Die Dynamik einiger Neurotransmitter
beim raumlichen Lernen und nach elektrischer Stimulation
im Hippocampus und Cortex praefrontalis der Ratte

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.)

genehmigt durch die Fakultat fir Naturwissenschaften
der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg

von Diplom-Biologe Frank Neugebauer
geb. am 22-Juni-1970 in Werdau
Gutachter: Prof. Dr. Inga D. Neumann

Privatdozent Dr. Volker Korz

eingereicht am: 20-Mai-2010

verteidigt am: 14-Dezember-2010



Inhaltsverzeichnis
verwendete ADKUIrZUNGEN. ... e 4
AN (Y=Y o1 0 0 1=T 01 =11 U1 L 5
N = {1 =T B o Ve 7
2.1 Gedachtnis UNd Lernen. ...t e r e s e e e e nnannees 8
2.2 Strukturen des LerNeNS. . ..iiiiei it v e s e e annneees 13
220G T o [0 0o Tor= o ] o ] U = 14
2.4 Cortex praefrontalis....cccviiiiii i i e 17
P SV o T= 0 11T o T U T I 19
2.6 NeUrotranN ST e . . i e aeaees 24
72 < T8 R 5 T oY= | 25
B2 S 02 \\ [0 =T 1 = 1= L o 28
A < TG T Y <1 o o o 29
2.7 Tierisches Verhaltensmodell.........ccooiiiiiiii e 31
2.8 Ziele der vorliegenden Arbeit......ccoiiiiiiiiiii i i 34
3 Tiere, Material und Methoden......coi i e 36
0 A [T R 36
3.2 Material. oo e 36
3.2.1 MikrodialySe-SetUp....cviiiiiiiiii i i e e 36
3.2.2 schwache und starke Tetanisierung.........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiee 37
3.2.3 HPLC- SO UP. ittt e 37
3.2.4 HOIEbO0Ard. ..ot e 38
3.3 MethOden. ... e 39
3.3.1 MIKrodialySe. o e e 39
3.3.2 Praparalion.....oiiiii i s 41
3.3.3 Ablauf der Tetanusexperimente......c.oviiiiiiiiiiiiiiie e 44
3.3.4 Ablauf der Verhaltensexperimente.........coovviiiiiiiiiiiiii i 45
3.3.5 Analysen und AUSWEITUNG....cuiiiiiiiii i e e s e e sanees 48
2 o 1< o] T 7= = T 50
4.1 Chromatogramme der HPLC......coiiiiiii i ennnneane s 50
4.2 Neurotransmitter im HippOCampPUS.....c..viviiiiiiiiiir i riiiessraaaaaeees 51
L2200 R Lo o = o 211 o PP 51
4.2.2 NOradrenalin. ..o e 54
L2 T Y =1 o ] o] 11 o 56
4.3 Neurotransmitter im PFC.......oiiiiiiii i s 57
L2 G T A I T 0 = 1 o 211 o 1 57
4.3.2 NOradrenalin. . .oueiiii i e 58
L G TG T Y =1 o ] o | o 60
4.4 Antagonisten der Neurotransmitter........cooviiiiiiiii i e 61
2 R @ o 7 1C 1T 0 P 61
4.4.2 Propranolol. ... e 64
4.4.3 Natriumchlorid als Kontrolle........cceviiiiiiiii i e 66
4.5 VerhaltenseXperimente. . ...ouiiiii i e 67
2 R I | /= o 4 68
4.5.2 Suchgeschwindigkeit.......ccoviiiiiiii e 71

4.5.3 WegStreCKe. ..o e 73



S T o T T < o U o ' 75
4.5.5 Besuchte LOCher. ... e 77
4.5.6 Referenzgedachtnis........cooviiiiiiiiiiii i s 79
4.5.7 Arbeitsgedachtnis.......oovviiiiii 82
Y o ] =] 1= [0 = o 1 86
T I T =] W 177 Lo o 94
5.1 Hippocampus & Cortex praefrontalis.........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiii e 94
5.2 LTP und MiKrodialySe. ...uviiiiiiiiiiiet i i e e e e e s s s e annnnnnnes 96
5.3 Noradrenalin und LerNen......ciiiiiii i nannannnes 101
5.4 Dopamin UNd LerNen.. ..ot e s e saneeaneees 107
5.5 Serotonin Und LernNen.....coiiiiii i i ri s aee e 114
5.6 Verhaltenscharakteristika........coooieiiiiiiiiii 115
5.6.1 Latenz und Suchgeschwindigkeit.........ccoviiiiiiiiiiiii i 115
5.6.2 Referenzgedachtnis......cciiiiiiiiiii i e 118
5.6.3 Arbeitsgedachtnis.......ccoiiiiiiiiiiii 119
5.6.4 KoOrrelationen.....oviiiiiiiiii i i e 122

6 LiteraturverzeiChnis. . ... e 124
=] 0 7= 1= = 1) 143

Selbststandigkeitserklarung......ccvviiiii i 144



verwendete Abklrzungen 4

verwendete Abkiurzungen

(m)PFC - Cortex praefrontalis (medialis)

5-HT - Serotonin

AMPA - alpha-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Pro-
pionsaure

CA1l - Cornu ammonis

DA - Dopamin

EPSP - exzitatorisches postsynaptisches Potential

Handling - umschreibt den direkten Umgang mit den Tieren

HC - Hippocampus

LTP - long term potentiation (Langzeitpotenzierung)

NA - Noradrenalin

NMDA - N-Methyl-D-Aspartat

pseudotrainierte Tiere - ein zufalliges Muster im Holeboard suchende Tiere

SCH 23390 - SCH = Schering; DA-Rezeptor-Antagonist

trainierte Tiere - ein konstantes Muster suchende Tiere
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1 Zusammenfassung

Das zur Zeit beste zellulare Modell der Gedachtnisformierung ist die intensiv
untersuchte Langzeitpotenzierung (LTP). Erstaunlich wenige Daten liegen dazu
vor, ob es nach tetanischer, LTP-induzierender, elektrischer Stimulation Ander-
ungen in den Konzentrationen lernrelevanter Neurotransmitter gibt und ob Un-
terschiede und Ahnlichkeiten zu nichtartifizieller Ged&chtnisformierung exis-
tieren. Ausgehend von bekannten Resultaten der elektrophysiologischen
Stimulation des Hippocampus (HC) wurde die Mikrodialyse angewandt, um
Aussagen uber die aktuellen extrazelluldren Konzentrationen verschiedener
Neurotransmitter im HC zu treffen. Darauf aufbauend wurden Experimente
zum raumlichen Lernen in einem Holeboard mit kontinuierlich laufender Mikro-
dialyse aus dem HC bzw. aus dem Cortex praefrontalis (PFC) durchgefthrt.

37 Ratten erhielten elektrische Stimulationen des HC Uber den Tractus per-
forans. Gleichzeitig wurde im HC eine Mikrodialyse durchgefihrt. 13 Tiere er-
hielten eine schwache tetanische Stimulation, 12 eine starke und weitere 12
lediglich Kontrollstimuli. Die hippocampale Konzentration des Dopamins (DA)
erhohte sich infolge des Tetanus. Die Dauer der Veranderung war abhangig von
der Starke des Tetanus. Die hippocampale Konzentration des Noradrenalins
(NA) anderte sich ebenfalls in Abhangigkeit der Starke der tetanischen Stimu-
lation. Ein schwacher Tetanus verursachte eine zeitweilige Verringerung, ein
starker Tetanus eine langer andauernde Erhéhung der NA-Konzentration. Die
hippocampale Konzentration von Serotonin (5-HT) war in erster Linie aktivi-
tatsabhangig. Ein schwacher Tetanus erhdhte diese Konzentration zeitweilig.
Im Gegensatz zu allen bisher erlduterten Konzentrationsanderungen erhdéhte
ein starker Tetanus die 5-HT-Konzentration nicht unmittelbar sondern mit etwa
15-30 min Verzdgerung. Diese Erhéhung hielt fir etwa 30 min an.

24 weiteren Ratten wurden Mikrodialysesonden in den HC implantiert. 8 dieser
Tiere wurden im Holeboard wahrend 10 Trials auf ein konstantes Muster von 5
Pellets in 36 Lochern trainiert, 8 weitere auf eine zufallige, in jedem Trial ver-
anderte Verteilung. 8 Tiere dienten als Kontrolle und verbrachten die Versuchs-
zeit vor dem Holeboard. Die Konzentration des hippocampalen DA unterschied
sich in beiden Testgruppen deutlich voneinander wie auch von der Kontroll-
gruppe. Die auf ein konstantes Muster trainierte Gruppe wies wahrend der
Tests eine hohere DA-Konzentration als die pseudotrainierte auf. Letztere hatte
eine hdohere DA-Konzentration als die Kontrollgruppe. Die hippocampale NA-
Konzentration der pseudotrainierten Gruppe unterschied sich nur gering von
derjenigen der Kontrollgruppe. Die NA-Konzentration der auf ein konstantes
Muster trainierten Tiere erhdhte sich wahrend des Experimentes deutlich. Die
Konzentration des hippocampalen 5-HT veranderte sich in erster Linie aktivi-
tatsabhangig und wies nur geringe Unterschiede zwischen beiden Testgruppen
auf. Die wahrend der Holeboardversuche aufgezeichneten verhaltensbiolo-
gischen Parameter, zeigten erhebliche Unterschiede zwischen den Testgruppen.

41 weiteren Tieren wurden Mikrodialysesonden in den PFC implantiert. 20 Tiere
wurden unter den gleichen Bedingungen wie die HC-Tiere auf ein konstantes
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Muster trainiert, 13 Tiere auf ein zufalliges, in jedem Trial verandertes. 8 Rat-
ten wurden der Kontrollgruppe zugeordnet und verblieben wahrend der kom-
pletten Versuchszeit vor dem Holeboard. Die Konzentration des prafrontalen
DA erhohte sich bei der auf ein konstantes Muster trainierten Gruppe mit dem
Fortschreiten des Experimentes, d.h., mit der kognitiven Leistung des Erken-
nens, Lernens, Wiederholens und Abrufens des Verteilungsmusters der Futter-
pellets. Bei der pseudotrainierten Gruppe wies das prafrontale DA deutlichere
Schwankungen auf. Die Konzentration des prafrontalen NA sank zu Beginn des
Experimentes in beiden Testgruppen gegenlber der Kontrollgruppe deutlich ab.
Die Konzentration der pseudotrainierten Gruppe blieb meist unter der der Kon-
trollgruppe. Dagegen erhdhte sich die NA-Konzentration der auf ein konstantes
Muster trainierten Gruppe gegen Ende des Experimentes deutlich. Die pra-
frontale 5-HT-Konzentration wies zwischen den beiden suchenden Gruppen nur
geringe Unterschiede auf. Die aufgezeichneten, im Holeboard gezeigten Verhal-
tensparameter unterschieden sich zwischen den beiden Testgruppen deutlich.

8 weiteren Tieren wurde eine Mikrodialysesonde in den PFC implantiert. 4
dieser Ratten wurden auf ein konstantes und 4 auf ein zufadlliges Muster
trainiert. Durch eine membranlose Sonde wurde diesen Tieren vor dem 6. und
10. Trial SCH 23390 injiziert. Wahrend die prafrontalen DA-Konzentrationen
deutlich absanken, erhdhten sich die NA-Konzentrationen in beiden Gruppen
wahrend des Experimentes. Auch die 5-HT-Konzentrationen wiesen
Erhéhungen auf. Die Applikation von SCH 23390 direkt in den PFC verursachte
im Vergleich mit den unbehandelten Tieren Abweichungen in den Verhaltens-
parametern.

8 weitere Tiere wurden ebenso behandelt und trainiert wie die eben beschrie-
benen. Ihnen wurde jedoch Propranolol in den PFC injiziert. Daraufhin
verringerten sich die NA-Konzentrationen in beiden Gruppen deutlich. Die DA-
Konzentrationen sanken dagegen geringfligig ab. Die 5-HT-Konzentrationen
blieben relativ unbeeinflusst. Sehr groBen Einfluss nahmen diese Propranolol-
Applikationen jedoch auf die Verhaltensparameter. Die Funktionsfahigkeit des
Kurzzeitgedachtnisses (Arbeitsgedachtnis) war zeitweilig stark eingeschrankt.

Die Resultate der vorgelegten Untersuchung zeigen Unterschiede und
Gemeinsamkeiten zwischen dem Modell der Gedachtnisbildung, der LTP, und
der tatsachlichen Gedachtnisformierung beim raumlichen Lernen auf der Ebene
der Neurotransmitter. Die Ergebnisse zeigen u.a., dass die heterosynaptische
Aktivierung nach der Induktion von LTP komplizierter ist als bisher
angenommen, aber auch dass der PFC und der HC bei der L6ésung raumlicher
Gedachtnisaufgaben intensiv miteinander kommunizieren und dass dabei DA,
NA und 5-HT eine wichtige Rolle spielen. Es werden erste vergleichende
Einblicke in die komplexe Dynamik dieser Neurotransmitter wahrend der
Formierung eines raumlichen Gedachtnisses und nach elektrischer Induktion
einer hippocampalen LTP als zelluldrem Gedachtnismodell ermdglicht. Es zeigt
sich, dass hippocampale LTP-Induktion und raumliches Lernen parallele, aber
auch divergierende Konzentrationsanderungen ausldsen. Die vorliegende Arbeit
bildet die Grundlage flr weiterfiihrende Studien, die die Fragen, die sich aus
der vorliegenden Untersuchung ergeben, beantworten kdnnen.
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2 Einleitung

Das menschliche Gehirn wird gern als das komplexeste System im Universum
bezeichnet, das der Menschheit bekannt ist. Ca. 100 000 000 000 Neuronen im
menschlichen  Gehirn  kommunizieren  miteinander (ber geschatzte
100 000 000 000 000 Synapsen (Dawkins, 2007). Dieses immense Netzwerk
bestimmt die Wahrnehmung des Individuums von der auBeren Welt. Aber auch
alle individuellen Erlebnisse werden durch neuronale Bedingungen im Gehirn
reprasentiert. Dazu gehdren Erfahrungen ebenso wie erlernte Fahigkeiten. Die
universalen Merkmale des Lebens, das Lernen und das Gedachtnis, sind dabei
essentiell und von besonderer Bedeutung.

