Hz) bevorzugt aktiviert und Schicht II-Zellen gleichzeitig gehemmt. Dies 146t vermuten,
daBl der Informationstransfer zwischen EC und Hippocampus frequenzabhéngig gesteuert
wird mit dem Ergebnis, dal niederfrequente Aktivitdt aus dem rhinalen Cortex iiber den
EC bevorzugt die CAl-Region und das Subiculum erreicht, wihrend hoherfrequente
Informationen bevorzugt den Weg iiber die AD nehmen. Bei diesen Untersuchungen
zeigte sich zudem, daBl die Projektionsneurone der Schicht III im AnschluB an
hochfrequente Reizung (10 Hz und mehr) eine sehr lang anhaltende (bis zu 20 s dauernde)
Hyperpolarisation entwickelten. Die frilhe Komponente dieser Hyperpolarisation wird
durch Aktivierung von GABAg-Rezeptoren vermittelt, wihrend ein mittlerer Anteil {iber
muskarinische Azetylcholin-Rezeptoren und der letzte Anteil dieser Hyperpolarisation

tiber enkephalinerge Rezeptoren vermittelt wird.



Da bekannt ist, dal eine grole Anzahl an cholinergen und serotonergen Fasern den EC
innervieren und eine hohe Dichte der entsprechenden Rezeptoren im EC exprimiert ist,
haben wir uns fiir den EinfluB von Carbachol (CCh; muskarinischer Agonist) und
Serotonin auf die neuronale Aktivitdt im EC interessiert. Hierzu haben wir den Einfluf3 von
CCh auf das Ruhemembranpotential und die postsynaptische intrazelluldre Kalzium-
Konzentration in Schicht II und II untersucht. Applikation von CCh in niedriger
Konzentration fiihrt zu einer ausschlieBlichen Depolarisation des Membranpotentials von
Schicht II Neuronen sowie zu einer Depolarisation und/oder Hyperpolarisation von
Schicht III-Projektionsneuronen. Dabei konnten bei den intrazelluliren Kalzium-
Messungen zwei Unterschiede zwischen den Schicht II- und III-Neuronen beobachtet
werden. Stellate-Zellen der Schicht II weisen schon bei geringen Depolarisationen kleine,
durch niedrig-spannungsaktivierte Ca’"-Kanile vermittelte Kalzium-Anstiege auf,
wihrend in den Schicht III-Zellen kein Kalzium-Anstieg meBbar ist. Allerdings fiihren
weitere Depolarisationen der Zellen in den Schicht III-Neuronen zu signifikant groBeren
Kalzium-Anstiegen als in den Schicht II-Zellen, welche durch hoch-spannungsaktivierte

Ca*"-Kanile vermittelt sind.

Untersuchungen mit Serotonin (5-HT) zeigen, daBB 5-HT im EC eine deutliche,
unterdriickende Wirkung auf die glutamaterge synaptische Ubertragung hat. Wir
interessierten uns daraufhin fiir den zugrundeliegenden Wirkmechanismus. Da die direkten
AMPA- und NMDA-Rezeptor-aktivierten Strome nicht von Serotonin beeinflufit wurden,
konnte eine direkte Rezeptormodulation beider Glutamatrezeptoren ausgeschlossen
werden. Durch Experimente an "Miniatur"-exzitatorischen postsynaptischen Stromen
konnte gezeigt werden, daBl Serotonin iiber die Hemmung der prédsynaptischen
Glutamatausschiittung die effektive Reduzierung der synaptischen Exzitation im EC

bedingt.

In den letzten Jahren ist bei Patienten mit Psychosen beschrieben worden, da3 sie haufig
Lasionen im mEC aufweisen. Dies gilt sowohl fiir Patienten mit Schizophrenie als auch fiir
eine Gruppe von Patienten mit Temporallappenepilepsie. Derartige Lésionen lassen sich
auch nach Einnahme von Phencyclidinen im Tierexperiment ausldsen, wobei am besten
die Wirkungen des nicht-kompetitiven =NMDA-Rezeptorantagonisten MK-801

dokumentiert sind. Wir haben zeigen konnen, daBl Hirnschnitte von MK-801-

10



vorbehandelten Tieren verdnderte synaptische Eigenschaften aufweisen. Extrazellulédre
Feldpotential-Messungen zeigen, dal MK-801 bei intraperitonealer Verabreichung in
hoheren Konzentrationen (4 mg/kg) alle Komponenten des Feldpotentials der Schicht III
des mEC signifikant verkleinert, wéahrend die Feldpotentiale der Schicht II und V
unverdndert blieben. Diese Untersuchungen lassen annehmen, daf die Schicht III-Neurone
des mEC ihre funktionellen Eigenschaften nach der MK-801-Vorbehandlung &ndern, was

auch Auswirkungen auf den Informationsflull zum Hippocampus haben konnte.

Im letzen Abschnitt der Arbeit wird die Interaktion zwischen EC und Hippocampus am in
vitro Niedrig-Magnesium-Epilepsiemodell untersucht. Wihrend die Ausbreitung
epileptiformer Entladungen vom EC zum Hippocampus bei adulten Ratten durch eine
Filterfunktion der AD unterbunden wird, zeigte sich bei juvenilen Tieren eine erhohte
Epileptogenizitit im EC-Hippocampus-Komplex. Dies deutet auf eine verstéirkte

exzitatorische Interaktion zwischen EC und Hippocampus bei juvenilen Tieren hin.
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2.  Einleitung

2.1. Anatomie des Hippocampus und der parahippocampalen Region

Der Hippocampus stellt eine wichtige Struktur des Limbischen Systems dar. Ramoén y
Cajal (Ramoén y Cajal, 1893) beschrieb zwei miteinander korrespondierende Regionen im
Hippocampus: das Cornu ammonis (CA) und die Area dentata (AD; auch Fascia dentata
genannt). Lorente de NO (Lorente de NoO, 1934) differenzierte innerhalb der
Pyramidenzellschicht des Cornu ammonis 4 Regionen (CA1-4) nach deren Breite,
ZellgroBe und Zelldichte. Die Axone der CA1-Zellen projizieren in Richtung Subiculum
und Fimbria. Die Axone der CA-3-Zellen projizieren zum einen iiber die Fimbria zum
Septum, zum anderen iliber Axonkollateralen zur CA1-Region und zum Subiculum. Im
Cornu ammonis werden 5 Schichten unterschieden: Alveus, Stratum oriens, Stratum
pyramidale, Stratum radiatum und Stratum lacunosum-moleculare. Alle Schichten
beinhalten mehr oder weniger schichtenspezifische GABAerge Interneurone (Freund &

Buzséki, 1996).

In der AD lassen sich drei Schichten unterscheiden. In der du3eren Schicht, dem Stratum
moleculare, befinden sich die apikalen Dendriten der Kornerzellen. In den duf3eren 2/3 des
Stratum moleculare enden die Fasern der oberflichlichen Zellen des EC (zum Uberblick
siche Amaral & Witter, 1995). Zum inneren 1/3 dieser Schicht projizieren die assoziativen
und kommissuralen Fasern der AD (Blackstad, 1956; Zimmer, 1971; Swanson et al., 1978;
Deller et al., 1994; Deller et al., 1995). Zudem besteht eine entorhinale Projektion von
den tiefen Schichten des EC zum inneren 1/3 der molekularen Schichten sowie der
Kornerzellschicht der AD (Deller et al., 1996). Die mittlere Schicht wird von den Somata
der Kornerzellen gebildet und wird demzufolge als Stratum granulare bezeichnet. Die
Axone der Kornerzellen, die zur Area CA3 projizieren, bilden den Hauptanteil der inneren
Schicht der AD. Dieses Gebiet wird auch als Hilusregion bezeichnet. Wie im Cornu

Ammonis, besitzen auch alle genannten Schichten der AD spezifische Interneurone.

Im Gegensatz zur Hippocampusformation besteht die parahippocampale Region aus sechs

Schichten, die grob in eine oberfldchliche und eine tiefe Hauptschicht unterteilt wird
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(Witter et al., 1989a). Wihrend man die Schichten I bis III in der oberflachlichen
Hauptschicht zusammenfalit, zahlt man die Schichten IV bis VI zu der tiefen Schicht. Die
Schliisselposition in der parahippocampalen Region besetzt der entorhinale Cortex (EC),
welcher die Verbindungstelle zwischen dem Hippocampus und dem Cortex darstellt. Vom
EC geht eine bedeutende Projektion zur AD aus, der sogenannte "Tractus perforans". Er
entspringt in den Prinzipalzellen der Schicht II des EC und fiihrt {iber das angulidre Band,
das Subiculum und die hippocampale Fissur in die Molekularschicht der AD (Schwartz &
Coleman, 1981; Ruth et al., 1982; Ruth ef al., 1988). Die trisynaptische Kette beginnt mit
der ersten Synapse des Tractus perforans an den Dendritenbdumen der Kornerzellen (Abb.
1, S. 15) (Schwartz & Coleman, 1981; Ruth et al., 1982; Storm-Mathisen & Ofttersen,
1984; Ruth et al., 1988). Von der AD ziehen die Axone der Kornerzellen, die sogenannten
Moosfasern, in Richtung CA3-Region und bilden den zweiten synaptischen Kontakt. Die
bereits zuvor erwihnten, von den Pyramidenzellen der CA3-Region zu den CAl-
Pyramidenzellen ziehenden Fasern (Schaffer-Kollateralen), vollenden die trisynaptische
Kette (Andersen et al., 1971; Amaral & Witter, 1989). Die CAl-Region projiziert
schlieBlich sowohl zum Subiculum als auch zu den tiefen Schichten des EC und schlief3t
damit den hippocampalen Schaltkreis. Die Projektion der Schicht-11-Zellen des EC zur AD
stellt zwar den stirksten Eingang zum Hippocampus dar, wird jedoch noch von einer
zweiten, weniger bekannten Bahn - dem sogenannten "temporo-ammonic tract", erginzt.
Er entspringt in den Projektionsneuronen der Schicht-1II-Zellen des EC und fiihrt unter
Umgehung der hippokampalen Schleife direkt zum Subiculum und zur CAl-Region
(Hjorth-Simonsen & Jeune, 1972; Steward & Scoville, 1976; Witter et al., 1988; Witter,
1993), wo er in den meisten Pyramidenzellen hemmende Potentiale induziert (Abb. 1, S.
15) (Empson & Heinemann, 1995a;b). Die Hauptausgangsstruktur des Hippocampus stellt
das Subiculum dar. Von hier aus projiziert der Hippocampus einerseits iiber den Fornix zu
subcorticalen Regionen wie der Amygdala, dem Thalamus, dem Hypothalamus, dem
Hirnstamm und dem Septum und andererseits iiber parahippocampale Regionen zum
Cortex (Swanson & Cowan, 1977; Witter et al., 1990; Witter & Groenewegen, 1990;
Witter, 1993).

Der EC kann in eine mediale und eine laterale Region unterteilt werden. Diese Regionen

unterscheiden sich in der zelluldren Organisation und ihren Projektionszielen (Beckstead,
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1978; Wilson & Steward, 1978; Kohler, 1988; Witter et al., 1989b; Insausti, 1993).
Zusammen mit dem perirhinalen und postrhinalen Cortex bildet der EC den rhinalen
Cortex. Perirhinaler und postrhinaler Cortex stellen die Haupteingéinge des EC dar und
erhalten funktionell unterschiedliche Informationen. Wéhrend der perirhinale Cortex
afferente Fasern von somatosensorischen, auditorischen und olfactorischen Arealen erhilt
(Burwell et al., 1995; Suzuki, 1996; Burwell & Amaral, 1998a), gehen im postrhinalen
Cortex Afferenzen von visuellen Arealen ein (Burwell et al., 1995; Burwell & Amaral,
1998a). Diese zwei cortikalen Areale projizieren zu unterschiedlichen Regionen des EC.
Der perirhinale Cortex projiziert bevorzugt zum lateralen EC, wihrend der postrhinale
Cortex hauptsichlich den medialen EC innerviert (Naber et al., 1997; Burwell & Amaral,
1998b). Diese unterschiedlichen Projektionen zum lateralen bzw. medialen EC sind von
besonderem Interesse, da sie in den entorhino-hippocampalen Verbindungen des
,perforant path“ (PP) als laterale und mediale Komponenten erhalten bleiben. Der laterale
PP hat im lateralen EC, der mediale PP im medialen EC seinen Ursprung (Witter, 1993).
Die beiden Fasersystemen haben sowohl gemeinsame als auch unterschiedliche
Projektionsziele. Beide PP-Komponenten enden an den gleichen Zellen der AD und der
CA3-Region (Amaral & Witter, 1995). Hingegen innervieren sie unterschiedliche
Zellpopulationen in der CAl-Region und im Subiculum (Tamamaki & Nojyo, 1995).
TIhrerseits projizieren Subiculum und CAIl1-Region wiederum zuriick zum EC. Das
bedeutet, daB 1im hippocampo-entorhinalen System funktionell unterschiedliche