Flr das Schreiben eines bestimmten Wortes durch einen Menschen oder das
erlernte Finden eines Futterstlickes durch eine Ratte in einem ihr bekannten
Labyrinth, existiert im jeweiligen Gehirn ein spezifisches und individuelles
Netzwerk synaptischer Verbindungen zwischen Nervenzellen. Beabsichtigt ein
Mensch ein bestimmtes Wort zu schreiben oder wird die Ratte an den Eingang
des Labyrinths gesetzt, so werden diese Netzwerke aktiviert und entsenden ein
charakteristisches Muster von Aktionspotentialen. Durch nachgeordnete Ver-
schaltungen ergeben sich daraus stark differenzierte, zeitlich und in ihrer
Auspragung kontrollierte und aufeinander abgestimmte Kontraktionen
verschiedener Muskelgruppen: der Mensch schreibt das Wort, die Ratte lauft
los und findet das Futter. Um andere Worter schreiben zu lernen oder das Fut-
ter an anderen Stellen des Labyrinths finden zu kénnen, werden durch Akti-
vierung und Ubung stidndig neue Verschaltungen angelegt und nicht mehr be-
noétigte und ineffektivere Verbindungen aufgehoben. Als strukturelle Grundlage
(strukturelle Plastizitat) wird die dynamische Reorganisation der Verteilung und
Dichte der Rezeptoren auf den Synapsen und die Veranderungen des
Cytoskeletts der Neuronen betrachtet. Auf der Ebene der Nervenzellen ist
Lernen also nichts anderes als die von ihrer Aktivierung und Aktivitat
abhangige Anderung von Funktionsabldufen und Verschaltungsmustern (Kandel
et al., 1995; Dudel et al., 2005; Bear et al., 2008; van Praag, 2009).

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung ist einen Beitrag zum besseren
Verstandnis der komplexen Vorgange des Lernens und des Gedachtnisses im
Gehirn von Saugetieren zu leisten.

Um der Komplexitat des Themas gerecht zu werden und die Untersuchungsan-
satze und Resultate der vorliegenden Arbeit in dieses einordnen zu kénnen,
wurde die Einleitung in mehrere Kapitel unterteilt. In Kapitel 2.1 wird Lernen
und Gedachtnis naher definiert und das Wechselspiel zwischen beiden skizziert.
Die Kapitel 2.2 bis 2.4 geben Einblicke auf die — auch aus Sicht dieser Unter-
suchung - wichtigen neuronalen Strukturen des Lernens. Im Kapitel 2.5 wird
auf die Funktionsweise der Informationsiibertragung an den Synapsen und ihre
Bedeutung flr die vorliegende Untersuchung eingegangen. Kapitel 2.6 beschaf-
tigt sich mit den hier naher untersuchten Neurotransmittern. AbschlieBend wird
in Kapitel 2.7 das zugrunde liegende Verhaltensmodell konkretisiert.
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2.1 Gedachtnis und Lernen

Betrachten wir zunachst die neuronalen Grundlagen flr die Auspragung eines
Gedachtnisses und des Lernens naher.

Die zellulare Basis fiir das Lernen und das Gedachtnis im Hippocampus
postulierte im Jahre 1949 Donald O. Hebb: ,When an axon of cell A is near
enough to excite cell B and repeatedly or persistently takes part in firing it,
some growth process or metabolic change takes place in one or both cells such
that A's efficency, as one of the cells firing B, is increased." (,Wenn ein Axon
der Zelle A nah genug ist, um Zelle B zu erregen und wiederholt und dauerhaft
zur Erzeugung von Aktionspotentialen in Zelle B beitrdgt, so resultiert das in
Wachstumsprozessen oder metabolischen Verdnderungen in einer oder in
beiden Zellen, die wiederum bewirken, dass die Effizienz von Zelle A bezliglich
der Erzeugung von Aktionspotentialen in Zelle B gréBer wird."). Je haufiger ein
Neuron gleichzeitig mit einem anderen aktiv ist, desto bevorzugter werden
diese beiden Neuronen aufeinander reagieren. Oder als englische Paraphrase:
~What fires together, wires together." Hebb wies dies anhand Veranderungen
der synaptischen Ubertragung zwischen Neuronen nach. Er gilt damit als
Entdecker der synaptischen Plastizitat, des neurophysiologischen Grundlagen-
mechanismus des Lernens und des Gedachtnisses. Vorgange, die zur
Verstarkung oder Schwachung bestehender synaptischer Verbindungen fihren,
werden als synaptische Plastizitat (s. Kapitel 2.5) bezeichnet (Brown, 2006).

Nur ein Teil der wahrend der Ontogenese der Sdugetiere angelegten neurona-
len Verschaltungen existieren auch noch in den adulten Tieren. Da ungefahr
ein Drittel aller urspringlichen Neuronen absterben, werden auch zahlreiche
neuronale Verschaltungen zerstort (Rosenzweig und Barnes, 2003). Diese Art
der Redundanz ist sehr sinnvoll, da die einzelnen Neuronen eines bestimmten
Gebietes mit ihren benachbarten Zellen um die beste neuronale Verschaltung
konkurrieren. Zum einen Uberleben nur die Nervenzellen, die die Verbindungen
zu den richtigen Zielgebieten aufgebaut haben. Falsch geleitete Neuronen
sterben durch die dann fehlenden, speziellen Neurotrophine ab (Calamandrei
und Alleva, 1995; Segal, 2001; Lu et al., 2005). Zum anderen Uberleben von
den richtig verbundenen Nervenzellen nur diejenigen, die die stabilsten
synaptischen Verbindungen besitzen. So entsteht in der Regel eines der
bestméglichen, an die individuellen Erfordernisse angepasste neuronale
Netzwerk. Zu bedenken ist weiterhin, dass diese Konstruktion nie vollendet
sein kann, da sie sich durch das Lernen und neue Umweltinformationen weiter
verandert.

Die Stabilitat dieser Verbindungen und damit die Verwirklichung des Lernens
auf neuronaler Ebene, also die aktivitatsabhdngigen Veranderungen der
Verschaltungen und Funktionsablaufe, kann durch verschiedene Mechanismen
beeinflusst werden. Dazu zahlen wu.a.: Die Langzeitpotenzierung, die
posttetanische Potenzierung, die synaptische Depression und die
prasynaptische Verstarkung (Bliss und Gardner-Medwin, 1973; Bliss und Lgmo,
1973; Frey et al., 1988; Matthies et al., 1990; Hdélscher, 1997; Paulsen und
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Sejnowski, 2000; Alle et al.,, 2001; Braunewell und Manahan-Vaughan, 2001;
Shapiro, 2001).

Auf die Langzeit-Potenzierung wird noch im Zusammenhang mit den flr das
Gedachtnis bedeutsamen Vorgangen an der Synapse genauer eingegangen
(Kapitel 2.5). Eine erhoéhte Feuerrate fuhrt auf der prasynaptischen Seite zu
einer verstarkten Freisetzung der den synaptischen Spalt Uberwindenden
Neurotransmitter. Das stdrt die biochemischen Gleichgewichten auf der post-
synaptischen Seite (Dudel et al., 2005; Bear et al., 2008). Die biochemischen
Prozesse kdnnen durch die Neurotransmitter (Kapitel 2.6) in einer Weise
beeinflusst werden, die zu Veranderungen in der Regulation der Dichte
postsynaptischer Rezeptoren fiihren. Dies wiederum kann zu einer Anderung
der Wahrscheinlichkeit einer erneuten Erregung dieser Postsynapse flhren.

Es ist offensichtlich, dass fur ein erfolgreiches Lernen ein funktionierendes
Gedachtnis unabdingbar ist. Doch welche Kriterien spielen dabei eine Rolle?
Das Gedachtnis, das menschliche wie auch das tierische, lasst sich nach
verschiedenen Kriterien einteilen. So kann man es z.B. nach zeitabhangigen
Prozessen (Wahrnehmung, Aufnahme, Kurz- und Langzeitgedachtnis,...), nach
inhaltlichen Aspekten (auditiv, sprachlich, visuell, taktil,...), nach der Art der
gespeicherten Information (prozedural, deklarativ, semantisch, episodisch,...),
aber auch nach den beteiligten Hirnstrukturen unterteilen. Wobei der letzteren
Unterteilung hauptsachlich pathologische Ausfallerscheinungen zugrunde
liegen. Pathologische Veranderungen des Gehirns bzw. operative Eingriffe in
konkreten Hirnarealen brachten haufig auch neue Erkenntnisse Uber die
Funktionsweise des Geddachtnisses.

So wurden 1953 durch William Scoville einem unter schwerer Epilepsie
leidenden, 27-jahrigen Patienten 2/3 beider Hippocampi, der groBte Teil der
Amygdala und Anteile der angrenzenden Rindenfelder entfernt. Postoperativ
stellte sich heraus, dass dieser Patient, von dem zundachst nur die Initialen
H.M. bekannt wurden, zwar weitgehend anfallsfrei und noch Zugang zu seinen
praoperativ abgespeicherten Gedachtnisinhalten hatte, jedoch unfahig war, sich
an irgendetwas Neues, dass er nach der Operation erlebte, zu erinnern.
Sprach- und Wahrnehmungsfunktionen, praoperatives Wissen und Fertigkeiten,
sowie das prozedurale und das Arbeitsgedachtnis wurden durch die Operation
nicht beeintrachtigt (Scoville und Milner, 1957).

Die postoperative Symptomatik H.M.'s bewies, dass der Hippocampus fur die
Gedachtnisbildung neuer Erfahrungen notwendig ist. Sie bestatigte auch die
Konsolidierungshypothese, wonach der Hippocampus wahrend eines begrenz-
ten Zeitraums nach der primaren Kodierung entscheidend flir die Heraus-
bildung des Gedachtnisses ist. Da H.M. neben der manifesten anterograden
Amnesie nur eine begrenzte retrograde Amnesie zeigte, lieB das den Beweis
zu, dass die Speicherorte flr Langzeiterinnerungen in Netzwerken auBerhalb
des Hippocampus liegen.

Die Entdeckung dieser deklarativen Gedachtnisstérung hat noch einmal die
Theorie einer einzigen Geddachtnisstruktur im Gehirn unterstitzt. Das ist die
Gefahr bei diesem sogenannten top-down Forschungsansatzes, dass aus
Einzelfallberichten vorschnelle Verallgemeinerungen von Erkenntnissen gezo-
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gen werden. Bei top-down Ansatzen werden in der Regel mehr oder weniger
systematische Beobachtungen als z.T. einzelne Fallberichte dokumentiert, aus
denen dann versucht wird, Rickschlisse auf zugrunde liegende Gesetzmafig-
keiten zu ziehen. Wie sich in der Folgezeit nach Untersuchungen an weiteren
Patienten und an Tieren jedoch herausstellte, fanden sich Orte des deklarativen
Gedachtnisses an weit verstreuten Strukturen des limbischen Systems und des
Inferotemporalcortex. Diese Areale sind Durchgangsstationen flir die Langzeit-
speicherung, die vermutlich in verschiedenen Hirnstrukturen stattfindet.
Beispielsweise geschieht die Abspeicherung motorischer Fahigkeiten wieder in
anderen Strukturen. Die verschiedenen Prozesse des Gedachtnisses verteilen
sich auf weite Bereiche des Gehirns. AuBerdem wird immer deutlicher, dass
diese Prozesse mit den spezifischen Funktionen einzelner Gehirnstrukturen
assoziiert sind. So ist der Inferotemporalcortex nicht nur an der Speicherung
des deklarativen Gedachtnisses beteiligt, sondern auch am Erkennen kom-
plexer Seheindricke. Wahrend der Hippocampus neben der Funktion als Ein-
gangstor flr das Langzeitgedachtnis auch bei der raumlichen Orientierung eine
wichtige Rolle spielt. Dies zeigte sich auch bei der Beobachtung und Unter-
suchung des Patienten H.M. (Scoville und Milner, 1957). Diese Resultate sind
auch fur die vorliegende Arbeit bedeutsam (s. Kapitel 2.8). Die Identitat dieses
wohl bekanntesten Patienten der Neurobiologie wurde erst nach seinem Tod
bekannt gegeben: Henry Gustav Molaison lebte von 1926 bis 2008. Das
erreichte hohe Alter gibt auch einen Hinweis darauf, dass die entfernten
Hirnareale nicht unbedingt in die basalen Funktionen des Uberlebens des
Individuums involviert sind, besonders wenn es eine Gemeinschaft gibt, die ihn
vor gréBeren Irrtimern und Fehlern schitzt.