Informationstypen gleichzeitig verarbeiten werden kénnen (Naber et al., 1997).
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2.2. Funktionelle Bedeutung der parahippocampalen Region

Der EC ist wie der Hippocampus an rdumlichem Orientierungslernen beteiligt. Neurone
des EC erhalten sensorische Informationen iiber Objekte und deren Lokalisation im Raum,
welche ins Kurzzeit-Gedéichtnis iibertragen werden (Suzuki et al., 1997). Es ist postuliert
worden, daB3 der EC fiir das Kurzzeit-Gedichtnis von Objekten eine wichtigere Rolle spielt
als der Hippocampus (zum Uberblick siehe Suzuki, 1999). Verhaltensphysiologische
Experimente haben gezeigt, dal Unterbrechungen der EC-AD Projektion zu Lerndefiziten
fiihren (McNaughton et al., 1989), wihrend zuvor erlernte Informationen aus dem
raumlichen Orientierungsverhalten der Tiere nach wie vor abgerufen werden konnen. Nach
AD Lisionen lassen sich auch im Hippocampus nach wie vor typische Antworten von
sogenannte Platzzellen (,,place cells*) ableiten (Foster et al., 1989; McNaughton et al.,
1989). Es wird vermutet, da3 die hippokampo-cortikalen Riickprojektionen {iiber das
Subiculum und den EC fiir die Langzeit-Speicherung von zuvor im Hippocampus
bearbeiteten Informationen im Cortex beteiligt sein kdnnten. Dementsprechend wiirde die
parahippocampale Region, einschlieflich des EC, als Zwischenspeicher von Informationen
dienen, welche anschlieend ins Langzeit-Gedéchtnis {ibertragen werden (Eichenbaum et
al., 1994). Es wird also ein Transfermodus angenommen, bei dem Informationen aus dem
Arbeitsspeicher in den Langzeitspeicher anderer Hirnstrukturen {ibertragen werden
(Squire, 1992; Skaggs & McNaughton, 1996; Zanatta et al, 1996). Fiir diesen
Transfermodus ist moglicherweise die Genese hochfrequenter Spontanentladungen (200
Hz-Oszillationen) im Hippocampus verantwortlich (Buzséki et al., 1992; Chrobak &
Buzsaki, 1994; Wilson & McNaughton, 1994; Chrobak & Buzsaki, 1996; Siapas &
Wilson, 1998). Solche Komplexen Entladungen konnen allerdings auch im Hippocampus-
Hirschnittpraparat beobachtet werden und sind wahrscheinlich nicht synaptisch sondern
tiber elektrische Kopplung neuronaler Netzwerke vermittelt (Draguhn et al., 1998).
Weitere hochfrequente Rhythmen stellen die sogenannten Gamma-Oszillationen (40-100

Hz) dar, die in den oberfldchlichen
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PRC == Il &% AD —

Abb. 1: . Schematische Darstellung der wichtigsten Verbindungen im neuronalen Schaltkreis des
entorhinalen Cortex (EC)-Hippocampus-Komplex.

Efferenzen aus der Schicht Il des EC erregen einerseits die Kornerzellen der Area
Dentata (AD), andererseits projizieren Zellen der Schicht 11l in das Subiculum und
die CAIl-Region, wo sie tiiberwiegend inhibitorische Wirkung entfalten. Die
Projektionszellen der tiefen Schichten (IV/V) bilden eine zusdtzliche Projektion zur
AD. Aus der AD wird die Erregung iiber die Moosfasern zu den Pyramidallenzellen
der CA3-Region und von dort iiber Schaffer-Kollateralen zur CAI-Region geleitet.
Die Pyramidenzellen der CA1-Region sind mit dem Subiculum (Sub) verbunden. Der
Schaltkreis schliefst mit der Verbindung zum EC. Der EC steht iiber den post- und

perirhinalen Cortex (PRC) mit corticalen Neuronen in Verbindung.

Schichten des EC generiert werden und mit den entorhinalen Thetha-Rhythmen wéhrend
des explorativen Verhaltens und dem REM-Schlaf (“rapid eye movement sleep®)
verbunden sind (Chrobak & Buzsaki, 1998). Hippokampale Theta-Rhythmen (4-12 Hz)

stellen den Zustand dar, wahrend dem der hippokampale Schaltkreis den rhythmischen
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Eingang von den Zellen der oberflichlichen Schichten des EC erhélt (Stewart et al., 1992;
Chrobak & Buzséaki, 1994). Dementsprechend stellt die hochfrequente Synchronisation der
neuronalen Aktivitit des EC wund Hippocampus die Basis fiir die effektive

Kommunikationen zwischen diesen Strukturen dar (Chrobak & Buzsaki, 1998).

Der EC hat in letzter Zeit besondere Aufmerksamkeit erhalten, weil er eine wesentliche
Rolle bei verschiedenen neurologischen und psychiatrischen FErkrankungen spielt.
Charakteristisch fiir Patienten mit Alzheimer Erkrankung ist die anterograde Amnesie zu
Beginn der Erkrankung (Flicker et al, 1991), die vermutlich mit pathologischen
Veridnderungen im EC in Beziehung steht (Braak & Braak, 1993). Diese Struktur spielt
aullerdem eine wichtige Rolle in der Induktion und/oder Persistenz von Erkrankungen wie
der Epilepsie und der Schizophrenie. Im Phencyclidin-Modell der Schizophrenie fiihrt
Blockade des NMDA-Rezeptor Kanals zu selektiven funktionellen und strukturellen
Verianderungen der Schicht-III-Neurone des EC (Castrén et al., 1993; Lindén et al., 1997).
Die Interaktion zwischen verschiedenen Transmittersystemen, wie z.B. GABA,
Azetylcholin (ACh), Dopamin und Glutamat ist verantwortlich fiir die Dysfunktion und
die nachfolgenden Verluste von Neuronen in diesem Modell (Olney ef al., 1991; Farber et
al., 1993; Olney & Farber, 1995). Der EC ist zudem eine Schliisselstruktur in der
Generierung der Temporallappenepilepsie (Jones & Heinemann, 1988; Du et al., 1995).
Eine der Ursachen scheint die reziproke synaptische, meistens NMDA-Rezeptor
vermittelte Verbindung zwischen tiefen und oberflachlichen Schichten des EC zu sein,

welche zu massiven Erregungen fiihrt (Jones & Heinemann, 1988; Schmitz et al., 1997).

2.3. Einflul von Azetylcholin und Serotonin auf die Zellen im

entorhinalen Cortex und im Hippocampus

Das cholinerge System spielt in verschiedenen Hirnfunktionen, wie z.B. Weckreaktion
(,arousal®), Schlaf-Wach-Zyklus, Lern- und Gedichtnisprozessen eine wesentliche Rolle
(Szerb, 1967; Bartus et al., 1982; Stewart et al.,, 1985; Aigner & Mishkin, 1986;
McCormick & Bal, 1997). Die Demenz bei Alzheimer- und Parkinson-Erkrankung sind
teilweise mit Verlusten der corticalen cholinergen Innervation verbunden (Davies &

Maloney, 1976; Ruberg et al., 1982; Coyle et al., 1983). Fiir das Verstindnis und die

17



erfolgreiche Behandlung von neurologisch-psychiatrischen Erkrankungen (Sarter &
Bruno, 1999) mit Storungen der Gedéchtnis- und kognitiven Funktionen ist es zundchst
notwendig, die dem gesunden Zustand zugrundeliegenden zelluldiren Funktionen zu
verstehen. Viele Ergebnisse wissenschaftlicher Untersuchungen weisen darauf hin, daf3
Verdnderungen der synaptischen Plastizitit dabei von wesentlicher Bedeutung sind. Die
Hauptrolle spielen dabei Synapsen, die mit dem Neurotransmitter Glutamat arbeiten. Die
synaptische Plastizitdt wird durch biochemisch-molekulare Reaktionen vermittelt, welche
durch Anstiege des intrazelluldren freien Kalziums ([Ca®™ ) bedingt sind. Beim Morbus
Alzheimer kommt es wahrscheinlich durch Schidigung cholinerger Neurone zu einer
Storung der Abspeicherung von Gedichtnisinhalten. Obwohl gegenwirtig der
zugrundeliegende pathophysiologische Prozess nicht bekannt ist, kommt es wie bei allen

bekannten Degenerationsprozessen zu Storungen der intrazelluldren Ca**-Regulation.

Der EC erhilt starke cholinerge Eingénge von den basalen Kernen des Vorderhirns, vom
Septum und vom Nucleus pallidus, die sowohl in den oberflachlichen als auch den tiefen
Schichten enden (Lewis & Shute, 1967; Alonso & Kohler, 1984; Woolf et al., 1984;
Eckenstein et al., 1988). In den meisten Neuronen des ZNS fiihrt die Aktivierung von
muskarinergen Rezeptoren durch ACh zu einer Depolarisierung, welche durch eine
Verminderung verschiedener Kalium-Leitfihigkeiten bedingt ist: dem Ca®*"-aktivierten K-
Strom, dem spannungsunabhédngigen Leckstrom, dem spannungsabhdngigen M-Strom
(Benardo & Prince, 1982; Halliwell & Adams, 1982; Cole & Nicoll, 1983; Miiller &
Misgeld, 1986; Madison et al., 1987) sowie iiber die Aktivierung der unspezifischen
Kationen-Leitfahigkeiten (Haj-Dahmane & Andrade, 1996; Klink & Alonso, 1997).
Umgekehrt kann ACh durch Zunahme von -einwértsgleichrichtenden Kalium-
Leitfdhigkeiten zu einer Hyperpolarisation fithren (Gerber et al., 1991; Pan & Williams,
1994). In hohen Konzentrationen verursacht der muscarinerge Rezeptor-Agonist

Carbachol (CCh) epileptiforme Aktivitit im EC (Dickson & Alonso, 1997).

Dem serotonergen System wird auf der einen Seite eine bedeutende Rolle bei der
Schlafregulation, der Schmerzwahrnehmung, der Kontrolle von Hormonausschiittung
sowie bei Lern- und Gedéchtnisbildung zugesprochen (Jouvet, 1973; Willis, 1981,
Sallanon et al., 1982; Luine et al., 1984; Richter-Levin et al., 1993; Richter-Levin et al.,

1994). Auf der anderen Seite wird Serotonin in Zusammenhang mit pathophysiologischen
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Prozessen wie der Alzheimer Erkrankung, der Epilepsie und der Schizophrenie gesehen
(Wada et al., 1992a;b; Maurel Remy et al., 1995; Tejani-Butt et al., 1995; Kinon &
Lieberman, 1996; Schmitz et al., 1997). Obwohl bis heute unzihlige Verhaltens-, System-
und zellphysiologische Untersuchungen durchgefiihrt worden sind, sind die exakten

Mechanismen immer noch unklar.

Gegenwirtig werden 7 Gruppen vom 5-HT-Rezeptoren unterschieden: 5-HT, bis 5-HT-.
Zusitzlich zu den Klassen 1-7 lassen sich weitere Unterformen unterscheiden, so wird z.B.

der 5-HT;-Rezeptor in die 5-HT o gper unterteilt.

In immunhistochemischen und autoradiographischen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dall sowohl der Hippocampus als auch der EC eine liberdurchschnittlich hohe
serotonerge Innervation aufweisen und in hoher Dichte Serotonin-Rezeptoren exprimieren
(Bobillier et al., 1975; Steinbusch, 1981; Pazos et al., 1985; Pazos & Palacios, 1985).
Nachdem bekannt wurde, da3 Serotonin eine wichtige Rolle beim Lernverhalten spielt,

entstanden eine Vielzahl von Arbeiten iiber den Einflul von 5-HT auf den Hippocampus.

Einige in vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dall 5-HT iiber unterschiedliche 5-HT-
Rezeptoren sowohl exzitatorische als auch inhibitorische Effekte auf hippokampale
Neurone austibt (Colino & Halliwell, 1987; Segal et al., 1989). Serotonin hyperpolarisiert
Pyramidenzellen durch die Aktivierung des 5-HT;s-Rezeptors (Colino & Halliwell, 1987;
Segal et al., 1989) und Offnung eines Ca*"-unabhingigen K -Kanals (Kir) (Richter-Levin
& Segal, 1990).

Bis heute sind erst wenige Arbeiten iiber die Effekte von Serotonin im EC erschienen
(Sizer et al., 1992; Schmitz et al., 1998a;b). Es konnte gezeigt werden, dal3 Serotonin im

EC ebenso wie im Hippocampus zu einer Hyperpolarisation fiihrt (Sizer ef al., 1992).

2.4. Mechanismen der Epilepsie

Epilepsien gehdren zu den haufigsten neurologischen Erkrankungen beim Menschen. Die
Mehrzahl der Epilepsiepatienten kann man heute pharmakologisch erfolgreich behandeln.
Eine der haufigsten Epilepsieformen des Menschen ist die Temporallappenepilepsie. Die

Temporallappenepilepsie ist bei etwa 80% der Patienten durch die bisher verwendeten
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Antikonvulsiva nur unzureichend zu behandeln. Die experimentelle Epilepsieforschung
konzentriert sich daher besonders auf diese Epilepsieform, um die Grundlagen fiir

effektive Behandlungsstrategien zu schaffen.

Ein Mechanismus der Entstehung epileptiformer Aktivitdt ist ein Ungleichgewicht
zwischen Erregung und Hemmung. Der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im
Gehirn ist Gamma-Amino-Buttersdure (GABA). Zum jetzigen Zeitpunkt werden
hauptsichlich zwei GABA-Rezeptoren unterschieden, GABAA-, GABAg-Rezeptoren. Der
sogenannte GABAc-Rezeptor kann als eine Isoform des GABA-Rezeptors verstanden
werden (Cutting ef al., 1991). GABAa-Rezeptoren sind ligandengesteuerte Ionenkanile,
die hauptséchlich fiir Chloridanionen, aber auch in geringerem Umfang fiir HCOs™ Ionen,
durchldssig sind. Ein  Gleichgewichtspotential von Chlorid oberhalb des
Ruhemembranpotentials, wie es in ontogenetischen Studien beschrieben worden ist oder
auch im dendritschen Bereich von Neuronen beobachtet wurde, fiihrt im juvenilen Tier
nicht zu einer hemmenden Antwort, sondern zu einer Depolarisation und damit
moglicherweise zur Erregung der Zelle. Dieser Mechanismus ist bei friihkindlichen
Epilepsien zu berilicksichtigen. Der GABAg-Rezeptor gehort zu der Klasse der
metabotropen Rezeptoren. Zusétzlich zu der beschriebenen postsynaptisch induzierten
Kaliumleitfihigkeit (zum Uberblick siehe Misgeld et al., 1995), sind hemmende Einfliisse
des GABAg-Rezeptors auf prd- und postsynaptische Kalziumstrome sowie eine direkte
Verminderung der Freisetzungs-wahrscheinlichkeit von Vesikeln gezeigt worden
(Konnerth & Heinemann, 1983; Mintz & Bean, 1993; Thompson et al., 1993; Capogna et
al., 1996; Lambert & Wilson, 1996; Wu & Saggau, 1997; Chen & Van den Pol, 1998).

Die fiir die synaptisch vermittelte Erregung hauptsidchlich verantwortlichen Glutamat-
Rezeptoren lassen sich in mindestens vier Unterklassen einteilen. Neben den drei
Liganden-gesteuerten Glutamat-Rezeptor-Typen, AMPA, Kainat und NMDA kennt man
heute zudem die metabotropen Glutamat-Rezeptoren. Die Ionophore des NMDA-
Rezeptors weist von allen Glutamat-Rezeptoren den grofiten Durchmesser auf. Neben
einer grofen Leitfahigkeit fiir Na™-, K™~ und Ca**-Ionen konnen auch noch Mg**-Ionen in
den Kanal eintreten und zum Teil auch durchtreten (Mayer et al., 1984; Lambert &
Heinemann, 1986; MacDermott et al., 1986; Ascher & Nowak, 1988). Da die

Magnesiumionen durch Bindung an eine Bindungsstelle innerhalb des NMDA-Rezeptors
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zu einer Blockade der Pore fiir andere Ionen fithren (Ault ef al., 1980; Mayer &
Westbrook, 1987; Ascher & Nowak, 1988), kommt den Magnesiumionen in dem Modell
der ,,Niedrig-Magnesium-Epilepsie” eine besondere Bedeutung zu. Hierbei kommt es
durch die Reduzierung der extrazelluliren Magnesiumkonzentration zur erleichterte

Offnung des NMDA-Kanals.

In vitro- Epilepsiemodelle

Durch Manipulation des extrazelluliren Ionenmilieus lassen sich drei verschiedene
Formen von epileptiformen Entladungen in Hirnschnittpriparaten in vitro induzieren: 1.
Niedrig-Ca®'-, 2. Hoch-K - und 3. Niedrig-Mg*"-Epilepsie (Jefferys & Haas, 1982; Yaari
et al., 1983; Haas & Jefferys, 1984; Walther et al., 1986; Dreier & Heinemann, 1991;
Leschinger et al., 1993; Zhang et al., 1994). Der Begriff ,,Epilepsie® steht dabei fiir
extrazellular gemessene epileptiforme elektrographische Aktivitdt in Hirnschnittprdparaten

der Ratte oder des Menschen, die als Modell der Krankheit genutzt werden.

Niedrig-Mg”"-Epilepsie. Durch die Abnahme der extrazelluliren Magnesiumkonzentration
kommt es zur Negativierung des extrazelluliren Membranoberflichenpotentials, wodurch
das transmembrandse Potential in depolarisierende Richtung verschoben wird. Zusétzlich
wurde eine erleichterte Aktivierung von Ca®’- Stromen und eine Zunahme der
Transmitterfreisetzung beschrieben (Hamon et al., 1987; Heinemann & Jones, 1990). Die
Niedrig-Magnesium-Epilepsie weist sowohl regional als auch zeitlich unterschiedliche
Formen und pharmakologische Profile auf. Wahrend man in der CA3- und CAl-Region
des adulten Hippocampus nur kurze rekurrente Entladungen beobachten kann (Herron et
al., 1985; Mody et al., 1987; Zhang et al., 1994), entwickeln sich in kortikalen Strukturen
epileptiforme Ereignisse mit tonisch-klonischem Entladungsmuster (Walther et al., 1986;
Dreier & Heinemann, 1991; Zhang et al., 1994; Behr et al., 1996). Diese Aktivitit ist
jedoch nicht iiber einen lingeren Zeitraum stabil, sondern geht nach 1-2 Stunden in ein
Status epilepticus-artiges Muster iiber (Dreier & Heinemann, 1990; Zhang et al., 1995). Da
die spidte Status epilepticus-artige Aktivitdt jedoch durch keines der gebrduchlichen
Antikonvulsiva unterdriickt werden kann, stellt diese Aktivitit moglicherweise ein in vitro
Modell fiir die pharmakoresistente Epilepsie dar (Dreier & Heinemann, 1990; Zhang et al.,
1995).
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3. Verwendete Methoden

3.1. Elektrophysiologische Messungen

Die Untersuchungen wurden an kombinierten Schnitten der Hippocampusformation
durchgefiihrt. Die Schnitte enthielten das Pra- und Parasubiculum, den entorhinalen und
perirhinalen Cortex, den temporalen Cortex Area 3 und im weiter dorsalen Bereich auch

Anteile des temporalen Cortex Area 2 und 1.

In diese Arbeit gingen extrazellulire Feldpotential- und Tonenmessungen (K, Ca**, Mg*"),
intrazellulire Ableitungen, intrazellulire Ca**-Messungen sowie Patch-clamp-Ableitungen

ein.

Extrazelluliire Feldpotential-Ableitungen und Ionenmessungen. Uber die Referenzseite
ionensensitiver  Elektroden = oder  mit  Hilfe einfacher =~ monokapillarer
Feldpotentialelektroden ist man in der Lage, sowohl schnelle als auch langsame
Verianderungen der Feldpotentiale abzuleiten. Auf diese Weise kdnnen spontan auftretende
epileptiforme Entladungen sowie durch elektrische Reize ausgeldste transiente

Feldpotentialinderungen erfal3t werden.

Mit den ionensensitiven Microelektroden konnen Verdnderungen der extrazelluldren
Ionenkonzentrationen sowohl bei repetitiver Reizung als auch bei spontan auftretenden

epileptiformen Entladungen bestimmt und verfolgt werden.

Intrazelluldre und Patch-Clamp Ableitungen. Nach Penetration der Zelle und
Stabilisierung des Membranpotentials wurde routinemifBig ein Standardprotokoll zur
Erfassung der intrinsischen und synaptischen Eigenschaften durchgefiihrt. Hierdurch war
es moglich Ruhemembranpotential, Eingangswiderstand, Zeitkonstante, Strom-
Spannungskennlinie, Hohe, Dauer, Breite und Schwelle der Aktionspotentiale,
Nachhyperpolarisation, Akkomodation, Gréf8e, Form und Dauer der exzitatorischen und
inhibitorischen postsynaptischen Potentiale (EPSPs und IPSPs) und nicht zuletzt auch
Umkehrpotentiale der EPSPs und IPSPs zu bestimmen. Durch Doppel- oder auch
repetitive Reizung war es zudem moglich, Potenzierungs- oder Habituierungsverhalten der

synaptischen Potentiale zu erfassen.
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Die intrazelluldren Ableitungen sind je nach Fragestellung sowohl im Briicken- und
Stromklemm-Modus (,,current-clamp*) als auch im Spannungsklemm-Modus (,,single-
electrode-voltage-clamp*) durchgefiihrt worden. Die Patch-clamp Untersuchungen wurden
unter visueller Kontrolle an identifizierten Zellen oder nach Applikation des Fluoreszenz

Farbstoffes Dextranamin an retrograd geférbten Zellen durchgefiihrt.

Bei der Patch-clamp-Technik wird eine Glaspipette mit einem Innendurchmesser von 1-2
um (ca. 2-6 MQ) der Zellmembran gendhert. Im "cell-attached" Modus ist man bei
geniigend hoher Abdichtung in der Lage, Einzelkanalaktivitit zu beobachten. Auf der
Basis dieser Konfiguration konnen zwei weitere Anordnungen erreicht werden. Durch
vorsichtiges Zuriickziehen der Elektrode kann die "inside-out"-Konfiguration erlangt
werden. Uberdies kann durch Erhéhung des zuvor angelegten Unterdrucks die unter der
Pipette liegende Membran zerrissen werden, ohne dal3 die urspriinglich zwischen Pipette
und Membran befindliche Verbindung zerstort wird. Die erreichte Anordnung wird als
"whole-cell"-Konfiguration bezeichnet. In dieser Konfiguration erhilt man unter gilinstigen
Umstidnden einen gegen des Bad gut isolierten, zum Zellinneren jedoch recht
niederohmigen Zugang. Uber den letztgenannten Zugang liBt sich nun die ionale
Zusammensetzung des Zellinneren kontrollieren. Aus der Anordnung 148t sich durch
vorsichtiges Zuriickziehen der Elektrode wiederum eine weitere Konfiguration erzielen,

die sogenannte "outside-out"-Konfiguration.

Meffehler bei Messungen mit ionensensitiven- und patch clamp-Elektroden.

Der Spitzendurchmesser ionenselektiver Mikroelektroden ist mehrfach grof3er (ca. 2-4 um)
als die durchschnittliche Weite des extrazelluliren Raumes im Gewebe des zentralen
Nervensystems (100-500 A). Daher konnen die an den neuronalen- und Gliazellen lokal
auftretenden lonenkonzentrationsédnderungen anders (grofer oder kleiner) als die im
Totraum um die Elektrode gemessenen ionalen Verdanderungen sein. Neben diesem Fehler
konnen bei Messungen mit ionensensitiven Elektroden Diffusionspotentiale entstehen, die
sich bei Anderungen der extrazelluliren Ionenkonzentration ebenfalls #ndern und bis zu

10% Fehler der gemessenen lonenkonzentrationen ergeben.
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Bei Patch-Clamp Ableitungen versucht man in der Regel, die Zelle in der
Spannungsklemme auf einem vorgegebenen Potential zu halten und den notwendigen
Kompensationsstrom zu messen. Dieser ist direkt proportional zur Anderung der
Leitfahigkeit, die wiederum in direktem Zusammenhang mit der Aktivierung von
Ionenkandlen (z.B. postsynaptischen Transmitterrezeptoren) steht. Im Gegensatz zu
konventionellen intrazelluldren Ableitungen des somatischen Potentials im sogenannten
Stromklemm-Modus kénnen hierbei gegeniiber dem eigentlichen synaptischen Ereignis
stark verzerrte Zeitverlaufe und Amplituden gemessen werden. Die wesentlichen Ursachen
dieser MeBfehler sind: ein relativ zum Membranwiderstand signifikanter Widerstand
zwischen Pipette und Zellinnerem (sogenannter Serienwiderstand) sowie eine hohe
Kapazitit und ein komplexes Verzweigungmuster der Zelle (bei Neuronen als ,,space
clamp* Poblem bekannt, das vor allem bei distal ansetzenden Synapsen eine gro3e Rolle

spielt).