Gegenwartig ist ein Modell des Gedachtnisses besonders modern, das 4 Ge-
dachtnissysteme voneinander unterscheidet (Burgess, 2008; Ciaramelli et al.,
2008; Postma et al., 2008). Das episodische Geddachtnis dient danach dem
Speichern von autobiografischen Ereignissen sowie der Speicherung bestimm-
ter Fakten nach Ort und Zeit. Ein zweites, deklaratives System wird als eine Art
Wissenssystem beschrieben, in diesem sollen erlerntes Wissen, Kenntnisse
uber die Welt (im Sinn von Umwelt) und generelle Zusammenhange abgespei-
chert werden. Ein weiteres System wird als prozedurales Gedachtnis bezei-
chnet, in diesem werden motorische und mechanische Fertigkeiten und Hand-
lungsablaufe gespeichert. Das 4. System wird als Priming bezeichnet. Hier
werden ahnlich erlebte Situationen oder friher wahrgenommene Reizmuster
abgespeichert. Diese Gedachtnissysteme werden als nicht voneinander ge-
trennt funktionierend betrachtet. Sie wirken zusammen, beeinflussen und er-
ganzen einander.

In diesem Sinne zeigt auch der in der vorliegenden Arbeit verwendete Ver-
suchsansatz des Lernens und Erinnerns von raumlichen Verteilungsmustern
durch Ratten Aspekte aller 4 dieser Gedachtnissysteme (s. Kapitel 2.7).

Die kognitionspsychologische zeitliche Einteilung kennt ebenfalls 4 verschie-
dene Gedachtniszeitrdume: Das Ultrakurzzeitgedachtnis, das Kurzzeitgedacht-
nis, das Arbeitsgedachtnis und das Langzeitgedachtnis (Anderson, 2007).
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Das Ultrakurzzeitgedachtnis, das im Zeitrahmen von wenigen Millisekunden
arbeitet, speichert Wahrnehmungen und kurze Sinneseindriicke. Es spielt flr
den Versuchsansatz keine wichtige Rolle.

Das Kurzzeitgedachtnis umfasst einen variablen Zeitraum zwischen Ultrakurz-
und Langzeitgedachtnis. Das Kurzzeitgedachtnis verfligt Uber eine begrenzte
Kapazitat von 7 £ 2 Informationseinheiten (Miller, 1956). Dies hatte bereits der
Psychologe Hermann Ebbinghaus in den 80er Jahren des 19. Jahrhunderts
festgestellt. Er versuchte, sich so viele wie mdglich sinnfreie, dreibuchstabige
Silben zu merken, die er danach wiederzugeben versuchte (Ebbinghaus, 1885).
Im Gegensatz zu dem weiter oben (Seite 9) beschriebenen top-down Ansatz,
wandte Ebbinghaus den bottom-up Forschungsansatz an. Hierbei wird, wie
auch in der vorliegenden Untersuchung, das unter standardisierten Bedingun-
gen durchgefuhrte Experiment zur Untersuchungsmethode erklart. Auf diese
Weise soll die Replizierbarkeit der gewonnenen Ergebnisse gewahrleistet
werden. Die Ubertragbarkeit der so gewonnenen Erkenntnisse auf top-down-
Ergebnisse und auf Versuche, die unter anderen, ebenfalls standardisierten Be-
dingungen durchgefiihrt wurden, sind Kritikpunkte dieser Methode. Aber auch
die Kinstlichkeit der standardisierten Versuchsbedingungen muss kritisch
betrachtet werden.

Einen moglichen Mechanismus der Funktion des Kurzzeitgedachtnisses zeigten
Sidiropoulou et al. (2009). Sie fanden Neuronen im Cortex praefrontalis von
Mausen, die Signale bis zu einer Minute weiterleiten kénnen, nachdem sie eine
kurze Serie von Signalen erhalten haben. Der metabotrope Glutamat-Rezeptor
5 (mGIuR5) wird durch die einkommenden Signale aktiviert und setzt dann ei-
ne Kaskade in Gang, die zu einer langer andauernden postsynaptischen Depo-
larisation fuhrt. An der entsprechenden Stelle im menschlichen Cortex prae-
frontalis werden Gedachtnisinhalte aus verschiedenen Hirnregionen mit neuen
Sinneseindricken verknupft und flr kurze Zeit zwischengespeichert, bevor sie
weitergeleitet werden. Diese relativ lang anhaltende Fortsetzung der Informa-
tionstibertragung nach einem kurzen Eingangssignal ist auch fur die verwende-
te Untersuchungsmethode der Mikrodialyse bedeutsam, bei der Uber einen
langeren Zeitraum die extrazelluldaren Stoffe, insbesondere Neurotransmitter,
gesammelt werden (s. Kapitel 3.3.1).

Das Langzeitgedachtnis hat im Gegensatz dazu eine nahezu unbegrenzte Kapa-
zitat. Flr die enorme Leistungsfahigkeit des Langzeitgedachtnisses gibt es
ebenfalls ein interessantes pathologisches Beispiel. Parker et al. (2006)
berichten von einer Patientin (AJ), deren Leben von ihrem unkontrollierbaren
und automatisch ablaufenden Gedachtnis bestimmt wird. AJ kann sich an jeden
Tag ihres bewussten Lebens so detailliert erinnern, dass sie nach Nennung
eines beliebigen Datums wiederholbar exakt sagen kann, was sie an diesem
Tag getan und erlebt hat.

Das Arbeitsgedachtnis ist in der vorliegenden Arbeit der zeitliche Bereich, in
dem sich die Lern- und Gedachtnisprozesse abspielen sollten. Aus diesem
Grunde lohnt sich eine genauere Betrachtung. Von verschiedenen, meist psy-
chologisch forschenden Autoren (Baddeley, 1996; Cowan, 1999; Engle et al.,
1999; Berti, 2002) wird das Arbeitsgedachtnis zwischen dem Kurzzeitgedacht-
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nis und dem Langzeitgedachtnis positioniert. Da die Verhaltensexperimente der
vorliegenden Arbeit iber mehrere Tage laufen, entspricht diese Positionierung
auch den hier gestellten Anforderungen an die Versuchstiere. Das Arbeitsge-
dachtnis ist verantwortlich fur die Verarbeitung eingegangener Informationen
sowie flr die Vorbereitung der langfristigen Speicherung von Informationen.
Dazu gehdren die Organisation der zu lernenden Informationen (Kategorisie-
ren), das Bilden von Assoziationen und die Manipulation der Informationen
(Anbindung an Zeit und Raum). Es werden mehrere Arbeitsgedachtnissysteme
unterschieden: das verbale und das raumliche Arbeitsgedachtnis, das visuelle
bzw. Objekt-Arbeitsgedachtnis und das episodische Arbeitsgedachtnis. In der
vorliegenden Arbeit bezieht sich der Begriff Arbeitsgedachtnis auf einen deut-
lich langeren Zeitraum - bis zu mehreren Tagen - als in der Psychologie. Er
wird auch ausschlieBlich kontextbezogen auf das raumliche Erinnerungsvermo-
gen angewandt.

Die klinische (zeitliche) Einteilung des Gedachtnisses beruht auf der Definition
eines mehr oder weniger willklrlich festgelegten Zeitpunktes. Alles, was vor
diesem Zeitpunkt gelernt wurde, ist dem Altgedachtnis zugehoérig, alles nach
diesem Zeitpunkt gehért zum Neugedachtnis. Meist ist der Zeitpunkt ein
traumatisches Ereignis (anterograde und retrograde Amnesien).

Die inhaltliche Einteilung beschreibt ein hierarchisch gegliedertes, vom
prozeduralen zum episodischen Gedachtnis Uber das Primingsystem und das
perzeptuelle Gedachtnis flihrendes System. Das prozedurale Gedachtnis be-
inhaltet auch hier Routinehandlungen, die fast schon unbewusst automatisch
ablaufen, aber auch motorische Tatigkeiten. Das episodische Gedachtnis be-
inhaltet individuelle Erlebnisse, Geddachtnisinhalte mit Zeit- und Raumbezug
und emotional bewertete Informationen. Das perzeptuelle Gedachtnis ist das
bewusste Erkennen von Objekten und Sinneseindricken aufgrund ihrer Wahr-
nehmungsmerkmale. Erkennen im Sinne von Verstehen und Einordnen ist
jedoch nicht zwingend notwendig. Das Primingsystem beinhaltet dagegen die
héhere Erkenntnisleistung von zuvor (unbewusst) Wahrgenommenen (Ander-
son, 2007; Rosenzweig et al., 2007; Gluck et al., 2008).

Teilt man das Gedachtnis nach den Prozessen ein, die es gestalten, findet man
die Enkodierung oder Einspeicherung, die Konsolidierung oder Festigung und
die Rekognition oder das Abrufen. Bei der Enkodierung des episodischen
Gedachtnisses sind folgende Hirnstrukturen beteiligt: das limbische System
inklusive des Hippocampus, der prafrontale Cortex und der Thalamus. An der
Konsolidierung des episodischen Gedachtnisses sind die limbischen Strukturen
und der Cortex mit seinen Assoziationsgebieten beteiligt. Die Rekognition fuh-
ren das limbische System und der temporale frontale Cortex durch. Enkodie-
rung, Konsolidierung und Rekognition des perzeptuellen Gedachtnisses und des
Primings wird durch den zerebralen Cortex durchgefiihrt. An der Enkodierung
und der Konsolidierung des prozeduralen Gedachtnisses sind die Basalganglien,
das Kleinhirn und pramotorische Areale, u.a. der dorsolaterale prafrontale
Cortex, beteiligt. An der Rekognition dieses Gedachtnisses sind die Basal-
ganglien und das Kleinhirn beteiligt (Anderson, 2007; Rosenzweig et al., 2007;
Gluck et al., 2008).
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Das Gedachtnis ist nur die — wenn auch grundlegende - Voraussetzung fur die
weitere Verarbeitung der gesammelten Informationen. Erst die Verknipfung
mehrerer Informationen (z.B. nahrstoffreiches Futter mit dessen Geruch oder
Geschmack) kann zu einer optimaleren Uberlebensstrategie fiir das Individuum
fUhren. Die Folge von erfolgreicher Speicherung neuer Gedachtnisinhalte kann
somit das Lernen sein. Als Lernen wird eine Verhaltensauspragung bezeichnet,
die Tieren erlaubt, auf ihre Umwelt in angemessener und flr das Individuum
nutzlicher und erfolgreicher Art und Weise zu reagieren (Dawkins, 2007).
Lernen kann unter bestimmten Voraussetzungen gleichbedeutend mit der An-
passung an sich andernde oder geadnderte individuelle Umweltbedingungen
sein. Dabei ist die Gedachtnisleistung von enormer Bedeutung, da nur bei bei-
spielsweise korrekter Differenzierung von FreBfeinden und Beute ein Uberleben
des Individuums ermdéglicht wird. Gedachtnis und Lernen spielen dabei Hand in
Hand. Ohne Gedachtnis kein Lernen und ohne Lernen ist die langerfristige
Abspeicherung von Informationen wenig sinnvoll.

2.2 Strukturen des Lernens

Das Gedachtnis und das Lernen lassen sich nicht einer einzelnen neuronalen
Struktur zuordnen. Stattdessen wird allgemein davon ausgegangen, dass sie
zusatzliche Leistungen weiter Teile des Gehirns sind. Man spricht in diesem
Zusammenhang auch von neuronalen Netzwerken (u.a. Carpenter et al., 2000;
Miller, 2000). Dessen ungeachtet existieren im Gehirn der Saugetiere wichtige
fir das Gedachtnis und das Lernen unabdingbare Strukturen. Wie schon
gezeigt wurde (Seiten 9 und 11), fUhrt der Ausfall oder die Ektomie dieser
Formation zu teilweise massiven Beeintrachtigungen der Gedachtnisleistung.
Nur wenige dieser Hirnareale eignen sich wegen ihrer Bedeutung und absolu-
ten GroBe sowie ihrer relativ einheitlichen Feinstruktur flr die Untersuchung
mit der Methode der Mikrodialyse.

Der Hippocampus und der Cortex praefrontalis sind die beiden bedeutendsten
Hirnregionen, die als Vermittler flr Lern- und Gedachtnisprozesse
vorgeschlagen wurden (u.a. Laroche et al., 2000, Simons und Spiers, 2003;
Takehara et al., 2003; Kesner und Rogers, 2004; McDonald et al., 2004;
Wiltgen et al.,, 2004). Patienten mit neurologischen und psychiatrischen
Erkrankungen, einschlieBlich der Alzheimerschen Erkrankung und Schizophre-
nien weisen haufig pathologische Veranderungen innerhalb des HC und des PFC
auf und zeigen zudem Defizite bei der Kontrolle ihres auf Gedachtnisprozesse
beruhenden Verhaltens (Frith, 1997; Heckers et al., 1998; Buckner, 2004;
Shum et al., 2004; Meyer-Lindenberg et al., 2005; Jones et al., 2006). In den
beiden folgenden Kapiteln wird auf diese Strukturen und die Griinde ihrer Wahl
als Untersuchungsobjekte mit der Methode der Mikrodialyse naher eingegan-
gen werden.
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2.3 Hippocampus

Einer der vier Lappen des GroBhirns ist der Temporallappen (Schlafenlappen,
Lobus temporalis). Er umfasst den laterobasalen Teil des GroBhirns. Er wird
nach oben und vorne vom Sulcus lateralis (Fissura Sylvii) gegen de Parietallap-
pen (Scheitellappen, Lobus parietalis) und den Frontallappen (Stirnlappen, Lo-
bus frontalis) abgegrenzt, nach hinten grenzt er an den Occipitallappen
(Hinterhauptslappen, Lobus occipitalis). Der Temporallappen enthalt neben
dem primaren auditorischen Cortex und das Wernicke-Sprachzentrum, wichtige
Strukturen flir das Gedachtnis (Dudel et al., 2005; Bear et al., 2008).