In patch clamp Messungen wird je nach Aufgabenstellung ein auf kontinuerlicher
Riickkopplung basierender patch clamp Verstirker oder ein diskontinuerlicher voltage
clamp Verstirker (mit zyklischem Wechsel von Spannungmessung und Strominjektion)
verwendet. Beide Verstdrker haben Vor- und Nachteile. Der urspriinglich von Hamill et al.
(1981) entwickelte kontinuierliche Verstirker arbeitet mit sehr geringem Rauschen, ist
aber anfillig fiir den MefBfehler durch hohe Serienwiderstinde. Dagegen ist der
diskontinuerliche voltage clamp Verstéirker theoretisch unabhéngig vom Serienwiderstand
und verfiigt {iber einen sehr zuverldssigen current clamp Modus. Sein Nachteil ist das
relativ groBe Rauschen. Aus dem oben Gesagten ergibt sich, daBl es fiir viele
Fragestellungen praktisch ist, die voltage-clamp Messungen mit dem konventionellen, auf
kontinuierlicher Riickkopplung basierenden patch clamp Verstirker durchzufiihren, wenn
man den Serienwiderstand moglichst weitgehend reduziert. Bei groferen Stromen,
besonders bei Ableitung mit relativ engen (hochohmigen) Pipetten empfiehlt sich dagegen
der diskontinuierliche Bautyp. Problematisch bleibt in jedem Fall die Spannungsklemme in

stark verzweigten Zellen.
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3.2. Fluoreszenz Messungen

Intrazelulldres ,, Ca2+-imaging”. Im Anschluf} an die Penetration einer einzelnen Zelle mit
einer konventionellen Mikroelektrode konnte der Ca®>" empfindliche Fluoreszenz-Farbstoff
Fura-2 in die Zelle eingebracht werden. Das intrazelluldre Kalzium-Signal wurde im Soma
sowie in den proximalen Dendriten mit Hilfe eines CCD-Kamera-Systems gemessen. Aus
den Fluoreszenz-Signalen (360 und 380 nm Anregungswellenldnge) wurde die absolute
intrazellulire Ca*'-Konzentration errechnet. Im Ruhezustand zeigten die Zellen
gleichmiBig niedrige Ca*"-Spiegel in ihren Somata, Dendriten und Axonen. Die [Ca*']i-

Spiegel unter Ruhebedingungen variierten von Zelle zu Zelle zwischen ca. 30 und 150 nM.

Darstellung der Projektionszellen und Faserverbindungen im entorhinalen Cortex-
Hippocampus-Komplex mit Dextranaminen. Mit Hilfe des Farbstoffes Dextranamin haben
wir die Projektionszellen und Faserverbindungen in in vitro Hirnschnittpraparaten des

kombinierten EC-Hippocampuspréparates untersucht.

Dextranamine werden sowohl anterograd als auch retrograd nahezu gleich gut transportiert
und bieten deshalb eine besonders gute Moglichkeit, die Zellen und Faserverbindungen in
threm ganzen Verlauf darzustellen. Da die Farbstoffe allerdings nicht spontan in die Zellen
aufgenommen werden, miissen im Bereich der Farbstoffapplikation kleine Léasionen
gesetzt werden. Wenn die Fasern ihre funktionelle Integritdt verlieren, geben sie den
Farbstoff wieder ab, so dafl mit diesem Verfahren nur lebende Faserverbindungen markiert

werden konnen.

Als Farbstoff haben wir den Fluoreszenz-Farbstoff Tetramethylrhodamine Dextranamin
(,Fluoro Ruby*) (Schmued et al, 1990) mit einem Molekulargewicht von 3000
verwendet. Der Farbstoff wird als Kristall mit Hilfe einer Nadel (Durchmesser 0.15 mm)
unter visueller Kontrolle appliziert. Die Farbstoffapplikation erfolgte u.a. in die innere

Molekularschicht oder Kornerzellschicht der AD.

Die Schnitte wurden fiir 8-10 Stunden in der Kammer umspiilt und anschlieBend in 4%
Paraformaldehyd iiber Nacht bei 4° C fixiert. Danach wurden die Hirnschnittpriparate in

30%-iger Sucrose gewaschen und anschlieBend 50 pm dicke Schnitte mit Hilfe eines
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Gefriermikrotoms angefertigt. Die Schnitte wurden anschlieBend auf gelatinebeschichtete

Objekttrager aufgezogen und mit UV-Inertmedium (Citifluor) eingebettet.

3.3. Immunohistochemische Farbung

Zur neurochemischen  Charakterisierung der Projektionszellen des EC wurde die
retrograde Farbung nach Applikation von Dextranamin in der AD in Kombination mit
einer Immunofirbung mit Hilfe fluoreszenzgebundener Antikdrper gegen GABA
verwendet. Nach Dextranamin-Applikation wurden die Schnitte fiir 8-10 Stunden in der
Kammer umspiilt und anschliefend in 4% Paraformaldehyd tiber Nacht bei 4° C fixiert.
Danach wurden sie fiir 24 Stunden in 30%-iger Sucrose (in 0.1 M PB bei 4° C) gelagert
und anschliessend mit Hilfe eines Gefriermikrotoms 25 pm Dicke Diinnschnitte
angefertigt. Die Diinnschnittprdaparate wurden erst iiber Nacht mit primdrem Antikdrper
(Kaninchen anti-GABA IgG, verdiinnt 1:1000) und danach fiir 3 Stunden mit sekundérem
Antikorper (fluoreszein konjugierte anti-Kaninchen IgG [Ziege], verdiinnt 1:50) bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden sie dehydriert und mit dem

Einbettmedium (Fluoromount) eingedeckelt (Details siche Gloveli et al., eingereicht).

3.4. Biozytin Fiarbung

Zusidtzlich  zu den  elektrophysiologischen  Messungen mit konventionellen
Mikroelektroden oder Patchpipetten wurde wihrend der Messung der Farbstoff Biozytin in
die jeweilige Zelle injiziert. Somit waren wir in der Lage, nach Farbung der Zelle, eine
Korrelation zwischen Morphologie und Elektrophysiologie zu erstellen. Es wurde
versucht, in einem Schnitt nur jeweils eine Zelle anzufirben, um spétere Struktur-

Funktionsanalysen zu ermdglichen.

Nach Beendigung der intrazelluliren Farbung wurde das Schnittpriparat zunichst fiir
mindestens eine halbe Stunde nach der Ableitung in der Kammer belassen und
anschliefend iiber Nacht in eine Fixationslosung (4 % Paraformaldehyd in 0.1 M PB )
gebracht.
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Die Diinnschnittpréparate (75 um Dicke) wurden mit Avidin-Biotin-Reagenz (ABC-Kit)
und Diaminobenzidin (DAB)-Losung inkubiert und anschlieBend durch Zugabe von
Osmiumoxyd (OsQy) intensiviert (Details siehe Gloveli ef al., 1997a).
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4. Eigene Arbeiten

4.1. Morphologische und elektrophysiologische Charakterisierung der

Schicht III-Zellen des medialen entorhinalen Cortex

Der EC nimmt eine entscheidende Rolle im limbischen System ein (Insausti, 1993; Jones,
1993). Obwohl von der Schicht III des EC der wichtigste Eingang zum Hippocampus
proper ausgeht (Hjorth-Simonsen & Jeune, 1972; Steward & Scoville, 1976; Witter ef al.,
1988; Witter, 1993), waren die Eigenschaften von Neuronen der Schicht III bisher wenig
verstanden. In anatomischen Studien ist eine groBe Anzahl verschiedener Zelltypen in
dieser Schicht beschrieben worden (Lorente de N6, 1933; Germroth et al, 1989a;b;
Lingenhohl & Finch, 1991). Das Ziel unserer Arbeit war es, mit kombinierten
morphologischen und elektrophysiologischen Methoden die verschiedenen Zelltypen der
Schicht III des mEC zu untersuchen und dabei besonders auf die intrinsischen und

synaptischen Eigenschaften der einzelnen Zellen einzugehen.

Insgesamt haben wir 185 Zellen der Schicht III abgeleitet, wobei 40 Neurone
morphologisch  rekonstruiert werden konnten. Anhand morphologischer und
elektrophysiologischer Parameter wurden vier verschiedene Zelltypen (Typ 1 bis 4)
klassifiziert, die weiter in Projektionsneurone (Typ 1 und 2) und Lokalzellen (Typ 3 und 4)

unterteilt wurden.

Typ 1-Zellen. Den am hiufigsten vorkommenden Zelltyp (89 von 185 Zellen) nannten wir
Typ 1. Dieser Zelltyp hat dicke Stammdendriten und weitverzweigte Dendritenbdume, die
bis zur Cortexoberfliche reichen (Abb. 1, Ref. 1). Fiir diesen Typ sind zwei
morphologische Merkmale charakteristisch: 1. die ausgepriagte horizontale Arborisierung
der basalen Dendriten und 2. die spéte Bifurkation des apikalen Hauptdendriten (Abb. 1,
Ref. 1). Die Axone projizierten in Richtung Subiculum und die CA1-Region.

Diese Zellen zeigen reguldre Aktionspotentiale wihrend depolarisierender Strominjektion
sowie einen hohen Eingangswiderstand und eine relativ lange Zeitkonstante (Abb. 1 und

Abb. 3, Ref. 1). Auf synaptische Stimulation antworteten die Zellen mit schnellen, CNQX-
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sensitiven, und langsamen, APV-sensitiven EPSPs und gelegentlich mit kleinen,
langsamen, CGP35348- und CGP55845A-sensitiven IPSPs. Charakteristisch fiir diesen
Neuronentyp ist auch eine steile Eingangs-Ausgans-Kurve auf elektrische Reizung
afferenter Fasern. Dementsprechend sind diese Zellen leicht erregbar und weisen eine
niedrige Schwelle zur Auslosung von Aktionspotentialen auf. Da sie direkt zur CAl-
Region des Hippocampus projizieren, scheinen diese Eigenschaften besonders wichtig fiir

die Informationsiibertragung von der Schicht III des EC zum Hippocampus zu sein.

Eine kurze, hochfrequente (40 Hz) synaptische Stimulation fithrte zur Summation der

langsamen IPSPs (Abb. 1Ad, Ref. 1).

Typ 2-Zellen. Typ 2-Neurone sind ebenfalls Pyramidenzellen. Im Gegensatz zu Typ 1-
Neuronen weisen Typ 2-Zellen eine zirkuldre Anordnung der basalen Dendriten sowie eine
friihe Bifurkation des apikalen Hauptdendriten auf. Die sieben morphologisch
identifizierten Zellen lagen in einem Abstand von 405 + 22 um zur Cortexoberfldche d.h.
in der Schicht III des EC. Die Axone dieser Zellen projizierten ebenfalls zum Subiculum

und zur CA1-Region des Hippocampus (Abb. 1B, Ref. 1).

Im Gegensatz zu den Typ 1-Zellen reagierte dieser Zelltyp wihrend depolarisierender
Strominjektion mit einer starkeren Akkomodation der Aktionspotentiale (Abb. 6C, Ref. 1).
Typ 2-Zellen haben einen signifikant niedrigeren Eingangswiderstand und eine kiirzere
Zeitkonstante als die vom Typ 1. Einmalige synaptische Reizung 16ste einen EPSP-fIPSP-
sIPSP-Komplex aus. Das EPSP konnte durch CNQX blockiert werde. Das IPSP bestand
aus zwei Komponenten, einer schnellen Bicucullin-sensitiven und einer langsamen,
CGP35348-sensitiven Komponenten. Wie die Typ 1-Zellen zeigte dieser Neuronentyp bei
repetitiver synaptischer Reizung ungewohnlich langsame IPSPs (Abb. 1Bd, Ref. 1).

Die anderen Neurone des EC (Typ 3 und 4) waren ebenfalls Pyramidalzellen.
Charakteristisch war jedoch, da3 ihre Axone den EC nicht verlieen. Deshalb nannten wir

sie lokale EC Zellen. Im Gegensatz zu den Projektionszellen kamen sie nur selten vor.

Typ 3-Zellen. Typ 3-Zellen waren morphologisch leicht von den Projektionsneuronen zu
unterscheiden, da sowohl die basalen als auch die apikalen Dendritenbdume eine zirkulére

Anordnung aufwiesen. Das Hauptaxon projizierte zu den tiefen Schichten des EC, zeigte
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jedoch zuvor eine starke axonale Arborisierung, die sich nur innerhalb der Schicht III

ausbreitete (Abb. 2, Ref. 1).

Dieser Zelltyp zeigt dhnliche elektrophysiologische Eigenschaften wie die Typ 1-Zellen.
Auf depolarisierende Strominjektion antworten auch diese Zellen mit reguldren
Entladungen von Aktionspotentialen. Dieser Neuronentyp weist ebenfalls einen hohen
Eingangswiderstand und eine lange Zeitkonstante auf (Abb. 8, Ref. 1). Einmalige
synaptische Reizung 10st ein schnelles EPSP aus, das von einem deutlichen langsamen
EPSP gefolgt wird. Ein wichtiges elektrophysiologisches Unterscheidungsmerkmal zu den
Typ 1-Zellen war nach repetitiver Reizung zu sehen. Im Gegensatz zur Typ 1-Zellen, die
mit einer Summation der IPSPs reagierten, summierten sich in den Typ 3-Zellen nur die

EPSPs auf (Abb. 2 Ad, Ref. 1).

Typ 4-Zelle. Die morphologisch identifizierten Typ 4-Zellen wiesen eine zirkuldre
Anordnung der basalen Dendriten auf. Die apikalen Dendriten erreichten wie die der
Projektionszellen die corticale Oberfliche. Diese Zellen zeigten eine extensive axonale

Arborisierung innerhalb der Schichten I bis III (Abb. 2B, Ref. 1).

Bei positiver Strominjektion antwortete dieser Zelltyp mit einer hohen Frequenz von
Aktionspotentialen. Im Gegensatz zu allen anderen Zelltypen waren die synaptischen
Antworten in Typ 4-Zellen von dem Stimulationsort abhingig. Bei einmaliger synaptischer
Stimulation des lateralen EC reagierten diese Zellen mit einem schnellen EPSP, wobei sie
bei elektrischer Stimulation der tiefen Schichten des medialen EC mit einem schnellen
IPSP gefolgt von einem kleineren langsameren IPSP antworteten. Repetitive synaptische
Reizung (40 Hz) fiihrte sowohl bei den EPSPs als auch bei den IPSPs zu keiner
Potenzierung (Abb. 2B, Ref 1).

4.2. Morphologische und elektrophysiologische Charakterisierung der

Schicht II-Zellen des entorhinalen Cortex

Die Schicht II des EC ist eine der ersten Regionen, die zu Beginn der Alzheimerschen
Erkrankung neurofibrillire Biindel aufweist (Braak & Braak, 1991; Goémez-Isla et al.,
1996). Der groBte Anteil der Schicht II-Zellen wird von Stellate- und nicht-Stellate-Zellen
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gebildet. Zusidtzlich zu diesen Zelltypen wurde ein neuer Zelltyp in der Schicht II des
lateralen EC beschrieben mit im Vergleich zu den Projektionszellen sehr unterschiedlichen
elektrophysiologischen und morphologischen Eigenschaften (Empson et al., 1995). Diese
pyramidenformigen Zellen besitzen einen sehr starken, dornfortsatzfreien apikalen
Dendriten. Die auffilligste morphologische Eigenschaft dieses Zelltyps ist jedoch seine
starke axonale Arborisierung, die sich iiber die Schichten I bis III erstreckt und eine hohe
Anzahl von Varikositdten aufweist (Empson et al., 1995). Wihrend sich sowohl in den
Stellate als auch in den nicht-Stellate Zellen ein hyperpolarisationsaktivierter
einwértsgleichrichtender Strom (sag) beobachten lie3, konnte dies in dem neuen Zelltyp
selbst bei grofen hyperpolarisierenden Strompulsen nicht gesehen werden. Im Gegensatz
zu den Projektionszellen der Schicht II ist dieser neue Zelltyp vermutlich fiir die

exzitatorische Interaktion innerhalb des lateralen EC verantwortlich (Empson et al., 1995).

Fiir die morphologische und elektrophysiologische Charakterisierung der Schicht II
Stellate Zellen wurden intrazellulire Ableitungen aus dieser Schicht des mEC
durchgefiihrt. Die morphologisch identifizierten Zellen wiesen neben sehr stark
verzweigten Dendriten Axone auf, die bis in den Hippocampus reichten. Wihrend
depolarisierender und hyperpolarisierender Strominjektionen zeichneten sich diese Zellen
durch charakteristische, friilhe maximale Membranpotentialantworten aus, die von einem
Spannungsabfall auf ein niedrigeres Membranpotential (sag) gefolgt waren (Abb. 1Aa,
Ref. 2). Dariiber hinaus fielen die Neurone durch unterschwellige Membranpotential-
Oszillationen auf. Dabei handelt es sich um rhythmische Schwankungen des
Membranpotentials, die abhingig vom Haltepotential eine Frequenz von 8-20 Hz
aufweisen (Theta- und Beta-Bereich). Interessanterweise sind diese Oszillationen nicht
Kalzium- oder Kalium-abhiingig, sondern reagieren auf den Na'-Blocker Tetrodotoxin

(Klink & Alonso, 1993).

Im Gegensatz zu den Projektionszellen der Schicht III des mEC antworteten die Stellate
Zellen der Schicht II mit einer deutlichen synaptischen Hemmung. Bei synaptischer
Stimulation zeigte sich ein kleines EPSP, gefolgt von einem ausgeprigten schnellen und
langsamen IPSP (Abb.1Ab, Ref. 2 und Abb. 1A, Ref. 6). Ein weiteres wichtiges
elektrophysiologisches Merkmal dieser Zellen war eine flache Eingangs-Ausgangs-Kurve

auf einzelne synaptischen Reize. Dementsprechend waren auch die zur Auslésung von
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Aktionspotentialen erforderlichen Reizintensititen wesentlich hoher als bei den

Projektionszellen der Schicht III (Gloveli et al., 1997b).

Bei der Auslosung von schnellen IPSPs trat in den Stellate Zellen der Schicht II, wie auch
in den Typ 2 Zellen der Schicht III des mEC, nach dem initialen hyperpolarisierenden
IPSP eine zweite, langsamere, depolarisierende Komponente auf. Diese Komponente
persistierte auch noch, wenn hohe Konzentrationen von Glutamat-Antagonisten appliziert
wurden (NBQX 20 uM, APV 120 uM) (D. Schmitz, R. Hetka, J. Behr, T. Gloveli, H.

Monyer, U. Heinemann, in Vorb.).

4.3. Charakterisierung der zur Area Dentata projizierenden tiefen

Schichten (IV-VI) des medialen entorhinalen Cortex

Im EC waren persistierende rhythmische Membranpotential-Oszillationen nur von Stellate
Zellen der Schicht II bekannt (Alonso & Llinas, 1989). In den tiefen Schichten des EC
waren diese intrinsischen Oszillationen bisher nicht beschrieben worden. Jedoch hatten wir
auch eine erstaunlich hohe Anzahl an Neuronen in den tiefen Schichten des EC gefunden,
die, wie die Stellate Zellen der Schicht II, rhythmische unterschwellige Membranpotential-
Oszillationen aufwiesen (Abb. 1, Ref. 3). Wie die Schicht II-Zellen zeigten auch diese
Zellen Membranpotential-Oszillationen im Frequenzbereich zwischen 5-22 Hz.
Pharmakologisch zeichneten sie sich durch ihre Tetrodotoxin-Sensitivitidt aus. Diese
Zellen, die in Fiarbungen pyramidenformige Somata zeigten, lieBen sich vom Subiculum
und von der AD aus antidrom aktivieren. Demzufolge nehmen wir an, da3 diese Zellen zur
erst kiirzlich von Deller und Kollegen (Deller et al., 1996) beschriebenen Projektion der
tiefen Schichten des EC zur AD beitragen oder gar die Ausgangsstruktur der Projektion
bilden. Um dieser Hypothese nachzugehen, haben wir den Fluoreszenz-Farbstoff
Dextranamin in die molekulare Schicht der AD appliziert, um die riickldufig gefarbten
Neurone in den tiefen Schichten des EC sowohl morphologisch als auch
elektrophysiologisch zu untersuchen. Die gefarbten Neurone wurden mit Hilfe der patch-
clamp Technik abgeleitet. Die weitere Biozytinfarbung dieser Neuronen zeigte, daf es sich
um pyramidale und nicht-pyramidale (vertikale bipolare und multipolare)

Projektionszellen handelte (Abb. 1-4, Ref. 4). Axone beider Typen projizieren iiber den
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perforant path zur molekularen Schicht der AD. Zudem geben diese Neurone aufsteigende
axonale Kollateralen zu den oberfldchlichen Schichten des EC ab. Sowohl pyramidale als
auch nicht-pyramidale Neurone zeigen reguldre Aktionspotentiale wihrend
depolarisierender Strominjektion (Abb. 2 und 4, Ref. 4). Eine wesentliche Anzahl der
Pyramidenzellen zeigen intrinsische Membranpotential-Oszillationen (Abb. 2, Ref. 4).
Trotz morphologischer Ahnlichkeiten zu den GABAergen Interneuronen des EC, zeigen
die vertikalen bipolaren und multipolaren Neurone &hnliche elektrophysiologische
Eigenschaften wie die Prinzipalneuronen des EC. Immunohistochemische Untersuchungen
mit GABA-Antikorpern bestétigten ihre nicht-GABAerge Natur (Abb. 1, Ref. 4). Unsere
Untersuchungen zeigten, dal beide Zelltypen - sowohl pyramidale als auch nicht-
pyramidale Neurone — gleichzeitig Funktionen von Lokal- und Projektionsneuronen
iibernehmen konnen. Diese Eigenschaft ist vermutlich verantwortlich fiir die schnelle

Informationsiibertragung von den tiefen zu den oberfldchlichen Schichten des EC.

4.4. Frequenzabhingige Informationsiibertragung vom medialen

entorhinalen Cortex zum Hippocampus

Der EC erhélt iiber den post- und perirhinalen Cortex aus allen sensorischen Systemen
konvergente Informationen. Diese erreichen iiber die Neurone der zweiten Schicht
(Tamamaki & Nojyo, 1993) und der tiefen Schichten (Deller et al., 1996; Schmitz et al.,
1998c; Gloveli et al., eingereicht) die AD des Hippocampus.

Fiir die Beteiligung der EC-AD-Hippocampus-Projektion an Lernprozessen spricht die
Tatsache, daB3 an den entsprechenden synaptischen Verbindungen sehr einfach Langzeit-
Potenzierung induziert werden kann. Unter physiologischen Bedingungen wird dies
vereinfacht, wenn die betroffenen synaptischen Verbindungen im Theta-Frequenzbereich
aktiviert werden (Staubli & Lynch, 1987; Yeckel & Berger, 1998). Seit ldngerer Zeit ist
bekannt, dal sowohl Tiere als auch Menschen im EC-Hippocampus-Komplex Theta-
Aktivitdt aufweisen, wenn sie neuen Reizkonstellationen ausgesetzt werden. Der Theta-
Rhythmus kann sowohl im EC als auch im Hippocampus beobachtet werden (Alonso &
Garcia-Austt, 1987a;b; Alonso & Llinas, 1989; Stewart et al., 1992) und koordiniert die

Interaktion dieser Strukturen.
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Um den selektiven Transfer von sensorischen Informationen {iber den EC in den
Hippocampus zu untersuchen, fiihrten wir Reizungen der synaptischen Eingédnge bei
unterschiedlichen Frequenzen durch. Es stellte sich die Frage, unter welchen Bedingungen
die beiden separaten Projektionen von Schicht II und III aktiviert bzw. gehemmt werden.
Representative Ableitungen sind in der Abbildung 2 (Ref. 2) gezeigt. Die Schicht I1-Zellen
werden vor allem dann synaptisch aktiviert, wenn die Afferenzen mit Frequenzen oberhalb
von 6 Hz gereizt wurden, wohingegen bei Reizfrequenzen <6 Hz keine Aktionspotentiale
auftraten. Schicht III-Projektionsneurone lieBen sich hingegen besonders leicht durch
niederfrequente Reizung der synaptischen FEingénge aktivieren, wéhrend sie bei
Frequenzen oberhalb von 10 Hz unerregbar waren (Abb. 2, Ref. 2). Somit werden die
beiden Eingénge des Hippocampus frequenzabhédngig moduliert, mit dem Ergebnis, dal3
niederfrequente Aktivitit aus dem rhinalen Cortex iiber den EC bevorzugt die CA1-Region
und das Subiculum erreicht, wihrend hoherfrequente Informationen bevorzugt den Weg
iiber die AD aktivieren. Interessanterweise zeigte sich eine Uberlappungsfrequenz von 6-

10 Hz, bei der beide Eingiinge aktiviert werden konnten.

Die Kornerzellen der AD besitzen aufgrund ihrer intrinsischen Eigenschaften eine hohe
Schwelle fiir die synaptische Aktivierung (siche Lambert & Jones, 1990). Demzufolge
konnten die hochfrequenten Entladungen, die bei Stimulation der Schicht II-Zellen
beobachtet wurden, fiir die Informationsiibertragung tiiber die trisynaptische Schleife

erforderlich sein.

Ein weiterer Unterschied zwischen Schicht II- und Schicht III-Zellen zeigte sich im
AnschluB3 an die repetitiven synaptischen Stimulationen. Wahrend die Schicht II-Neurone
nur kurze Phasen der Nachhyperpolarisation (200-500 ms) aufwiesen, folgten den Schicht
II1-Zellen Nachhyperpolarisationen, die bis zu 20 s andauern konnten (Abb. 1-3, Ref. 5).
Da diese langanhaltenden Nachhyperpolarisationen weder in den Zellen der Schicht II
noch in den Lokalzellen der Schicht III nachweisbar waren, scheint dieses Phinomen eine

charakteristische Eigenschaft der Projektionsneurone der Schicht III zu sein.