Der Hippocampus (HC), als zentrale Struktur des limbischen Systems, ist ein
phylogenetisch alter Hirnabschnitt, der sich im Laufe der Evolution aus dem Ar-
chipallium entwickelt hat (Dudel et al., 2005). Die Formation des HC erstreckt
sich langs des septalen Kerngebietes des basalen Vorderhirns bis hin zum
ventrocaudalen Pol des Temporallappens. Am temporalen Pol schlieBt sich der
Cortex entorhinales an, der durch die rhinale Fissur vom Isocortex abgegrenzt
wird. Die Formation des HC setzt sich aus dem eigentlichen HC (Ammonshorn
- Cornu ammonis [CA]) und dem Gyrus dentatus, sowie dem Ubergangscortex
(Subiculum, Cortex entorhinalis und Tractus perforans aus dem Gyrus parahip-
pocampalis) zusammen. Ein Querschnitt durch den HC senkrecht zu seiner
Langsachse zeigt zwei u-formig gebogene, ineinander greifende Hirnwin-
dungen, das Cornu ammonis und den Gyrus dentatus. Die HC-Formation be-
steht aus vier Schichten und ist einfacher als der Neocortex aufgebaut: Stra-
tum oriens, Stratum pyramidale, Stratum radiatum und Stratum moleculare.
Im Cornu ammonis bilden die Pyramidenzellen ein schmales Neuronenband mit
apikalen und basalen Dendriten (Kandel et al., 1995; Dudel et al., 2005).
Wegen ihrer stark abweichenden Verschaltung und Morphologie werden diese
Neuronen in mehrere Regionen (CAl bis CA4) eingeteilt, von denen CA1l und
CA3 die wichtigsten und kompaktesten sind. Die Granularzellen des Gyrus den-
tatus sind ebenfalls in einer schmalen Schicht gleichférmig angeordnet. Ihre
Dendriten sind nur apikal in der Molekularschicht lokalisiert (Amaral und Witter,
1995). Der groBte Teil der isokortikalen Informationen an den HC wird Uber
den entorhinalen Cortex weitergeleitet. Mehrere Areale des Isocortex innervie-
ren Neuronen im entorhinalen Cortex (Kandel et al., 1995; Dudel et al., 2005).

Im medialen Teil des Temporallappens befinden sich der HC, der entorhinale,
der perirhinale und der parahippocampalen Cortex. Diese Hirnbereiche stellen
das bedeutendste Koordinationszentrum des Geddachtnisses dar. Der basale
temporale Bereich des Temporallappens ist Teil des Arbeitsgedachtnisses. Hier
wird das, was wahrgenommen wird, kurzzeitig gespeichert (Sekunden bis Mi-
nuten). Auch der Vergleich mit den nachstfolgenden Wahrnehmungsinhalten
erfolgt hier. Der HC wird erst bendtigt, wenn bestimmte Informationen mittel-
bis langfristig im Gedachtnis behalten werden sollen. Der HC ist am Vergleich
von bereits gespeicherten mit ankommenden neuen Informationen beteiligt. Er
ist somit ein sehr wichtiger Teil jener Hirnstrukturen, die an der Auspragung
des Kurzzeitgedachtnisses, der Konsolidierung und der Habituation beteiligt
sind. Weiterhin ist der HC an der Uberfihrung von Informationen aus dem
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Kurzzeitgedachtnis (Sekunden bis wenige Minuten) in das Langzeitgedachtnis
(prinzipiell zeitlich nur von der Lebensdauer begrenzt) beteiligt. Der HC ist
besonders wichtig beim Lernen neuer und raumlicher Informationen (Ander-
son, 2007; Gluck et al., 2008). Der HC ist ein Areal des Gehirns, das inte-
grierend Informationen aus verschiedenen Hirngebieten verarbeitet. Auf diese
Weise kdnnen einzelne sensorische Aspekte, wie Farbe, Geruch, Struktur, Be-
wegung zu einer Information zusammengefasst werden. Diese Assoziationen
werden mit den poylmodalen Hirnstrukturen (prafrontaler Cortex, Gebieten des
Parietallappens, aber auch anderen Teilen des Temporallappens) abgestimmt
(Rosenzweig et al., 2007; Gluck et al., 2008).

Die Eingange zur limbischen Struktur des HC sind bezlglich ihres Ursprungs
und der verschiedenen Neurotransmitter hoch organisiert. Ein exzitatorisch-
glutamaterger Input erreicht den Gyrus dentatus, sowie auch andere hippo-
campale Felder, Uber den Tractus perforans. Andere, hauptsachlich modula-
torische Transmittersignale werden im Fimbria-Fornix-System aus dem Septum
mediale und den Nuclei des Stammhirns zusammengefthrt und gelangen dann
in die Formation des HC (O'Keefe und Nadel, 1978; Vizi und Kiss, 1998).

Der entorhinale Cortex ist eine wichtige Struktur im limbischen System. Er ist
nicht nur an der Verarbeitung neokortikaler Informationen beteiligt sondern
auch an deren Weiterleitung zum HC und zum frontalen Cortex. Der ento-
rhinale Cortex spielt beispielsweise eine wichtige Rolle beim Wiedererkennen
von Objekten (Mumby und Pinel, 1994; Kim et al., 1997).

Der Tractus perforans verbindet den entorhinalen Cortex mit allen Teilen des
HC (Subiculum, Gyrus dentatus und alle Regionen des Cornu ammonis). Die
meisten Fasern des Tractus perforans entstammen den entorhinalen Schichten
IT und III, nur wenige ziehen aus den tieferen Schichten V und VI herauf.
Neuronen in der entorhinalen Schicht II (und mdglicherweise VI) projizieren
zum Gyrus dentatus ( Stratum moleculare) und zur CA3, wahrend die die
Neuronen aus der Schicht III (sowie eventuell aus Schicht V) zur CA1 (Stratum
lacunosum moleculare) und zum Subiculum projizieren (Kandel et al., 1995;
Dudel et al., 2005).

Der Gyrus dentatus setzt sich von auBen nach innen aus der auBeren und
inneren Molekularschicht (Stratum moleculare), dem Koérnerzellband (Stratum
granulare) und dem Hilus zusammen. Die Koérnerzellen bildet den Hauptbe-
standteil des Gyrus dentatus. Wichtigste Zellart sind die ovoiden Granularzel-
len, deren Dendriten sich in der inneren und auBeren Molekularzellschicht be-
finden und die glutamaterg und teilweise auch gabaerg auf die Pyramidenzellen
der CAl- und CA3-Regionen des Ammonshorns projizieren. Die erste Station
im HC, die Informationen weiterverarbeitet, die vom entorhinalen Cortex zum
HC geleitet werden sollen, sind die Granularzellen (Kandel et al., 1995; Dudel
et al., 2005).

In der Molekularschicht des Gyrus dentatus befinden sich die Dentriten der
Granularzellen der Stratum granulare. In der inneren Stratum moleculare er-
reichen die Commissuralfasern des contralateralen HC die ipsilateralen Dentri-
ten der Stratum granulare. In der duBeren Stratum moleculare enden die Fa-
sern des entorhinalen Cortex (Dudel et al., 2005; Bear et al., 2008).
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Die Koérnerzellen des Gyrus dentatus, deren Axone auch als Moosfasern
bezeichnet werden, innervieren die Dendriten der Pyramidenzellen in der CA3-
Region. Die Schafferschen Kollateralen, die Axon-Kollateralen der Pyramiden-
zellen der CA3-Region, terminieren an den apikalen Dentriten der Neuronen
der CAl-Region. Die Pyramidenzellen in dieser Region projizieren Uber das
Subiculum zurlick zum entorhinalen Cortex (Dudel et al., 2007; Bear et al,,
2008). Zusatzlich zu den Afferenzen aus dem entorhinalen Cortex erreichen
den HC auch Afferenzen vor allem aus dem Septum und dem jeweils contra-
lateralen entorhinalen Cortex und HC (Amaral und Witter 1995).

Das Subiculum ist die wesentliche Ausgangsstruktur der hippocampalen For-
mation und leitet neuronale Information der CA1-Region in verschiedene korti-
kale und subkortikale Hirnregionen (Hampson et al., 2000). Als Beispiele seien
hier aufgeflihrt: Nucleus ambiguus, Amygdala, prafrontaler Cortex und Hypo-
thalamus. Uber die Amygdala aktiviert und moduliert der HC das Hormon-sys-
tem und innerviert nachgeschaltete kortikale Speichersysteme. Durch die Zwi-
schenschaltung der Amygdala erhalten die zu speichernden Informationen eine
Wertigkeit hinsichtlich ihrer emotionalen Bedeutung. Wobei im allgemeinen un-
angenehme Informationen besser behalten werden als positive. Dies nutzen
verschiedene Experimentieransatze aus (Schultz et al., 2009; Wolf, 2009).

Das Subiculum erhalt Afferenzen aus der Schicht III des entorhinale Cortex.
Dorthin bestehen aber auch Efferenzen. Ebenfalls Afferenzen und Efferenzen
existieren zwischen Subiculum und perirhinalem Cortex (Witter et al., 1989
und 2000; Insausti et al.,, 1997; Kloosterman et al., 2003). Das Subiculum
besteht aus drei Schichten: Die Molekularschicht, die aus den Dendriten der
subikularen Pyramidenzellen besteht, entspricht dem Stratum lacunosum mo-
leculare sowie dem Stratum radiatum der Area CAl. Das Stratum pyramidale
besteht aus einem breiten Band von Pyramidenzellen. Die oberflachliche
Schicht, dem Alveus angrenzend, besteht aus polymorphen Zellen. Dariuber
hinaus liegen, zwischen den Pyramidenzellen verteilt, kleinere Zellen, welche
als Interneuronen angesehen werden (Dudel et al., 2005; Bear et al., 2008).

Der Fornix verlauft oberhalb des 3. Ventrikels entlang des HC und nimmt bis zu
dessen okzipitalem Ende standig Fasern aus ihm auf und gibt Fasern an ihn ab.
Er verbindet den HC mit dem Corpus mamillare. Durch die Commissura fornicis
verbinden Nervenfasern rechte und linke GroBhirnhalfte. Funktionell ist er an
der Einspeicherung von Gedachtnisinhalten vom Kurzzeit- in das Langzeitge-
dachtnis beteiligt und spielt somit eine Rolle beim Lernen. Er leitet keine spezi-
fische Information, sondern selektiert und moduliert die Funktion der HC-
Formation durch verschiedene Neurotransmitter wie z.B. Dopamin, Noradre-
nalin, Serotonin und Acetylcholin (Dudel et al., 2005; Bear et al., 2008).

All diese Ausfihrungen verdeutlichen eindrtcklich, dass der HC ein fur das
Lernen und das Gedachtnis sehr wichtiges Gebiet des Sdugetiergehirnes ist.
Seine zahlreichen und weiten Verbindungen zu anderen Hirnarealen weisen
ihm eine bedeutende Rolle bei der Verarbeitung derartiger Informationen zu.
Daher befasste sich ein Teil der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ex-
perimente mit dem HC als zentrales Untersuchungsobjekt.
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2.4 Cortex praefrontalis

Ein weiteres, zentrales Untersuchungsobjekt war neben dem HC der Cortex
praefrontalis (oder engl.: prefrontal cortex = PFC)

Der frontale Cortex der Saugetiere wird in drei groBe Areale unterteilt:
primarer motorische Cortex
pramotorischer Cortex
prafrontaler Cortex

Der PFC ist ein sehr wichtiger Bereich und das groBte Areal des Sdaugetier-
gehirns, besonders des Menschen. Das Volumen des menschlichen Gehirns hat
sich wahrend der Evolution der letzten 5 Millionen Jahre verdreifacht, das
Volumen des PFC jedoch versechsfacht (Dawkins, 2007).

Als Cortex praefrontalis wird der anteriore Teil des Lobus frontalis des
Saugetiergehirns bezeichnet. Bereits langere Zeit halt eine Debatte an,
inwieweit von der Aquivalenz der einzelnen Regionen des PFC (iber die Art-
respektive Gattungsgrenzen hinaus gesprochen werden kann (Uylings und van
Eden, 1990; Groenewegen et al., 1997; Ongur und Price, 2000; Brown und
Bowman, 2002). Die Tatsache, dass der PFC in seiner Auspragung bei
verschiedenen Arten eine sehr groBe Variationsbreite besitzt, ist einer der
wichtigsten Grinde fur diese Diskussion. Jedoch lassen sich im Gehirn der
Ratte einige der Regionen des PFC identifizieren, von denen die wichtigsten die
folgenden sind:

ventrolateraler prafrontaler Cortex
medialer prafrontaler Cortex
anteriorer prafrontaler Cortex

(Uylings und van Eden, 1990; Groenewegen et al., 1997; Ongur und Price,
2000; Rosenzweig et al., 2007).

Neben dieser Einteilung gibt es auch noch weitere, die sich nach anderen
Arealen dieses Cortex richten (orbitofrontaler, ventromedialer, dorsolateraler,
anteriorer oder ventral cingulater prafrontaler Cortex) (Kandel et al.,, 1995;
Anderson, 2007; Rosenzweig et al.,, 2007; Bear et al., 2008; Gluck et al.,
2008).

Die anatomischen Eingange des PFC (Barbas, 1995) kommen aus den
Assoziationsarealen samtlicher sensorischer Systeme, wobei die so Ubertra-
genen Informationen bereits relativ komplex verarbeitet worden sind. Weitere
wichtige Afferenzen erreichen den PFC aus der Amygdala und dem HC. Somit
gelangen in den PFC emotionsgetdnte und gedachtnisrelevante Informationen.
Ein anderer wichtiger Eingang sind die dopaminergen Projektionen aus dem
Mittelhirn. Der PFC erhalt neben den Basalganglien die starksten dopaminergen
Projektionen. Die Afferenzen aus dem Zwischenhirn entstammen zum Uberwie-
genden Teil den anterioren thalamischen Kernen und dem Nucleus medio-
dorsalis (Groenewegen et al., 1997; Anderson, 2007; Rosenzweig et al., 2007;
Bear et al., 2008).
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Die Efferenzen des PFC projizieren u.a. in verschiedene Subareale des
Motorcortex sowie zu den Basalganglien. Uber den direkten Einfluss auf den
Motorcortex und die eher indirekte Kontrolle des extrapyramidalen Systems hat
der PFC die Mdoglichkeit, motorische Programme zu beeinflussen. Eine weitere
wichtige Projektion fihrt zu den dopaminergen Zielzellen des Mittelhirns.
Dadurch ist es mdglich, dass der PFC seine eigene dopaminerge Innervation
kontrollieren kann (Groenewegen et al., 1997; Anderson, 2007; Rosenzweig et
al., 2007; Bear et al., 2008).

Lasionen im PFC fihren nur duBerst selten zu motorischen und sensorischen
Defiziten. Die Ausfédlle liegen eher in der subtilen Auspragung komplexerer
kognitiver Verhaltensweisen. Deren Planung sowie die Ausbildung der Person-
lichkeit insbesondere beziiglich eines moderaten Sozialverhaltens sind ebenfalls
eng mit einer korrekten Funktion dieses Hirnabschnittes verbunden. Der PFC
hat hauptsachlich eine ausfihrende Funktion. Er erméglicht sehr wahrschein-
lich die Differenzierung bei Konflikten, z.B. die Entscheidung zwischen gut und
schlecht, gefahrlich und ungefahrlich, gleich und unterschiedlich. Desweiteren
scheint der PFC die zukiinftigen Konsequenzen gegenwartigen Verhaltens abzu-
wagen bzw. aktionsbasierte Erwartungen zu ermitteln. All diese vermuteten
oder nachgewiesenen Funktionen beruhen auf Untersuchungen an Patienten,
deren PFC durch mechanische oder chemische Einfllsse teils oder ganz zerstort
wurde (Anderson, 2007).

Sehr zahlreich sind die Verbindungen zwischen dem PFC und dem aus dem
Hirnstamm aufsteigenden retikuldaren Aktivierungssystem sowie dem limbi-
schen System (Amygdala, HC). Daher hangt die Funktion des PFC von Infor-
mationen aus tieferen Strukturen des Gehirns ab, die emotionale Eigenschaften
wie Schmerz, Vergnligen, Angst, Aggression, Sexualverhalten emulieren und
kontrollieren. Der PFC trifft dann die Entscheidung Uber die zuklinftige Verhal-
tensweise. Untersuchungen an Patienten mit prafrontalen Verletzungen zeig-
ten, dass der PFC, wenn er korrekt arbeitet, u.a. die mentale Kontrolle tGber die
Entscheidung hat, ob es sich lohnt, eine kleinere Belohnung sofort anzuneh-
men oder auf eine groBere, potentielle Belohnung zu warten und hinzuarbei-
ten. Aber auch Konflikte zwischen zwei potentiellen Reaktionen, wie Flucht oder
Angriff, und die daraus resultierende Ubersprungshandlung liegen wohl in sein-
em Verantwortungsbereich (Anderson, 2007; Rosenzweig et al., 2007; Gluck et
al., 2008).

In neueren Arbeiten wird immer wieder auf den Zusammenhang zwischen
Abweichungen im korrekten Funktionieren der neuronalen Verbindungen im
PFC und mit anderen Hirnarealen und Depressionen sowie dem Missbrauch von
Drogen hingewiesen (Rebec und Sun, 2005; Peterson et al., 2006; Drevets et
al., 2008; Putnam und McSweeney, 2008).

Der mediale PFC der Ratte ist notwendig flr ein sich wechselnden
Umweltbedingungen anpassendes Verhalten (Ragozzino et al.,, 1999; Birrell
und Brown, 2000; Stefani und Moghaddam, 2006). Aber auch bei Arbeits-
gedachtnisprozessen scheint die Beteiligung des PFC zwingend notwendig
(Murphy et al., 1996b; Zahrt et al., 1997; Kesner, 2000; Floresco und Phillips,
2001).
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Es liegen zahlreiche Untersuchungen vor, die von einer im PFC positionierten
Anwendung von Strategien und deren Anderungen berichten (u.a.: Fuster,
2000; Robbins, 2000). Diese Arbeiten legen die Vermutung nahe, dass der PFC
auch bei den Verhaltensversuchen der hier vorgestellten Untersuchung eine
wichtige Rolle bei der kognitiven Verarbeitung der dabei gesammelten Informa-
tionen spielt.

Der PFC ist ein fur das Lernen und das Gedachtnis wichtiges Areal des
Saugetiergehirns. Daher konzentriert sich ein Teil der Experimente der
vorliegenden Arbeit auf dieses Hirngebiet. Genauer betrachtet, befasst sich ein
Teil der Versuche dieser Untersuchung mit den verhaltensabhdngigen bioche-
mischen Vorgangen im medialen PFC wahrend des Lernens eines raumlichen
Verteilungsmusters. Diese Experimente ziehen somit die Verbindung zwischen
den Vorgangen im HC, als einer der ersten Stationen der Informationsverarbei-
tung beim Lernen, und dem PFC, dem Ort hdherer kognitiver Prozesse.

2.5 Synapsen und LTP

Gedachtnis und Lernen sind auf neuronaler Ebene abhdangig von den Vorgan-
gen an den Verbindungsstellen des neuronalen Netzwerkes, den Synapsen. Der
Hauptteil der vorliegenden Untersuchung beschaftigt sich mit den Konzentra-
tionen der extrazellularen Neurotransmitter und damit mit den durch aktivierte
Synapsen freigesetzten Botenstoffen.

Ursache der aktivitdtsabhdngige Anderung der Stérke der synaptischen Uber-
tragung (synaptische Plastizitat) kénnen sowohl Veranderungen der Physiologie
als auch der Morphologie der Synapse sein. Die kurzzeitigen Effekte (Kurzzeit-
gedachtnis) sind in der Hauptsache Folge physiologischer Mechanismen, die
primar auf die Ionenstrome der Membranen wirken. Die langfristigen Effekte
(Konsolidierung; Langzeitgedachtnis) sind Folge von Umbauprozessen in der
Zellmorphologie, z.B. der Neubildung synaptischer Kontakte (Dudel et al.,
2005; Rosenzweig et al., 2007; Bear et al., 2008). Bei einer synaptische Uber-
tragung wird die prasynaptische Endigung durch die hier ankommenden
Aktionspotentiale aktiviert. Diese I6sen die Freisetzung von Transmittern in den
synaptischen Spalt aus. Die Transmitter binden an entsprechende Rezeptoren
der postsynaptischen Zellmembran. Haufig besteht die Antwort der Post-
synapse nicht in einem Aktionspotential, da die auslésenden Reize, die Anzahl
bzw. die Haufigkeit der sich an die Rezeptoren pro Zeiteinheit bindenden Trans-
mitter zu gering ist, um eine solche Reaktion auszulésen. Ein einzelnes pra-
synaptisches Aktionspotential kann jedoch an einem postsynaptischen Neuron
eine unterschiedlich groBe Anderung des Membranpotentials bewirken. Um so
gréBer diese Anderung ist, desto stdrker ist die Ubertragung (Kandel et al.,
1995; Dudel et al., 2005; Rosenzweig et al., 2007; Bear et al., 2008).

Synaptische Plastizitat kann einzeln in der Pra- wie in der Postsynapse aber
auch gleichzeitig in beiden auftreten. In der Prasynapse kann sich dabei z.B.
die Anzahl der pro Aktionspotential freigesetzten Transmittermoleklle bzw. die
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Geschwindigkeit der Wiederaufnahme der Neurotransmitter in die prasynap-
tische Zelle oder deren Deaktivierung im synaptischen Spalt verandern. In der
Postsynapse kann die synaptische Plastizitat durch die GréBe der Antwort auf
eine definierte Menge von Transmittermolekllen variieren. Das wird maoglich
durch eine Veranderung der Anzahl der postsynaptischen Transmitter-Rezep-
toren, durch die Modifikation dieser Rezeptoren oder durch die Aktivitat von
Enzymen, die das Verhalten der Neurotransmitter im synaptischen Spalt ver-
andern (Dudel et al., 2005; Rosenzweig et al., 2007).

1966 wurde die Langzeitpotenzierung (long-term potentiation; LTP) von Terje
Lomo bei Experimenten mit narkotisierten Kaninchen entdeckt (Lgmo, 2003).
Er fand heraus, dass ein einzelner elektrischer Stimulationspuls im Tractus
perforans ein exzitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP) im Gyrus den-
tatus des HC auslésen konnte. Eine hochfrequentere Stimulation rief ein lang
anhaltendes, groBeres EPSP hervor. Diesen Vorgang der lang andauernde Ver-
starkung der synaptischen Ubertragung bezeichneten Bliss und Lgmo (1973)
als LTP. Sie ist zumindest ein gutes Modell daftr, wie das Lernen und die Aus-
pragung des Gedachtnisses auf neuronaler Ebene funktionieren kann. Mdg-
licherweise ist die LTP als Modell sogar ein sehr getreues Abbild der Realitat.
Denn zahlreich sind die wissenschaftlichen Arbeiten, die das Modell LTP von al-
len Seiten untersuchten und die Qualitat dieses Modells und seine Wirklich-
keitsnahe bestatigen konnten. Ob die LTP nur unter den bisher angewandten
Experimentierbedinungen ein funktionierendes Modell fir das Lernen darstellt
oder tatsachlich reale Vorgange im Gehirn beim Lernen korrekt wiedergibt,
bleibt strittig (Abe, 2001).

Die synaptische Ubertragung kann sowohl verstarkt (engl.: potentiation) wie
auch abgeschwacht (engl.: depression) werden. Man unterscheidet nach der
Dauer der Anderung der synaptischen Stdrke zwischen kurzzeitiger (engl.:
short-term) und lang andauernder Plastizitat (engl.: long-term). Das ergibt
vier verschiedene Starkeanderungen: short-term depression (STD), long-term
depression (LTD), short-term potentiation (STP) und die long-term potentiation
(LTP). Die STD/STP umfassen einen Zeitraum von einigen Millisekunden bis
wenigen Minuten. Die LTD/LTP reichen von vielen Minuten bis Stunden (Mona-
ten), mdglicherweise lebenslang (Rosenzweig et al., 2007; Bear et al., 2008).

Als ein funktionierendes Modell fliir das Lernen und die Gedachtnisbildung ist
die hippocampale LTP heute weithin anerkannt (Bliss und Gardner-Medwin,
1973; Bliss und Lgmo, 1973; Matthies, 1974 und 1989; Matthies et al., 1990;
Abraham und Williams, 2003; Whitlock et al., 2006; Pastalkova et al., 2006;
Miyamoto, 2006). Wenigstens (Raymond, 2007) zwei verschiedene Phasen der
LTP kdnnen unterschieden werden: Zum einen die Proteinbiosynthese unab-
hangige early-LTP, deren Potenzierung bis zu 4 h anhalt, zum anderen die Pro-
teinbiosynthese abhangige late-LTP, deren Potenzierung langer als 4 h anhalt
(Krug et al., 1984; Frey et al., 1988). Beide Phasen der LTP kénnen elektrophy-
siologisch im HC durch eine schwache oder starke tetanische Stimulation des
Tractus perforans ausgeldst werden, wobei starkere Tetani eine hippocampale
late-LTP induzieren (Otani und Abraham, 1989; Reymann und Frey, 2007;
Chardonnet et al., 2008). Zusatzlich zur glutamatergen Rezeptoraktivierung
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erfordert eine lang anhaltende LTP eine heterosynaptische Aktivierung. Einige
der fur die Ausbildung einer late-LTP im HC notwendigen Neuromodulatoren
wurden bereits identifiziert. In den apikalen Dendriten der CA1-Region ist eine
dopaminerge Rezeptoraktivierung notwendig (Frey et al.,, 1991). Im Gyrus
dentatus ist eine B-adrenerge und eine muscarinerge Aktivierung
Voraussetzung fur die Ausbildung einer late-LTP (Seidenbecher et al., 1997;
Frey et al., 2001; Straube et al., 2003; flr einen Review siehe Frey und Frey,
2008).

Verhaltensstimuli, wie Stress (Seidenbecher et al., 1995, 1997; Korz und Frey,
2003 und 2005; Ahmed et al., 2006) oder raumliches Lernen (Uzakov et al.,
2005) sind in der Lage, eine early-LTP in eine late-LTP zu verlangern. Dass die
early-LTP in vivo proteinbiosyntheseabhangig in eine late-LTP umgewandelt
werden kann, wurde schon frih gezeigt (Matthies et al. 1986). Dies geschieht
durch einen zweiten heterosynaptischen Eingang (Seidenbecher et al. 1997;
Frey et al. 2001; Straube et al. 2003). Die Ausldésung der late-LTP setzt, im
Gegensatz zur kurzzeitigen Potenzierung (STP) (Frey und Morris 1997), eine
Markierung (engl.: tag) an die potenzierte Synapse. Diese profitiert von den
Proteinen, deren Synthese durch den modulatorischen, heterosynaptischen In-
put ausgelést wurde. Somit wird die Umwandlung der early-LTP in die late-LTP
durch die Neusynthese der plastizitatsrelevanten Proteine an der markierten
Synapse ermdglicht. Diese Proteinbiosynthese ist notwendig flr verstarkende
Prozesse. Die Aufrechterhaltung von Erinnerungen bedarf heterosynaptischer
Aktivierungen (Bailey et al., 2000; Frey und Frey, 2008). Die late-LTP ist wohl
somit ein Korrelat fir lang anhaltende Erinnerungen, wahrend die early-LTP
eher klrzere Eindrucke reprasentieren kénnte (Bach et al., 1999; Jones et al.,,
2001).