Die langanhaltende synaptische Hyperpolarisation in den Schicht III-Projektionszellen liel3
sich pharmakologisch in drei Komponenten aufteilen: eine ca. 1s lange Komponente, zu

der GABAjp Rezeptoren beitrugen (Umkehrpotential ca. -90 mV), eine mittlere
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Komponente (1-6 s, sIPSP,, Umkehrpotential ca. -84 mV), die sich durch Atropin
vermindern aber nicht vollstdndig blockieren lie, und eine spite Komponente (6- 20 s),
die durch Naloxon gehemmt wurde (Abb. 7, 8, Ref. 5). Unsere Ergebnisse zeigen damit,
dall GABAerge (vermittelt iiber den GABAg-Rezeptor) cholinerge und enkephalinerge

Mechanismen an der lang anhaltenden Hyperpolarisation beteiligt sind.

Es wurde gezeigt, daB Dynorphin und Enkephalin verschiedene K'-Leitfihigkeiten
aktivieren konnen (Duggan & North, 1983; Werz & Macdonald, 1983). Diese Befunde
konnten die beobachtete Blockade der spiten Komponente durch Naloxon erkldren.
Zudem konnten im EC Opioid-Rezeptoren (e -, %- und s-Rezeptoren) nachgewiesen
werden (Mansour et al., 1995). Bisherige Untersuchungen bezogen sich nur auf die Effekte
von Naloxon auf heterosynaptische Langzeit-Potenzierung (LTP) oder Langzeit-
Depression (LTD) (Bramham et al., 1988; Derrick et al., 1992; Weisskopf et al., 1993;
Terman et al., 1994; Xie & Lewis, 1995). Unsere Ergebnisse zeigen, da3 auch synaptisch

freigesetzte Enkephaline im EC zu postsynaptischen Anworten fiithren kdnnen.

Auf eine Beteiligung von K'-Leitfihigkeiten am sIPSP, deutet das Umkehrpotential dieser
Komponente (-84 mV) hin, welches sich nahe dem Umkehrpotential fiir Kalium befindet.
Da das IPSP, sowohl bei Reizung unterschiedlicher weiter entfernter Orten als auch bei
naher Reizung beobachtet werden konnte, miissen u.a. lokale Interneurone fiir die
Generierung dieses inhibitorischen postsynaptischen Potentials verantwortlich gemacht
werden. Das weist darauf hin, daB3 sich im EC cholinerge Neurone befinden (sieche De
Lacalle et al., 1998). Eine andere Moglichkeit wire, daBl cholinerge Fasern im
Schnittprdparat iiberleben und nach elektrischer Reizung zur Ausschiittung von
Azetylcholin mit nachfolgender postsynaptischer Antwort fithren. Tatsdchlich gibt es
mehrere Hirnareale (basale Vorderhirnkerne, Septum, Pallidum) in denen sich cholinerge
Neurone befinden, die den EC innervieren (Alonso & Kohler, 1984; Milner & Amaral,
1984; Woolf et al., 1984; Eckenstein ef al., 1988).
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4.5. Muskarinerge und serotonerge Kontrolle der Erregbarkeit von

Projektionsneuronen der Schicht II und III des entorhinalen Cortex

Die Rolle des Azetylcholin (ACh) bei der Modulation neuronaler Aktivitit ist seit langerer
Zeit bekannt. Es wird angenommen, dal3 das cholinerge System einen Einflu3 auf Lernen
und Gedachtnis hat (Bland, 1996; Shen et al., 1996). Sowohl die oberfldchlichen als auch
die tiefen Schichten des EC erhalten cholinerge Afferenzen vom basalen Vorderhirn
(Lewis & Shute, 1967; Mellgren & Srebro, 1973; Milner et al., 1983; Alonso & Kohler,
1984; Lysakowski et al., 1989; Gaykema et al., 1990). Der muskarinerge Antagonist
Atropin reduziert die oben beschriebene langsame Hyperpolarisation in Schicht III-
Projektionszellen (IPSP,) um ca. 70%, was fiir eine Beteilung des ACh an der Genese

dieser Antwort spricht (Gloveli et al., 1997¢).

Unter intrazelluldrer Applikation eines Kalzium-empfindlichen Fluoreszenz-Farbstoffes
(Fura-2) haben wir Membranpotentialinderungen und Anderungen der postsynaptischen
[Ca’"]i-Konzentration in EC-Neuronen der Schicht II und III nach intrazellulirer
Strominjektion sowie nach Druckapplikation des muskarinischen Azetylcholin-Rezeptor-
Agonisten Carbachol (CCh) gemessen. Neben den elektrophysiologischen Kriterien
(Gloveli et al., 1997a) nutzten wir morphologische Charakteristika nach Fura-2-Farbung

zur Klassifizierung der entorhinalen Neurone der Schicht IT und III.

Druckapplikation von CCh in niedriger Konzentration (1 mM) fiihrte zu einer leichten
Depolarisation des Membranpotentials von Schicht III-Projektionsneuronen. In einigen
wenigen Zellen kam es nach CCh-Applikation zu einer isolierten Hyperpolarisation oder
zu einem biphasischen Verlauf, bei dem eine Depolarisation von einer Hyperpolarisation
gefolgt wurde. Applikation von CCh in hoherer Konzentration (10 mM) induzierte eine
deutlich stirkere Depolarisation des Membranpotentials, welche zudem ldanger andauerte
als unter niedrigen CCh-Konzentrationen. Zudem kam es unter hoherer CCh-
Konzentration hdufig zu spontan auftretenden synaptischen Potentialen und epileptiformen
Entladungen (Abb. 2, Ref. 6). Potentiale mit repetitiven Entladungen waren weder durch
Hyperpolarisation = noch  durch  Depolarisation  blockierbar.  CCh-vermittelte
Depolarisationen und spontane PSPs fiihrten zu keiner meBbaren Anderung der [Ca®"];

Konzentration.  Unterschwellige = Depolarisation des Membranpotentials nach
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Strominjektion war auch nicht von intrasomatischer Ca®" -Akkumulation begleitet. Dies
deutet auf das Fehlen oder die geringe Auspriagung niedrig-spannungsaktivierter Kalzium-
Kanidle in diesen Zellen hin. Unter epileptiformer Aktivitdt hingegen kam es in den
meisten Fillen zu einem Anstieg des intrazelluldren Kalziums (Abb. 2, Ref. 6), vermutlich

iiber die Offnung hoch-spannungsaktivierter Ca** -Kanile.

Applikation von CCh in niedriger Konzentration resultierte in Stellate Neuronen der
Schicht II in einer ausschlieBlichen Depolarisation sowie rhythmischen PSPs (Abb. 3, Ref.
6). Im Gegensatz zu Neuronen der Schicht III gingen vergleichbare Depolarisationen nach
intrazelluldrer Strominjektion mit intrinsischen Oszillationen und intrazelluliren Ca®'-
Anstiegen einher (Abb. 5, Ref. 6). Dieses Ca’" -Signal wurde in niedriger Konzentration
durch den Ca’"-Kanal Antagonisten Ni*" blockiert. Dieser Befund weist auf niedrig-

spannungsaktivierte Kalzium-Kanéle in diesen Zellen hin.

Um die relative Dichte hoch-spannungsaktivierter Kanile zu vergleichen, untersuchten wir
die intrasomatische Kalziumakkumulation in den Neuronen der oberflachlichen Schichten
des EC wihrend hochfrequenter Serien von intrinsisch generierten Aktionspotentialen.
Durch Strominjektion generierte Aktionspotentiale mit einer Frequenz von ca. 10 Hz
fiihrten zu einer deutlich hoheren Akkumulation von Kalzium in Schicht III-Neuronen als
solchen in der Schicht II-Zellen (Abb. 6, Ref. 6). Unsere Studie mit CCh-Applikationen
zeigte zudem, daB, obwohl die Muskarin-Rezeptor-Aktivierung zu epileptiformen
Entladungen in allen oberfldchlichen Schichten fiihrte, der begleitende intrazelluldre Ca-
Anstieg in Schicht III-Neuronen bedeutend groBer war als in Schicht II-Neuronen (Abb. 2-
4, Ref. 6). Es ist denkbar, daB3 der durch Aktivierung der tiefen Schichten bedingte, starke
Anstieg des intrasomatischen Kalzium fiir den bei Temporallappenepilepsie beschriebenen

Zelluntergang der Schicht III-Neurone (Du et al., 1993; Du et al., 1995) verantwortlich ist.

Im Gegensatz zu den intrinsischen Theta-Rhythmen der Stellate-Zellen (mit einem
Maximum bei einer Frequenz von 7 Hz) fiihrte Applikation von CCh (1 mM) in den tiefen
Schichten (Schicht V-VI) zu Oszillationen der Schicht II- und I1I-Zellen des EC mit drei
charakteristischen Maxima im Theta- und Gamma-Frequenz-Bereich (bei 11, 23 und 40
Hz). Bemerkenswert ist die Tatsache, dal CCh zudem zu paroxysmalen Depolarisationen

dieser Projektionszellen fiihrte. Dies zeigt, dal sowohl die synaptische als auch die
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epileptiforme Aktivitdt in oberfldchlichen Schichten von den tiefen Schichten des EC aus

generiert werden kann (siehe hierzu Dickson & Alonso, 1997).

Im Gegensatz zu CCh fiihrte die Aktivierung des serotonergen Systems zur Unterdriickung
der synaptischen Ubertragung in den oberflichlichen EC-Neuronen (Abb. 2-4, Ref. 7). Die
Experimente mit Serotonin zeigten, dafl dosisabhéngig sowohl die EPSPs (Schmitz ef al.,
1997) als auch sekundér die polysynaptischen IPSPs unterdriickt wurden (Schmitz et al.,
1998d). Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu Befunden in hippokampalen
Pyramidenzellen, wo Serotonin in niedrigen Konzentrationen zu einer Zunahme der EPSP-
Amplituden fiihrt (Segal, 1990; Schmitz et al., 1995a) und lediglich hohe Konzentrationen
von Serotonin die EPSPs unterdriicken (Schmitz et al., 1995a). Dort wurde zudem gezeigt,
daB3 Serotonin sowohl polysynaptische (Segal, 1990; Ghadimi et al., 1994; Schmitz et al.,
1995b) als auch monosynaptische IPSPs verringert (Schmitz ef al., 1995b).

Als néchstes untersuchten wir die zugrundeliegenden subzelluldiren Mechanismen der
Unterdriickung der synaptischen Ubertragung in den EC-Neuronen. Zwei Mechanismen
kommen fiir die Abnahme der EPSPs in Frage: eine Hemmung prasynaptischer Glutamat-
Ausschiittung oder die Modulation postsynaptischer AMPA- bzw. NMDA-Rezeptoren.
Mit Hilfe von Patch-Clamp-Messungen von "miniature"-EPSCs (mEPSPs) und
Glutamatrezeptor-Einzelkanal-Stromen bei schneller Glutamatapplikation an "outside-out-
patches" untersuchten wir, welche der oben genannten Mechanismen der Reduktion von
synaptisch evozierten Antworten zugrunde lagen. Schnelle Applikation von Glutamat an
"outside-out-patches" mit und ohne Serotonin zeigte, daB3 Serotonin keinerlei Effekt auf
Amplitude und Kinetik der AMPA- und der NMDA-Rezeptor-vermittelten Antworten hat
(Abb. 5, Ref. 7). Damit ist ein postsynaptischer Mechanismus der Unterdriickung von
EPSPs durch Serotonin unwahrscheinlich (Schmitz et al., 1998d). Darauthin wurde der
Effekt von Serotonin auf spontane glutamaterge mEPSCs getestet (Abb. 6, Ref. 7). Nach
Applikation von Serotonin (50 uM) wurde eine drastische Reduktion der Frequenz der

mEPSCs beobachtet, wihrend die Amplituden-Verteilung unveriandert blieb.

Serotonin fiihrte also iiber einen prasynaptischen Mechanismus zu einer starken
Unterdriickung der Freisetzung von Glutamat. Die Effekte von Serotonin in Schicht III-

Neuronen des EC, die liberwiegend hemmende Zellen in der Area CAl aktivieren
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(Buzsaki, 1984; Empson & Heinemann, 1995b), kdnnen somit zu eine Disinhibition in der

Area CAL1 beitragen und dadurch die Erregbarkeit dieser Region verstérken.