Auf der zelluldaren Ebene vermitteln auf der Zellmembran befindliche Rezep-
toren die Weitergabe von Informationen von Zelle zu Zelle. Die Neurotrans-
mitter Acetylcholin, Dopamin, Noradrenalin und Serotonin vermitteln Uber die
Stimulation ihrer Rezeptoren das VerschlieBen von Kalium-Kanalen und bewir-
ken dadurch ebenfalls eine Hyperpolarisation der entsprechenden Zelle. Hyper-
polarisierte Neuronen reagieren empfindlicher auf die Stimulation mit Glutamat
(Rosenzweig et al., 2007; Gluck et al., 2008). Besonders wichtig sind flr die
Auspragung einer LTP die NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat-) und AMPA- (alpha-
Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure-) Rezeptoren. NMDA- und
AMPA-Rezeptoren bilden zusammen mit den Kainat-Rezeptoren eine Unter-
gruppe der Glutamatrezeptoren. Sie bilden Ionenkandle in der Zellmembran
der — vorzugsweise - Postsynapse. Beide besitzen verschiedene Bindungsstel-
len, an die unterschiedliche Liganden andocken kénnen. Durch diese Bindun-
gen verandern sich die raumlichen Strukturen der Rezeptoren. Das fuhrt zu
Anderungen in der Durchlassfihigkeit der Ionenkanéle. Beide Rezeptoren ha-
ben neben Bindungsstellen flr ihren wichtigsten Liganden Glutamat, auch An-
dockstellen flir Substanzen, die diese Rezeptoren aktivieren (Agonisten), wie
z.B. die jeweils namengebenden N-Methyl-D-Aspartat und alpha-Amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure. Doch es existieren auch Bindungs-
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stellen flr Antagonisten, also Substanzen, die die Aktivitat einschranken oder
gar die Aktivierung der Rezeptoren verhindern kénnen.

AMPA-Rezeptoren vermitteln an der Postsynapse den schnellen Anteil des
Signals. D.h., ihre Aktivierung ruft eine Leitfahigkeitsanderung der postsynap-
tischen Membran von wenigen Millisekunden hervor. Dagegen verandert die
Aktivierung der NMDA-Rezeptoren die Leitfahigkeit flir mehrere hundert Milli-
sekunden. Die Permeabilitdt dieser Rezeptoren flr Kalzium-Ionen ist etwa
funfzigmal hdher als die der AMPA-Rezeptoren. Beim Ruhemembranpotential
(< -30 mV) ist die Leitfahigkeit der NMDA-Rezeptoren allerdings sehr gering,
da dann die Ionenkanale von auBen durch Magnesium-Ionen blockiert werden.
Um die Blockade zu beenden, ist eine mit der Glutamat-Stimulation des NMDA-
Rezeptors zusammenfallende lokale Depolarisation der Membran notwendig.
Gleichzeitige oder vorausgehende Glutamat-Stimulation von AMPA-Rezeptoren
erlaubt den Einstrom von Natrium-Ionen und ermdéglicht so diese Depolari-
sation. Das bedeutet, dass erst bei ausreichender Depolarisation der postsy-
naptischen Membran die NMDA-Rezeptoren zur weiteren Depolarisation der
Postsynapse und damit zur weiteren Signallibertragung beitragen. Da die
NMDA-Rezeptoren somit nur bei gleichzeitiger pra- und postsynaptischer Akti-
vitat leitfahig sind (besonders fiir Ca?*-Ionen), sind sie ideale Koinzidenzdetek-
toren.

Kommt es nun zu einer LTP an einer bestimmten Synapse, finden dort u.a.
folgende Vorgange statt, die letztendlich zu einem sich selbst verstarkenden
Kreislauf fihren kénnen:

Die Erregung der postsynaptischen Membran durch das freigesetzte Glutamat
fuhrt zu deren Depolarisation durch die AMPA-Rezeptoren. Es bildet sich ein
EPSP aus.

Die durch die Depolarisation stark vergrdoBerte positive Ladung der post-
synaptischen Zellmembran bewirkt die AbstoBung des Mg?'-Ions auf dem
NMDA-Rezeptor. Durch den nun offenen Kanal des NMDA-Rezeptors stromt ver-
starkt Kalzium in die Postsynapse. Die intrazelluldare Erh6éhung der Konzentra-
tion von Ca?* aktiviert in der Postsynapse die Proteinkinase C sowie Ca?*-
Calmodulin-abhdangige Kinasen. Dies fuhrt u.a. zu einem verstarkten Einbau
von glutamatergen AMPA- und Kainat-Rezeptoren. Bereits existierende AMPA-
Rezeptoren werden durch die CaMKII (Ca?*-Calmodulin-abhdngige Protein-
kinase II) phosphoryliert bzw. mobilisiert (Malenka und Nicoll, 1999). Auf diese
Weise wird die Leitfahigkeit erhéht und die postsynaptische Membran flr Glu-
tamat sensivitiert (Rao und Finkbeiner, 2007; Bloodgood und Sabatini, 2008).
Die gleichzeitige Erregung der Pra- wie auch der Postsynapse ist nicht unbe-
dingt der Normalfall und kann darauf hinweisen, dass die zwischen diesen
Nervenzellen befindliche Synapse haufiger als andere zur Informationsiber-
tragung genutzt wird. NMDA-Rezeptoren postsynaptischer Membranen, die an
solchen haufig genutzten Verbindungen liegen, kénnen theoretisch durch die
standige Depolarisation der postsynaptischen Membran von den Mg?*-Ionen
deblockiert werden. Dadurch werden diese Bahnen besser leitfahig als alterna-
tive Verschaltungen. Diese Leitfahigkeitserhéhung des NMDA-Rezeptors kénnte
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eines der wesentlichen Elemente fir die Induktion synaptischer Plastizitat sein
und damit einen molekularen Mechanismus flir das Lernen und das Gedachtnis
darstellen.

Auch der Einfluss von Neurotransmittern, insbesondere von Dopamin, auf die
NMDA- und AMPA-Rezeptoren wurde bereits untersucht. So wird die NMDA-
Rezeptor-induzierte Erregung der Postsynapse durch Aktivierung von Dopamin-
D2-Rezeptoren abgeschwacht und durch Aktivierung von DA D1-Rezeptoren
verstarkt. Die Dopamin-D1-Rezeptoren kdénnen synergistisch die exzitato-
rischen Einflisse des Glutamat auf die NMDA-Rezeptoren erhdhen und damit
die Zeit der gedffneten NMDA-Kanale verlangern und so die Starke des Kal-
ziumsignals vergréBern (Wirkner et al.,, 2004). Die Aktivierung des Dopamin-
D1-Rezeptor-Proteinkinase A-Signalwegs vergrdoBert die Mobilisierung der
AMPA- und NMDA-Rezeptoren zur Zelloberflache, auch dadurch kann die LTP
geférdert werden (Dunah et al., 2004; Mangiavacchi und Wolf, 2004; Wolf et
al., 2004). Die Aktivierung der DA D1-Rezeptoren ist auch fur die Stimulation
der cAMP-Formation erforderlich und nachfolgend flr die cAMP-abhangige
Proteinkinase, die Phosphorylation von CREB und die Gentranskription fir die
Konsolidierung von Gedachtnisspuren (Fukunaga et al., 1996; Tan et al., 1994;
Bailey et al., 2000). Heterosynaptische Aktivierung kann durch unterschied-
liche afferente Projektionen des HC erfolgen. Diese Afferenzen stammen haupt-
sachlich aus den Subkortikalen Nuclei: GABAerge (y-Aminobutyric-acid) (Peter-
son et al., 1987; Miettinen und Freund, 1992), nicotinerge/muscarinerge (Ace-
tylcholin) (Shute und Lewis, 1966; Frotscher und Léranth, 1985) und gluta-
materge Afferenzen (Colom et al., 2005; Bland et al., 2007) vom Septum me-
diale. Weiterhin wurde eine absteigende serotonerge Verbindung vom Nucleus
raphe zum HC nachgewiesen (Freund, 1992; Léranth und Hajszan, 2007). Die
noradrenergen Projektionen des HC stammen ausschlieBlich (Loy et al., 1980)
aus dem Locus coeruleus (Moore und Bloom, 1979; Berridge und Waterhouse,
2003). Dopaminerge Projektionen erhalt der HC aus mesolimbischen Struk-
turen wie der Substantia nigra und der VTA (Ventrales Tegmentales Areal)
(Carter und Fibiger 1977; Scatton et al. 1980; Swanson 1982; Gasbarri et al.
1994a und 1994b).

Die serotonerge Innervation des HC hat einen wichtigen Einfluss auf die
elektrische Aktivitat des HC und im Zusammenhang mit Depression auf die
synaptische Plastizitat. Der typische Effekt von Serotonin auf die Neuronen des
HC ist eine durch die Erhéhung der K*-Ionenkonzentration ausgeldste Hyper-
polarisation. Jedoch wurde auch von durch Serotonin ausgelésten Depolari-
sationen berichtet (Freund et al., 1990).

Die Integritat des noradrenergen Systems wurde als sehr wichtig flr die Er-
kundung neuer Umgebungen (Delini-Stula et al., 1984), ebenso fir die Wieder-
herstellung des Gedachtnisses (Devauges und Sara, 1991; Murchison et al.,
2004), fur die Rekonsolidierung (Roullet und Sara, 1998) und fir die Verstar-
kung der hippocampalen LTP (Izquierdo und Medina, 1995; Seidenbecher et
al., 1997) erkannt.
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Wenn auch die Verteilung der B-Adrenorezeptoren in allen Gebieten des HC
nahezu gleich ist, so ist doch die Konzentration von Noradrenalin im Gyrus
dentatus zweimal so hoch wie im restlichen HC (Crutcher und Davis, 1980). Im
Vergleich mit der sehr dichten noradrenergen Innervation sind die dopamin-
erge Projektionen zum HC nur gering in der Anzahl und zudem noch diffus
verteilt (Swanson, 1982). Im Gyrus dentatus ist Dopamin in die Depotenzie-
rung verwickelt und dient zum Erhalt synaptischer Reliefs in klrzlich potenzier-
ten Verbindungen (Léranth und Hajszan, 2007). Dopamin D2 Rezeptoren im
Gyrus dentatus spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Depotenzie-
rung und der LTP (Manahan-Vaughan und Kulla, 2003).

Die Aktivierung der verschiedenen Neurotransmittersysteme, die in die
Modulation der LTP involviert sind, wurde bisher hauptsachlich pharmakolo-
gisch untersucht. Dies geschah durch Applikation selektiver Rezeptoragonisten
oder -antagonisten (Straube und Frey, 2003; Williams et al., 2006). Es gibt
bisher nur sehr wenige Informationen Uber die Konzentrationen und die zeit-
liche Dynamik der extrazellularen Neurotransmitterniveaus innerhalb des HC
nach dessen Stimulation Uber den Tractus perforans durch verschiedene Reiz-
protokolle.

Deshalb befasst sich ein Teil der vorliegenden Untersuchung mit dem Einfluss
unterschiedlicher Starken der elektrophysiologischen Stimulation des HC Uber
den Tractus perforans auf die Konzentration der extrazelluldren Niveaus von
Dopamin, Noradrenalin und Serotonin im HC der nicht anasthetisierten Ratte.

2.6 Neurotransmitter

Als Neurotransmitter wird eine heterogene Gruppe von Stoffen bezeichnet, die
an der Synapse Informationen von einer Nervenzelle zur anderen Ubertragen.
Aktionspotentiale veranlassen in der Prasynapse die Freisetzung dieser
chemischen Botenstoffen aus den synaptischen Vesikeln. Durch die Fusion der
Vesikelmembran mit der Membran des prasynaptischen Endes der Nervenzelle
gelangen die Neurotransmitter in den synaptischen Spalt und diffundieren dort
entlang des Konzentrationsgradienten zu den Rezeptoren der postsynaptischen
Membran der nachfolgenden Nervenzelle. Die Botenstoffe kdnnen auf verschie-
dene Weise deaktiviert oder abgebaut werden. Dies kann auch schon im
synaptischen Spalt geschehen. So werden die Monoamin-Neurotransmitter
(Dopamin, Noradrenalin, Serotonin) nach ihrer Freisetzung durch die Mono-
aminooxidase desaminiert und damit deaktiviert. Dies geschieht in Konkurrenz
zur Affinitat der Neurotransmitter zu ihren postsynaptischen Rezeptoren. Eben-
falls in Konkurrenz dazu steht die Inaktivierung der Neurotransmitter durch die
Wiederaufnahme in die Prasynapse (Kandel et al., 1995; Dudel et al., 2005;
Bear et al., 2008).
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biogene Amine |Neuropeptide Aminosauren l6sliche Gase
Acetylcholin Endorphine | Glutamat Stickstoffmonoxid (NO)
Adrenalin Enkephaline Glycin Kohlenmonoxid (CO)
Dopamin Substanz P |y-Aminobuttersaure
Noradrenalin Somatostatin | (GABA)
Serotonin Aspartat
Dimethyltryptamin
Histamin

Tabelle 1. Ubersicht der wichtigsten Neurotransmitter und ihrer chemischen Zugehérigkeit.

Die bekannten Neurotransmitter gehoéren unterschiedlichen chemischen Grup-
pen an. Die wichtigsten sind in Tabelle 1 dargestelit.

Biogene Monoamine, wie Dopamin, Noradrenalin und Serotonin, enthalten eine
Aminogruppe (-NH,), die Uber einen Ethylrest (-CH,-CH.-) mit einem aroma-
tischen Ring verbunden ist. Alle Monoamine sind Derivate aromatischer Amino-
sauren wie Tyrosin fur Dopamin und Noradrenalin und Tryptophan fir Sero-
tonin (Kandel et al., 1995; Dudel et al., 2005; Bear et al., 2008).
Neurotransmitter werden auch als exzitatorisch oder inhibitorisch beschrieben.
Dies ist, im logischen Sinne, ein wenig irrefihrend. Die einzige Aktion, die ein
Neurotransmitter an der Zielzelle durchfiihren kann, ist, einen einzelnen oder
mehrere Arten von entsprechenden Rezeptoren zu aktivieren. Bis heute wurde
noch kein Mechanismus nachgewiesen, bei dem ein Neurotransmitter durch die
Verbindung mit einem Rezeptor diesen inaktiviert. Lediglich die weiteren, nach-
folgend ablaufenden Reaktionskaskaden, die durch den Kontakt des Neuro-
transmitters mit dem Rezeptor ausgeldst wurden, bewirken ein verstarktes
(exzitatorisch) oder verringertes (inhibitorisch) Feuern der postsynaptischen
Zielzelle. Fir die Art der Reaktion der Zielzelle spielen weitere Faktoren, wie
die Anzahl der registrierten Neurotransmittermolekile pro Zeiteinheit und die
Anzahl der aktivierten Rezeptoren pro Zeiteinheit, eine wichtige Rolle (Rosen-
zweig et al., 2007; Gluck et al., 2008; Bear et al., 2008).

Die bedeutendsten Neurotransmittersysteme des Sdugetiergehirns sind das
noradrenerge, das dopaminerge, das serotonerge und das cholinerge System.
Da mit der bei der Auswertung der Experimente benutzten HPLC-Anlage kein
Acetylcholin nachgewiesen werden konnte, wurden in der vorliegenden Unter-
suchung nur die Konzentrationen von Dopamin, Noradrenalin und Serotonin
gemessen. Diese konnten gleichzeitig bestimmt werden.

2.6.1 Dopamin

Ein wichtiger Neurotransmitter ist das aus der Gruppe der Katecholamine
stammende biogene Amin Dopamin (Abbildung 2.1).

Dopamin (DA) ist ein Zwischenprodukt der Biosynthese von Adrenalin. Die
Aminosaure Tyrosin wird durch die Tyrosin-Hydroxylase in L-DOPA (Dihydroxy-
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phenylalanin) umgewandelt und dieses durch das Enzym AADC (Aromatische-
L-Aminosaure-Decarboxylase) in DA (Dudel et al., 2005; Bear et al., 2008).

DA spielt eine wichtige modulatorische Rolle im Gehirn der Saugetiere. DA-
freisetzende Neuronen beeinflussen das Verhalten des Tieres durch das Aus-
Uben modulatorischer Effekte auf die Informationsiibertragung durch neuronale
Kreise, die funktionell deutlich getrennte kortikale Areale mit spezifischen
Regionen des Striatums in parallelen kortiko-striato-thalamo-kortikalen Pfaden
verbinden. DA unterstitzt die Umprogrammierung des Gehirns durch selektive
Verstarkung der Gewichtung von Synapsen, die um den Zeitpunkt des Verhal-
tensreinforcement aktiv sind (Wickens et al., 1996).

Dopaminerge Neuronen befinden sich im Zentralnervensystem vor allem im
Mittelhirn. Vom Mittelhirn verlaufen wichtige dopaminerge Projektionen ins
Zwischenhirn und ins Endhirn. Die dafiir verantwortlichen Populationen von
Neuronen befinden sich in der Substantia nigra, den retro-rubralen Regionen
und dem ventralen Tegmentum. DA ist im Gehirn an der Steuerung des mo-
torischen Systems, des Belohnungssystems und des endokrinen Systems
beteiligt. Es spielt aber auch bei kognitiven Vorgangen wie auch beim Ausldsen
von Ubelkeit und Erbrechen eine Rolle (Dreher et al., 2008). Besonders
letzteres wird haufig im Zusammenhang mit Drogenkonsum berichtet. So
kommt es nach der Applikation verschiedener Drogen zur Ausschittung von
GABA, DA, Serotonin und Endorphinen. Weiterhin blockiert beispielsweise
Kokain die Wiederaufnahme des DA in die prasynaptische Nervenzelle (Gold-
stein et al., 2009). Das langere Verbleiben des DA im synaptischen Spalt flihrt
daher auch zu einer erhéhten Haufigkeit der Aktivierung postsynaptischer DA-
Rezeptoren (de Almeida et al., 2005; Frederick und Stanwood, 2009). Das ist
madglicherweise die Ursache des durch die Drogeneinnahme erhofften Hoch-
bzw. Gllicksgefuhls. Verringert sich dann der EinfluB der Droge, verfallt die
Hochstimmung sehr rasch, da der Koérper versucht, die drastisch erhéhte
Konzentration von DA-Molekllen im synaptischen Spalt schnell wieder auf ein
normales Gleichgewicht zu reduzieren (Howell und Kimmel, 2008; Volkow et
al., 2008, Volkow et al., 2009). Bei einer exzessiven Zufuhr von Drogen wird
eine weitere Schutzreaktion aktiviert. Da auch die postsynaptische
Rezeptorenanzahl einem Regelmechanismus zwischen angebotenen, d.h. post-
synaptisch ankommenden und dort erwarteten Neurotransmittermolekilen un-
terliegt, wird die Anzahl der Rezeptoren verringert. Daraus folgt, dass eine im-
mer gréBere Drogenmenge nétig wird, um die gewilinschte Qualitat der Folgen
zu erreichen. Auf diese Weise [aBt sich auch die Rolle der Stérungen im DA-
Spiegel bei einem Teil der Entzugserscheinungen erklaren. DA wird eine sehr
wichtige Rolle bei Suchterkrankungen und deren Folgen zugeschrieben (Rosen-
zweig et al., 2007; Bear et al., 2008).

DA ist kein exzitatorischer oder inhibitorischer Neurotransmitter sondern wirkt
in erster Linie als Neuromodulator (Seamans und Yang, 2004).

DA ist jedoch auch ein Botenstoff in einigen Strukturen des vegetativen
Nervensystems. Es reguliert hier die Durchblutung innerer Organe, besonders
die Steuerung der Niere (Dudel et al., 2005; Rosenzweig et al.,, 2007; Bear et
al., 2008).
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Abbildung 2.1. 3D-Kalottenmodell eines Dopaminmolekiils. Atome des Kohlenstoffs sind
grau, des Wasserstoffs weil3, des Sauerstoffs rot und des Stickstoffs blau dargestellt.

Die Auswirkungen der Ausschittung von DA durch ein prasynaptisches
Terminal auf die postsynaptische Zelle hangt von dem dort vorhandenen DA-
Rezeptortyp ab. Gegenwartig unterscheidet man flinf DA-Rezeptoren (D1-D5).
Bindet das freigesetzte DA an D1- oder D5-Rezeptoren, wird das postsynap-
tische Neuron depolarisiert. Es wird ein exzitatorisches postsynaptisches Poten-
tial gebildet. Eine Bindung des DA an Rezeptoren der Typen D2-D4 (D2-
Gruppe) verursacht eine Hyperpolarisation der Postsynapse. Es entsteht ein in-
hibitorisches postsynaptisches Potential (Dudel et al., 2005; Rosenzweig et al.,
2007; Bear et al.,, 2008). Es konnte gezeigt werden, dass aus D1- und D2-
Rezeptoren gebildete Heterodimere eine Aktivierung des Phospholipase-Signal-
weges und somit einen Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration bewirken
kdnnen (Lee et al., 2004).

Im Gehirn existieren vier wichtige dopaminerge Informationswege (Dudel et
al., 2005; Rosenzweig et al., 2007; Bear et al., 2008; Gluck et al., 2008):

1. Das tuberoinfindibulare System, dessen Neuronen vom Nucleus arcuatus
zum Hypophysenvorderlappen projizieren und dort die Freisetzung des
Hormons Prolactin hemmen.

2. Das mesokortikale DA-System projiziert vom ventralen tegmentalen
Areal zu kortikalen Gebieten, einschlieBlich der prafrontalen, parietalen
und temporalen Kortices. Diese DA-Projektionen modulieren neuronale
Kreise, die fur ihre wichtige Rolle bei einer Vielzahl ausfihrender
Funktionen, einschlieBlich der motorischen Kontrolle, der Aufmerksam-
keit und des Arbeitsgedachtnisses, bekannt sind (Goldman-Rakic, 1995).
Die Aktivierung der DA D1-Rezeptoren sind verantwortlich flir gedacht-
nisbezogene andauernde Aktivierung von Neuronen im PFC. Die DA D2-
Aktivierung moduliert selektiv neuronale Aktivitaten, die mit gedachtnis-
gefuhrten motorischen Aktivitaten assoziiert sind (Wang et al., 2004).

3. Das nigrostriatale DA-System verlauft von der Substantia nigra im
Mesencephalon zum Striatum dorsalis (Nuclei caudatus und putamen).
Da die Basalganglien essentiell bei der Steuerung von Bewegungen sind,
wird dieser Verbindung eine wesentliche Rolle bei den dyskinetischen
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Symptomen des Morbus Parkinson sowie den haufig auftretenden extra-
pyramidalen Stérungen als Nebenwirkungen von Neuroleptika zuge-
schrieben (Anderson, 2007; Bear et al., 2008; Gluck et al., 2008). Das
nigrostriatale DA-System ist an den in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Vorgangen wahrscheinlich wenig beteiligt.

4. Das mesolimbische System hat seinen Ursprung ebenfalls im ventralen
Tegmentum. Es projiziert vor allem zum limbischen System (Amygdala,
Corpus mamillare, Fornix, HC). Dieses System gilt als das Belohnungs-
system, bei dessen medikamentdser Funktionsreduktion Patienten lust-
und antriebslos werden (Anhedonie bei Morbus Parkinson). Dieses
System wird auch von der intrakraniellen Selbststimulation genutzt, mit-
tels der sich beispielsweise Mause bis zur Erschopfung Uber implantierte
Elektroden selbst stimulieren. Die Menge des in der Amygdala vorhande-
nen DA korreliert direkt mit der GroBe der Angst des betreffenden Indivi-
duums (Kienast et al., 2008). Die Feuerrate der mesolimbischen DA-Neu-
ronen vergroBert sich als Antwort auf eine unerwartete Belohnung und
verringert sich, wenn eine vorauszusehende Belohnung versaumt wird
(Fiorillo et al., 2003; Schultz, 1998).

2.6.2 Noradrenalin

Ein weiterer wichtiger Neurotransmitter ist das aus der Gruppe der
Katecholamine stammende biogene Amin Noradrenalin (Abbildung 2.2).

Der GroBteil des Noradrenalins (NA) des Gehirns wird im Locus coeruleus im
Mesencephalon synthetisiert. Von hier projizieren Nervenzellen in fast alle
Hirnareale. Ein weitere Bildungsort ist das laterale tegmentale Areal (Anderson,
2007; Bear et al., 2008; Gluck et al., 2008).

NA wird ebenfalls wie DA aus L-Tyrosin synthetisiert. Dabei wird L-Tyrosin
durch die Tyrosin-Hydroxylase zu L-DOPA umgewandelt. L-DOPA wird durch die
AADC (Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase) zu DA katalysiert. Dieses
kann durch die Dopamin-B-Hydroxylase zu NA umgewandelt werden (Dudel et
al., 2005; Bear et al., 2008).

NA ist zum einen ein Neurotransmitter, zum anderen aber auch ein Hormon
des Nebennierenmarks. Es wirkt vorwiegend an den Arteriolen und bewirkt
durch die Aktivierung von Adrenorezeptoren eine Verengung dieser BlutgefaBe
und infolgedessen eine Blutdrucksteigerung (Dudel et al., 2005; Bear et al,,
2008).

NA kann im synaptischen Spalt enzymatisch inaktiviert werden. Die Eliminie-
rung des NA erfolgt hauptsachlich durch Wiederaufnahme in die prasynaptische
Zelle durch aktive Mechanismen. An dieser Stelle setzen auch zahlreiche Psy-
chopharmaka an, die depressiven Patienten verabreicht werden, um ihr Befin-
den zu verbessern. Es zeigte sich, dass bei dieser Patientengruppe auch die
Konzentration des NA gestort sein kann und nicht nur, wie langere Zeit ange-
nommen wurde, nur die Serotoninkonzentration. Das ist ein Beispiel flur das
komplexe Zusammenspiel der verschiedenen Neurotransmittersysteme (Ander-
son, 2007; Gluck et al., 2008; Rosenzweig et al., 2007).
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Abbildung 2.2. 3D-Kalottenmodell eines Noradrenalinmolekils. Atome des Kohlenstoffs
sind grau, des Wasserstoffs weil3, des Sauerstoffs rot und des Stickstoffs blau dargestellt.

2.6.3 Serotonin

Ein weiterer wichtiger und phylogenetisch alter Transmitter, der sich selbst bei
einfachsten Lebewesen findet, ist das biogene Amin Serotonin (Abbildung 2.3).
Da Serotonin (5-HT) die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann (Ermisch,
1978), muss es im Gehirn synthetisiert werden. Diese Synthese beginnt mit
der Aminosaure L-Tryptophan. Diese wird durch die L-Tryptophan-5-Monooxy-
genase bzw. Tryptophan-Hydroxylase in das 5-Hydroxy-L-Tryptophan umge-
wandelt. Dieses wird durch die 5-Hydroxy-L-Tryptophan-Decarboxylase bzw.
Aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase (AADC) in 5-HT umgewandelt (Du-
del et al., 2005; Bear et al., 2008).