4.6. Einflul von MK-801 auf den entorhinalen Cortex und auf die

Interaktion zwischen entorhinalem Cortex und Hippocampus

Trotz intensiver Forschung sind die der Schizophrenie zugrundeliegenden Ursachen
unbekannt. Der Mangel an experimentellen Modellen hat die Erforschung der
Pathophysiologie der Schizophrenie und anderer Psychosen, wie beispielsweise der
manisch-depressiven Form, erschwert. Phencyclidin und andere Anésthetika (Ketamin)
fiihren zu psychotischen Symptomen, welche der Schizophrenie dhneln (Javitt & Zukin,
1991). Phencyclidine (Phencyclidin, Ketamin und MK-801, PCP) binden als nicht-
kompetitive Inhibitoren an der Phencyclidin-Bindungsstelle am Ionenkanal des NMDA-
Glutamatrezeptors. Wie andere NMDA-Rezeptorantagonisten zeigt PCP neuroprotektive
Eigenschaften und schiitzt Neurone gegeniiber experimentell induzierten Ischdmien (Park
et al., 1988; Dirnagl et al., 1990). Im Gegensatz zu diesen neuroprotektiven Effekten sind
paradoxerweise reversible neurotoxische Effekte von PCP an Neuronen des posterioren
Cingulums und retrosplenialen Cortex der Ratte beschrieben worden (Olney et al., 1989).
Castrén und Kollegen (Castrén et al., 1993) haben eine PCP-induzierte Expression der
mRNA von neurotrophen Faktoren sowie eine vermehrte Expression von c-FOS im
Cingulum, retrosplenialen Cortex sowie im mEC beobachtet. Die Induktion der mRNA in
geschidigten Neuronen ist sehr stark und langanhaltend. Die paradoxen PCP-Effekte im
mEC betreffen nur die Neurone der Schicht III im dorsalen Anteil des mEC. Die
zugrundeliegenden Mechanismen sowohl der paradoxen PCP-Effekte als auch der PCP-
induzierten Psychose sind nicht bekannt. Es besteht allerdings eine Korrelation zwischen
der Psychose beim Menschen und den paradoxen PCP-Effekten im limbischen Cortex der
Ratte (Olney et al, 1989). Zudem verhindern antipsychotische Medikamente die
paradoxen PCP-Effekte im retrosplenialen Cortex (Farber er al., 1993). Weiterhin
korreliert die Verteilung der durch PCP-geschidigten Neurone sehr eng mit den Arealen,
deren Zytoarchitektur bei Schizophrenie gestort ist (Roberts, 1990). Diese Daten lassen

vermuten, daB3 die paradoxen PCP-Effekte einen Bezug zu den psychotischen Symptomen
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haben und somit als ein experimentelles Modell fiir die PCP-induzierte Psychose dienen

konnten.

Ziel unserer Untersuchungen war es herauszufinden, welche Wirkung MK-801 bei
systemischer Applikation auf den EC hat und ob sich die in vivo ermittelten Ergebnisse
auch am Hirnschnitt nachvollziehen lassen. In den Versuchen wurden durch Stimulation
der Schicht III des lateralen EC evozierte Feldpotentiale in den Schichten II, IIT und V des
mEC abgeleitet. Die Untersuchungen an mit MK-801-vorbehandelten Ratten haben
gezeigt, dall bei intraperitonealer Verabreichung in hoheren Konzentrationen (4 mg/kg)
alle Komponenten der reizinduzierten Feldpotentialantworten in der Schicht III des mEC
signifikant verkleinert sind, nicht jedoch in der Schicht II und Schicht V (Abb 1, Ref. 8).
Bei den in vitro Versuchen lieBen sich die oben genannten Ergebnisse bei einer
Konzentration von 1 pM MK-801 [entspricht derjenigen, die das Hirn bei systemischer
Applikation von 4 mg/kg erreicht (Willis et al., 1991; Hatfield et al, 1992)] nicht
reproduzieren (Abb. 2, Ref. 8). Erst bei der wesentlich hoheren Konzentrationen von 200
uM  konnten signifikante, jedoch nicht schichtspezifische Verkleinerungen des
Feldpotentials in den Schichten III und V beobachten werden. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dal MK-801 nicht nur als NMDA-Rezeptor-Antagonist wirkt, sondern
wahrscheinlich auch mit anderen Transmittersystemen interagiert (Olney & Farber, 1995).
Zur Zeit ist jedoch nicht klar, um welche anderen Transmittersysteme es sich dabei handelt
und ob die beobachteten Effekte im EC reversibel sind oder zum Absterben der

betroffenen Zellen fiihren.

Die beobachteten schichtspezifischen Verdnderungen in Schicht IIT des mEC an mit MK-
801-vorbehandelten Ratten fiihrten zu der Hypothese, dal das frequenzgesteuerte
Schaltverhalten von Schicht-III-Zellen auf die CA1-Region sowie das Subiculum gestort
ist. Dies konnte erkldren, warum es in Folge von Phencyclidinapplikationen zu kognitiven

Defiziten als Bestandteil von Psychosen kommt.
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4.7. Die Entstehung und Ausbreitung epileptiformer Entladungen vom

entorhinalen Cortex zum Hippocampus

In tierexperimentellen in vitro Untersuchungen kdnnen in kombinierten EC-hippocampus
Schnitten durch Erniedrigung der extrazelluliren Mg*- Konzentration spontane
epileptiforme Entladungen induziert werden (Walther et al., 1986; Heinemann, 1987;
Mody et al., 1987; Jones & Heinemann, 1988; Heinemann & Jones, 1990; Zhang et al.,
1994). Wiéhrend in den hippocampalen CA3- und CAl-Regionen kurze (40-80 ms)
rekurrente epileptiforme Entladungen auftreten, welche iiber lange Zeit stabil sind, ist die
Aktivitdt im EC durch langer andauernde (10-90 s), anfallsartige Ereignisse charakterisiert,
welche nach 60-90 Minuten in rekurrente Entladungen iibergehen (Matsumoto & Ajmone-
Marsan, 1964a;b; Jones & Heinemann, 1988; Heinemann & Jones, 1990; Zhang et al.,
1994). Trotz der in den Hirnschnitten gut erhaltenen Faserverbindungen zwischen dem EC
und dem Hippocampus (Boulton et al., 1992; Gloveli et al., eingereicht) werden die
anfallsartigen Ereignisse nicht zu den hippocampalen CA3- und CA1-Regionen iibertragen
(Dreier & Heinemann, 1991). Dies legt die Vermutung nahe, daBl die AD eine
Filterfunktion besitzt, welche die Ausbreitung epileptiformer Aktivitit vom EC zum
Hippocampus unterbindet. Mit dieser Hypothese steht der Befund im Einklang, daB3 die
Kornerzellen der AD durch Basket- und Chandelier-Zellen stark gehemmt werden (Patton
& McNaughton, 1995). Diese hemmende Kontrolle wird sowohl durch GABA4- als auch
durch GABAg-Rezeptoren vermittelt (Rausche et al., 1989).

Da viele Epilepsien schon im Kindesalter beginnen, hat uns die Empfindlichkeit des
juvenilen EC-Hippocampus-Komplexes fiir die Auslésung und Ausbreitung epileptiformer
Aktivitdt interessiert. Wir konnten zeigen, dal die Niedrig-Magnesiumepilepsie im
juvenilen Gewebe leichter, d.h. bereits bei geringer Erniedrigung des extrazelluldren Mg*™
auslosbar ist (Abb 1, Ref. 9). Im Gegensatz zu den erwachsenen Tieren konnten wir in
juvenilen Tieren eine Ausbreitung epileptiformer Aktivitdit vom mEC iiber die AD in die
CA3- und CAl1-Regionen beobachten (Abb. 4-7, Ref. 9). Zu diesem Zeitpunkt ist die AD
noch unreif und aufgrund einer verspéteten Ausreifung von Chlorid-Pumpen wirken
GABA-Rezeptor-vermittelte Potentiale depolarisierend (Cherubini ef al., 1991; Ben-Ari

et al., 1994). Im Laufe der postnatalen Entwicklung beteiligen sich die AD, spiter die
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CA3-Region und zuletzt die CA1-Region nicht mehr ldnger an der epileptiformer Aktivitét
des EC und des Subiculums (Gloveli et al, 1998). Dies deutet auf eine verstirkte
exzitatorische Interaktion zwischen EC und Hippocampus beim juvenilen Tier hin. Eine
weitere Moglichkeit ist, daf3 die Schicht III des EC bei den jungen Tieren verstirkt an der
Anfallsgenese beteiligt ist und dafl dieser ProzeB altersabhingig ist, da bei erwachsenen
Tieren den tiefen Schichten des EC die grofere Bedeutung fiir die Entstehung epileptischer
Aktivitdt zugesprochen wird (Dickson & Alonso, 1997; Gloveli et al., 1999).
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5.  Schluffolgerung und Ausblick

EC und Gediichtnisbildung

Der entorhinale Cortex (EC) stellt die wichtigste Schaltstation zwischen Cortex und
Hippocampus dar und spielt eine wesentliche Rolle sowohl beim Lernen und der
Gedichtnisbildung (Eichenbaum et al., 1994; Young et al., 1997; Suzuki, 1999) als auch
bei neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen (Braak & Braak, 1991; Du et al.,
1993; Jakob & Beckmann, 1994). Zusammen mit peri- und postrhinalem Cortex besitzen
der EC und der Hippocampus die Fihigkeit neue Informationen aufzunehmen und ins
deklarative Langzeitgedachtnis zu libertragen (Squire & Zola, 1996). Der Hippocampus
stellt dabei nur einen kurzzeitigen Speicher fiir Inhalte des Langzeitgeddchtnisses dar
(Eichenbaum et al., 1994), wihrend eine permanente Speicherung in kortikalen
Hirnregionen stattfindet (Squire, 1992; Skaggs & McNaughton, 1996; Zanatta et al.,
1996). Das grundlegende Ziel der Gedachtnisforschung ist es, neuronale Mechanismen zu
finden, welche der Gedéchtnisbildung zugrunde liegen. In diesem Zusammenhang ist das
Verstindnis der Funktion der Projektionsneurone des EC und des Hippocampus wihrend

der Gedéchtnisbildung (d.h. Speicherung, Transfer, Abruf) notwendig.

Die hier beschriebenen in vitro Studien haben das gemeinsame Ziel, die Eigenschaften und
Besonderheiten von Neuronen der oberfldchlichen und tiefen Schichten des EC im Detail
zu beschreiben, um die Informationsiibertragung zwischen dem EC und dem Hippocampus
besser zu verstehen. Besonderes Gewicht wurde dabei auf intrinsische und synaptische
Eigenschaften der Projektionszellen gelegt. Die Ergebnisse tragen somit zum Verstindnis
von Mechanismen bei, die bei der Informationsiibertragung und —speicherung in vivo von

Bedeutung sind.

Unsere Untersuchungen der intrinsischen und synaptischen Eigenschaften der
Projektionszellen des EC zeigen, da3 die Projektionen von den Schichten II und III des EC
zum Hippocampus unter unterschiedlichen Bedingungen aktiviert bzw. gehemmt werden
konnen (Gloveli et al., 1997b). Die Befunde sprechen dafiir, da3 die beiden Eingédnge des
Hippocampus frequenzabhdngig moduliert werden. Niederfrequente Aktivitit aus dem
rhinalen Cortex wird iiber den EC bevorzugt zur CAl-Region und dem Subiculum
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durchgeschaltet, wihrend hoherfrequente Aktivitdt bevorzugt den Weg iiber die AD
nimmt. Stellate-Zellen der Schicht II und Pyramiden-Zellen der Schicht III stellen die
Hauptprojektionszellen des medialen EC dar. Stellate-Zellen der Schicht II zeigen
unterschwellige Membranpotential-Oszillationen (Alonso & Llinds, 1989; Alonso &
Klink, 1993), die in den Zellen der Schicht III nicht auftreten (Gloveli et al., 1997a).
Eigene Untersuchungen zeigen, dal ein wichtiges elektrophysiologisches Merkmal der
Stellate-Zellen eine hohe Schwelle fiir die Auslosung von Aktionspotentialen auf einzelne-
oder niedrigfrequente (¢ 5 Hz) repetitive Stimulation des lateralen EC ist (Gloveli et al.,
1997b). Im Gegensatz zu den Stellate-Zellen, sind Pyramidenzellen der Schicht III leichter
erregbar und  zeigen eine signifikant niedrigere Schwelle zur Auslosung von
Aktionspotentialen. Diese Situation dndert sich jedoch wihrend hochfrequenter (> 10 Hz)
synaptischer Reizung des lateralen EC. Hochfrequente Stimulation fiihrt zu einer
selektiven Aktivierung der Stellate-Zellen der Schicht II und zu einer deutlichen
Hemmung der Pyramiden-Zellen der Schicht III, welche nicht nur wéhrend der repetitiven
Reizung, sondern bis zu 20 s nach der Stimulation anhélt (Gloveli et al., 1997c). Unsere
Ergebnisse zeigen somit, dal fiir den Informationstransfer vom EC zur AD eine
hochfrequente synaptische Aktivierung von Projektionszellen der Schicht II des EC
erforderlich ist. Zahlreiche Studien an Neuronen des perirhinalen Cortex [welcher den
Haupteingang des lateralen EC darstellt (Naber et al., 1997)] und des EC zeigen
tatsichlich, daB diese Strukturen auf bestimmte neue Reize mit einer hochfrequenten
Entladungsrate reagieren. Diese selektiven Antworten nehmen allerdings bei wiederholter
Prasentation des Reizes systematisch ab. In hippocampalen Neuronen konnten keine
vergleichbaren Reaktionen entdeckt werden (zum Uberblick siehe Suzuki,1999). In vivo
Untersuchungen hippocampaler Zellen zeigen ebenfalls, dal die frequenzabhingige
Aktivierung der Schicht IT und III Zellen des EC fiir die Informationsiibertragung im EC-
Hippocampus Komplex notwendig ist. Es wurde gezeigt, dal3 polysynaptische Aktivierung
des EC mit hohen (6 Hz) Frequenzen eher zu einer Erregung der AD fiihrt als mit
niedrigerer (0.5 Hz) Frequenz (Deadwyler et al., 1975a;b). Zudem wurde bei
niederfrequenter Reizung (0.2 Hz) des Tractus perforans eine iiberschwellige
monosynaptische Aktivierung der CAl- und CA3-Region beobachtet, wihrend die
polysynaptische Reizung iiber die trisynaptische Schleife eine unterschwellige Aktivierung

hervorruft. Die Wahrscheinlichkeit fiir eine iiberschwellige polysynaptische Erregung
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nimmt bei hoheren Frequenzen (5-10 Hz) zu (Yeckel & Berger, 1990). Es wurde zudem in
vivo gezeigt, dall repetitive (10 — 20 Hz) Reizung von EC Efferenzen zur AD
Langzeitpotenzierung (LTP) der Mossy-Synapsen in der CA3-Region induziert (Yeckel &
Berger, 1998). Diese frequenzabhingige Neurotransmission iiber die AD scheint von
funktioneller Bedeutung fiir Lern- und Gedéchtnis Prozesse zu sein. Die letzte Station der
trisynaptischen entorhinal-hippocampalen Schleife stellt die CAl-Region dar. Die
Aktivierung von CA1-Zellen kann der Langzeit-Speicherung von zuvor im Hippocampus
bearbeiteter Information im Cortex dienen (Lisman, 1999). Zur Erfiillung dieser Funktion
ist jedoch die Aktivierung von CAl-Zellen erforderlich, die eine vorwiegend hemmende
Wirkung von Schicht III-Zellen des EC erhilt (Empson & Heinemann, 1995b; Soltesz,
1995). Unsere Experimente zeigen, da3 der hochfrequente Eingang der Schicht III-Zellen
zu einer langhaltenden Inhibition dieser Neurone fithrt (Gloveli et al., 1997b). Diese
Befunde unterstreichen, da3 die Hemmung von Schicht III-Zellen fiir die Disinhibition von

CA1-Zellen und damit fiir die Gedéchtnisbildung von Bedeutung ist.

Einfluf} cholinerger und serotonerger Einginge im EC bei Lern- und

Gediichtnisprozessen

Es ist bekannt, dal das cholinerge System fiir Lern- und Gedichtnisprozesse von
wesentlicher Bedeutung ist (Bland, 1996; Shen ef al., 1996). Es ist gezeigt worden, dal} die
oberflachlichen und tiefen Schichten des EC cholinerge Afferenzen vom basalen
Vorderhirn erhalten (Lewis & Shute, 1967; Mellgren & Srebro, 1973; Milner ef al., 1983;
Alonso & Kdhler, 1984; Lysakowski et al., 1989; Gaykema et al., 1990). Unsere Befunde
deuten darauf hin, daB die cholinerge Aktivierung der tiefen Schichten des EC
verantwortlich ist fiir die synaptischen Oszillationen der oberflachlichen Zellen des EC
(Gloveli et al., 1999) und zu der fiir Lern- und Gedichtnisprozesse erforderlichen
neuronalen Synchronisierung beitragen. Unsere Experimente zeigen, dal3 Druckapplikation
des muskarinergen Azetylcholin-Rezeptor-Agonisten CCh zu rhythmischen synaptischen
Oszillationen in den oberfldchlichen Zellen des EC flihrt (Gloveli et al., 1999). Besonders
bemerkenswert ist, dal Applikation von CCh in den tiefen Schichten wesentlich eher (d.h.
mit niedrigeren Konzentrationen) zu Membranpotential-Oszillationen (Theta- und

Gamma-Frequenz-Bereich) in den oberflichlichen Zellen des EC fiihrte als durch
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Applikation von CCh in oberflichlichen Schichten (Gloveli et al, 1999). In
verhaltensphysiologischen Studien repridsentieren Gamma-Oszillationen (40-100 Hz) im
EC die synchronisierten synaptischen Potentiale der Neurone der Schichten II und III
(Chrobak & Buzsaki, 1998). Sie iiberlagern dabei hdufig gleichzeitig auftretende Theta-
Oszillationen (Penttonen et al., 1998), in deren Gegenwart sie stirker ausgeprigt sind
(Chrobak & Buzséki, 1998). Unsere in vitro Untersuchungen haben gezeigt, daf} die Zellen
der tiefen Schichten bei einem Membranpotential von -50 mV in der Lage sind,
spannungsabhingige unterschwellige Theta-Oszillationen zu generieren (Schmitz et al.,
1998c). Dabei muB beriicksichtigt werden, dafl die Frequenz bei geringfiigig positiverem
Potential (-44 mV) schon 20 Hz betrug und die Oszillationen von Clustern nicht-
adaptierender Aktionspotententiale mit hoherer Frequenz unterbrochen wurden. Wir
folgern daraus, dal die Zellen der tiefen Schichten in die Generierung rhythmischer
synaptischer Potentiale im Thetafrequenzbereich der oberfldchlichen Schichten involviert
sind. Unklar ist weiterhin, ob diese Zellen auch fiir Gamma-Oszillationen wichtig sind.
Alternativ sollte man die Moglichkeit bedenken, daBl es eine Untergruppe anderer
Prinzipalneurone im EC gibt, die fiir die Gamma-Oszillationen verantwortlich sind. In
neueren Untersuchungen wurden im visuellen Kortex Pyramidenzellen gefunden, die bei
tiberschwelliger Depolarisation Gamma-Oszillationen generieren (Gray & McCormick,

1996).

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB das cholinerge System fiir die
Synchronisierung im Theta und Gamma-Frequenz-Bereich innerhalb des EC eine wichtige
Rolle spielt. Gamma-Oszillationen stellen eine kohdrente Entladung mehrerer Neurone
dar, die im Cortex und Hippocampus in vivo und in vitro abgeleitet werden konnen und
vermutlich die gleichzeitige Aktivierung von Engrammen verschiedener Eigenschaften
eines Objektes widerspiegeln (sog. ,,binding®“, siehe Singer & Gray, 1995). Dieses
Merkmal kann wichtig fiir den Abrufsprozess von vorher gespeicherten Informationen
sein. Erkennen eines im Gedichtnis gespeicherten Objekts aus der Summe seiner
Eigenschaften (wie z.B. Form, Farbe und soweiter) wére dann durch den Funktionszustand
kohirent oszillierender Ensembles von Neuronen definiert, die jeweils auf die einzelnen

Modalititen reagieren. Es ist denkbar, da3 die Interaktion zwischen den durch cholinerge
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Eingénge aktivierten tiefen und oberfldchlichen Schichten des EC eine wesentliche Rolle

bei Abrufsprozessen spielt.

Eine wichtige Funktion bei Lern- und Gedichtnisbildung wird auch dem serotoninergen
System zugesprochen (Richter-Levin et al., 1993; Richter-Levin et al., 1994). Unsere
Arbeit hat gezeigt, dal im Gegensatz zum cholinergen System Serotonin die synaptische
Erregung der Projektionszellen in den oberflichlichen Schichten des EC unterdriickt
(Schmitz et al., 1998d). Eine entgegengesetze Wirkung zeigt 5-HT im Hippocampus, wo
es die synaptische Hemmung in den Projektionszellen unterdriickt (Segal, 1990;
Oleskevich & Lacaille, 1992; Ghadimi et al., 1994; Schmitz et al., 1995b) und dadurch die
Erregbarkeit der Projektionszellen erhoht. Der stark hemmende Effekt von 5-HT auf
Schicht III Zellen des EC (Schmitz et al., 1995c; Schmitz et al., 1998d), welche
tiberwiegend hemmende Zellen in der CAl-Region aktivieren (Empson & Heinemann,
1995a;b; Soltesz, 1995) kann somit zu eine Zunahme der Erregbarkeit in dieser Region
fiihren. Diese Wirkung von Serotonin kann fiir den Informationstransfer von zuvor im

Hippocampus bearbeiteter Information zum Cortex von Bedeutung sein.

Interaktion zwischen EC und Hippocampus bei Temporallappenepilepsie

Die Prinzipalneurone des EC, des Hippocampus und des Subiculums sind nicht nur in
Lern- und Gedichtnisprozesse, sondern auch in verschiedene neurologische Erkrankungen
involviert. Es sind Lésionen im EC bei Temporallappenepilepsien beschrieben worden,
wobei vor allem die Schicht III des EC betroffen ist (Du ef al., 1993). Der EC zeigt sowohl
beim Patienten mit Temporallappenepilepsie als auch im Temporallappenepilepsie-Modell
des Tieres eine erhohte Anfallbereitschaft (Dasheiff & McNamara, 1982; Collins et al.,
1983; Rutecki et al, 1989; Spencer & Spencer, 1994). Schliellich unterstreichen
elektrophysiologische in vitro Untersuchungen die Beteiligung des EC an der Generierung
und Ausbreitung von epileptiformen Anfallsereignissen im EC-Hippocampuskomplex
(Jones & Heinemann, 1988; Jones & Lambert, 1990a; Dreier & Heinemann, 1991; Paré et
al., 1992). In vitro Untersuchungen der epileptiformen Entladungen zeigen, dafl dieses
Aktivitidt meistens in den tiefen Schichten des EC beginnt (Walther et al., 1986; Jones &
Heinemann, 1988; Jones et al, 1992) und synchronisierte Entladungen in den

oberflachlichen Schichten induziert (Jones & Lambert, 1990a;b). Untersuchungen zum
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Ausbreitungverhalten epileptiformer Aktivitidt im kombinierten hippocampal-entorhinalen
Hirnschnittpriparat (Niedrig-Mg”"-Epilepsiemodell) zeigen, daB keine Ausbreitung
entorhinaler epileptiformer Entladungen vom EC zum Hippocampus stattfindet (Walther et
al., 1986; Dreier & Heinemann, 1991). Unsere Ergebnisse legen den Schlufl nahe, da3 die
Projektionszellen der Schicht IIT durch hochfrequente synaptische Aktivierung der tiefen
Schichten langanhaltend gehemmt werden (Gloveli et al, 1997b;c). Obwohl die
epileptische Aktivitét der tiefen Schichten auch Schicht II Stellate-Zellen aktiviert, erreicht
diese Aktivitdt im adulten Tier in der Regel nicht den Hippocampus, da der AD eine
Filterfunktion zugesprochen wird, welche die Ausbreitung epileptischer Aktivitdt vom EC
zum Hippocampus unterbindet (Heinemann et al., 1992; Lothman et al., 1992). Wie unsere
Experimente zeigen, scheint diese Filterfunktion der AD jedoch modulierbar zu sein.
Untersuchungen der Ausbreitung von im EC generierter epileptiformer Aktivitit am
tierexperimentellen Epilepsiemodell (Amygdala-Kindling) zeigen (Behr et al., 1996), dal3
die epileptiforme Aktivitdit aus dem EC auch den Hippocampus rekrutieren kann.
Demzufolge scheint die Filterfunktion der AD nach Kindlingepilepsie aufgehoben zu sein.
Unsere Untersuchungen am Niedrig-Mg*"-Epilepsiemodell zeigen zudem, daB auch in der
juvenilen Ratte, im Gegensatz zum adulten Tier, im Hippocampus es zu einer Beteilung
langanhaltender elektrographischer Anfallsereignisse kommt (Gloveli et al., 1995). Diese
Experimente deuten darauf hin, daB3 auch im juvenilen Tiere die Filterfunktion der AD
aufgehoben ist (Gloveli et al., 1995). Es stellt sich die Frage, welche Konsequenzen die
Fortleitung epileptiformer Entladungen aus dem EC in den Hippocampus hat. Es ist zu
vermuten, dafl bei Abwesenheit der Filterfunktion der AD die Moglichkeit zirkulierender
epileptiformer Aktivitit vom EC iiber die trisynaptische Schaltkreis zur CA1-Region und
zum Subiculum besteht. Welche Bedeutung der bei der Temporallappenepilepsie
vorliegende Untergang der Schicht III-Zellen des EC (Du et al., 1993) fiir die Ausbreitung

epileptiformer Entladungen vom EC zum Hippocampus besitzt ist bislang unklar.

Die hier zusammengefaliten experimentellen in vitro Studien zeigen, dall der EC nicht nur
eine corticale Schaltstation ist und der passiven Weiterleitung von sensorischen
Informationen zum und vom Hippocampus dient, sondern durch aktive Signalverarbeitung
in verschiedenen Schichten auch eine wesentliche Informationsverarbeitung leistet. Zum

weiteren  Verstdndnis  der  spezifischen  Rolle dieser  Struktur in  der
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Informationsverarbeitung sowie Informationsiibertragung vom EC zum Hippocampus sind
zukiinftig vor allem die Interaktion zwischen den Zellen der tiefen und oberflédchlichen

Schichten des EC von besonderem Interesse.
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