Ein Mangel an 5-HT kann durch eine stark verminderte Verfugbarkeit von L-
Tryptophan im Liquor cerebrospinalis (Gehirnflissigkeit) der Saugetiere verur-
sacht werden. Hin und wieder wird beim Menschen die Zufuhr von SiBigkeiten
thematisiert, um die Unterversorgung des Gehirns mit L-Tryptophan zu vermei-
den. Dem liegt der physiologische Zusammenhang zugrunde, dass die Aufnah-
me von Zucker die Freisetzung des Hormons Insulin ins Blut ausldst. Das Insu-
lin bewirkt nicht nur die Resorption des Zuckers in die Muskulatur und andere
Gewebe, sondern es ermdglicht auch die Passage des L-Tryptophans durch die
Blut-Hirn-Schranke. Ein erhdhter Tryptophan-Spiegel im Gehirn fuhrt jedoch
keineswegs automatisch zu mehr 5-HT, da die Synthese von 5-HT ent-
sprechend der Aktivitat der Raphe-Neuronen vom Gehirn selbst reguliert wird
(Dudel et al., 2005; Anderson, 2007; Rosenzweig et al., 2007; Gluck et al.,
2008).
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Abbildung 2.3. 3D-Kalottenmodell eines Serotoninmolekiils. Atome des Kohlenstoffs sind
grau, des Wasserstoffs wei3, des Sauerstoffs rot und des Stickstoffs blau dargestellt.

In den Nuclei raphes befinden sich die Somata serotonerger Nervenzellen,
deren Axone in alle Teile des Gehirns projizieren. 5-HT wird an ihren Terminals
diffus als Neurohormon ausgeschuttet. Die Nuclei raphes liegen im medianen
Bereich des Stammhirns zwischen der Medulla oblongata (dem verléangerten
RUckenmark) und dem Mesencephalon (dem Mittelhirn) (Kandel et al., 1995;
Bear et al., 2008).

An den postsynaptischen Membranen von Nervenzellen wirkt 5-HT polarisie-
rend und somit hemmend. Durch abweichende starke Ausschittung von 5-HT
in den verschiedenen Gehirnarealen kdnnen die Nuclei raphes das globale Erre-
gungsmuster des Gehirns beeinflussen. Diese diffuse Steuerung versetzt das
Gehirn z.B. in die fir den Schlaf notwendigen Zustande der Aktivitats-
verteilung. Aber auch bei Stress variiert die diffuse Ausschittung von 5-HT in
den verschiedenen Hirnarealen. Im Stamm- und Zwischenhirn ist die Konzen-
tration von 5-HT dann vermindert, in der GroBhirnrinde erhéht (Anderson,
2007; Rosenzweig et al., 2007; Gluck et al., 2008).

Umstritten ist gegenwartig, ob Depressionen und Angststérungen von einem
Mangel an 5-HT im Gehirn zumindest begleitet oder gar durch diesen verur-
sacht werden. Nachgewiesen ist jedoch, dass die Symptome dieser Stérungen
durch eine Erhéhung der aktuellen 5-HT-Konzentration deutlich gelindert wer-
den kann. Diese Erhdhung erfolgt hauptsachlich durch Psychopharmaka, die
die Wiederaufnahmemechanismen des 5-HT in die Prasynapse hemmen und
somit die 5-HT-Konzentration im synaptischen Spalt und damit an den post-
synaptischen Rezeptoren erhéhen (Dudel et al., 2005; Rosenzweig et al., 2007;
Bear et al., 2008; Gluck et al., 2008).

Eine vom Normalzustand abweichende 5-HT-Konzentration wird auch von
Verliebten behauptet. Eine wenigstens ausgeglichene oder leicht erhohte
Konzentration von 5-HT soll Glicksgefiihle und Zufriedenheit bewirken. Dies
entsprache der erwahnten antidepressiven Wirkung.
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2.7 Tierisches Verhaltensmodell

Tiermodelle werden in der Regel verwendet, um allgemeinglltige, auch auf an-
dere Lebewesen, insbesondere dem Menschen, Ubertragbare, grundlegende
Erkenntnisse zu erhalten. Dabei wird eine der experimentellen Fragestellung
entsprechend geeignete Tierart gewahlt. Diese besitzt zumeist eine kurze
Generationsfolge, ist in der Haltung und Zucht unkompliziert und in biologisch
vielfaltiger Hinsicht gut dokumentiert.

Wahrend fur zellbiologische Prozesse Untersuchungen an Einzellern ausreichen
kdnnen, um die grundlegenden Funktionsweisen auch komplizierterer Organis-
men zu verstehen, benoétigt man flr evolutiv spater entstandene biologische
Systeme, wie beispielsweise das Immun- oder Nervensystem, unbedingt mehr-
zellige Lebewesen. Dabei reichen beispielsweise auch flr elementare neurona-
len Vorgange (z.B. der Verschaltung einzelner Nervenzellen bei Reflexen) Expe-
rimente an urspinglicheren Tieren, wie der Meeresschnecke Aplysia, aus. FUr
die Untersuchung komplexerer Vorgange, wie das Lernen und das Gedachtnis,
ist in der als Modell verwendeten Tierart ein dem Menschen dhnliches Gehirn
notwendig, dessen Funktionsweise relativ gut verstanden wird, um die Ergeb-
nisse auch auf Vorgange im menschlichen Gehirn tUbertragen zu kénnen.

Die Experimente der vorliegenden Untersuchung wurden ausschlieBlich an
mannlichen Wanderratten, Rattus norvegicus (BerkenHout) durchgefthrt. Es
wurde der Albinostamm Wistar (Schénwalde) gewahlt (s.a. Seite 36). Dieser
Stamm wird in der biologisch-medizinischen Forschung am haufigsten verwen-
det. Er ist, nicht zuletzt wegen seiner Position als erste flir wissenschaftliche
Untersuchungen gezichteten Variante der Ratte, die am besten untersuchte
Linie der Wanderratte. Der dhnliche Aufbau der Gehirne von Mensch und Ratte
pradestiniert den Nager fir Untersuchungen, die zu einem besseren Verstand-
nis der Funktionsweise des menschlichen Gehirns fihren.

Um die Relevanz bestimmter Hirnstrukturen fir definierte Verhaltensweisen,
Lernstrategien, Gedachtnisleistungen verifizieren zu kénnen, missen Versuche
am frei beweglichen, nicht anasthesierten Tier durchgefihrt werden. Auf diese
Weise kénnen auch Theorien, deren Daten auf in vitro Experimente oder Unter-
suchungen an betdaubten Tieren beruhen, Uberprift werden. Fir Menschen wie
auch fur Tiere ist die Fahigkeit, sich in ihrer Umwelt zurecht zu finden, eng mit
der Fahigkeit zu lernen verknUpft. Durch das Lernen gelingt es Lebewesen, sich
wechselnden Umweltbedingungen anzupassen, in dieser Umwelt sinnvoll zu
agieren, somit das eigene Uberleben bzw. das der eigenen Art zu férdern oder
gar die Umwelt zum eigenen Vorteil zu gestalten.

Neben dem eigentlichen Lernprozess (dem Aneignen von Kenntnissen und Fer-
tigkeiten) gehdéren zum Lernen auch das Gedachtnis (die Abspeicherung des
Erlernten) und das Erinnern (das Abrufen des Erlernten). Das Lernen umfasst
das Wahrnehmen und das Beurteilen der Umwelt, das Verknupfen mit Be-
kanntem (Erfahrung), aber auch das Erkennen von RegelmaBigkeiten.
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In der vorliegenden Untersuchung wurden die Versuchstiere einem Gedachtnis-
bzw. Lerntest in einem Lochlabyrinth (Holeboard) ausgesetzt. Die im Holeboard
zu zeigende Lernleistung hat nur wenig mit den biologischen Grundformen des
Lernens wie der klassischen Konditionierung, der Pragung, der Habituation
oder der Sensivitierung zu tun. Es handelt sich um eine kognitive Verknipfung,
da den einzelnen Reizen (leere oder mit Futterpellets geflllte Lécher) Be-
deutungen zugewiesen und Zusammenhdange zwischen diesen Reizen und
anderen - wie z.B. der aktuellen Position im Raum - gezogen werden. Dabei
muss von den Versuchstieren die aktuelle Situation mit Erfahrungswerten ver-
glichen werden.

Dabei werden alle 4 Aspekte des gegenwartig besonders akzeptierten Gedacht-
nismodells involviert. Das episodische Gedachtnis zeichnet die autobiogra-
fischen Ereignisse auf. Damit werden auch die Erlebnisse in der neuen Umge-
bung des Holeboards erfasst. Das Wissenssystem speichert beispielsweise die
Verteilungsregeln der Belohnungen. Das prozedurale Gedachtnis speichert die
teilweise komplexen Bewegungsablaufe, um die Lécher des Holeboards inspi-
zieren zu kdnnen. Beim Priming kdnnen die einzelnen Trials, also die einzelnen
Versuche des Experimentes gespeichert werden.

Die Fahigkeit der Assoziation von Sinneseindricken und bisher Abge-
speichertem ist auf neuronaler Ebene durch die aktivititsabhidngige Anderung
(Ausprégung von Aktionspotentialen) der Starke der synaptischen Ubertragung
(Bildung und/oder Verstarkung synaptischer Verknupfungen) reprasentiert.
Diese Veranderung der neuronalen Verbindung wird als synaptische Plastizitat
bezeichnet (siehe hierzu besonders Kapitel 2.5 ab Seite 19) (Kandel et al.,
1995; Dudel et al., 2005; Rosenzweig et al., 2007; Bear et al., 2008).

In der Verhaltensbiologie werden zwei unterschiedliche Ansatze verwendet, um
Verhaltensweisen zu erklaren bzw. deren Ursachen zu erkldren. Einen Teil der
Ursachen kann man als unmittelbare Grinde oder proximate Ursachen, den
anderen Teil als grundlegende oder ultimate Ursachen bezeichnen (Tinbergen,
1963).

Zu den proximaten Ursachen flr ein gezeigtes Verhalten gehéren alle inneren,
das sind beispielsweise physiologische und chemische, Bedingungen aber auch
auBere Reize. Auch Verhaltensgrinde, die auf der Ontogenese des Individuums
beruhen, also Vorerfahrungen wie das Lernen darstellen, werden zu den proxi-
maten Ursachen von Verhalten gezahlt. Ultimate Ursachen sind hingegen die
Antworten der Fragen nach dem Nutzen der gezeigten Verhaltensweise flir das
Individuum und den Selektionsvorteil, den das Verhalten fir das Individuum
oder dessen Vorfahren hatte. Das lasst Rlickschllisse auf die Griinde zu, die im
Verlauf der Phylogenese die Auspragung einer bestimmten Verhaltensweise be-
gunstigt haben (Tinbergen, 1963; Franck, 1997; Dawkins, 2007). Wahrend
sich der Nutzen eines Verhaltens experimentell nur sehr schwer Uberprifen
lasst und somit nur mehr oder weniger stichhaltige Hypothesen aufgestellt
werden kénnen, sind die proximaten Ursachen oft, beispielsweise durch neuro-
physiologische Experimente, empirisch nachweisbar.
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In der vorliegenden Untersuchung wird versucht, einen Zusammenhang zwi-
schen den proximaten Ursachen - den Anderungen der Konzentrationen
bestimmter Neurotransmitter in definierten Hirnstrukturen - und dem Erfolg
bzw. Misserfolg beim Erlernen eines raumlichen Verteilungsmusters herzu-
stellen. Die Ergebnisse dieser Experimente erlauben natlrlich nur eine Aussage
Uber die eingeschrankte Bedingungen der Versuchsanordnung. Jedoch ist es
madglich, die gefundenen Resultate mit anderen Ergebnissen, Modellen und
Theorien zu vergleichen und darin einzuordnen.

Unabhangig vom Ergebnis der vorgelegten Arbeit ist von vornherein jedoch
klar, dass die zu untersuchenden Konzentrationsanderungen das Verhalten
nicht direkt beeinflussen kénnen, sondern auf Ebenen hdhere Ordnung als
Reizstarkeanderung weiterverarbeitet werden. AuBerdem wird in der theore-
tischen Uberlegung deutlich, dass mit der benutzten Experimentieranordnung
nicht entschieden werden kann, ob die zu messenden Konzentrationsanderun-
gen der Neurotransmitter Ursache oder Wirkung der Lern- und Gedachtnisleis-
tung sind. Das fuhrt bereits zum Zusammenspiel mit dartber liegenden Ebenen
wie z.B. der anatomischen Verschaltung der Neuronen: Allein auf die Ergeb-
nisse der basalen Ebene, der Konzentrationen der Neurotransmitter, und der
Kenntnis aller auBeren Reizparameter zurtckgreifend, ist es nicht méglich, das
auch auf der komplexen Neuronenverschaltung resultierende Verhalten voll-
standig vorhersagen zu kdénnen, d.h., die Kausalkette vollstandig zu verstehen.
Oder anders formuliert: Die emergierenden Aktivitatsverteilungen einzelner
Hirnstrukturen bilden die eigentliche Leistung des Gehirns, z.B. das Lernen und
das Gedachtnis.

Wegen der standardisierten Aufzuchtbedingungen und dem gleichen Handling
der Ratten kann man von einer vergleichbaren Lebenserfahrung der Tiere
ausgehen. Die proximaten Ursachen bezlglich der Vorerfahrung durch Lernen
sind sehr ahnlich.

Im Gegensatz dazu lasst sich die Frage nach den ultimaten Ursachen des
Suchverhaltens im Holeboard mit folgenden mehr oder weniger plausiblen
Hypothesen beantworten:

Das Uberwinden der Furcht und das anschlieBende Suchen nutzt dem Indivi-
duum durch den erzielten Ernergiegewinn der gefundenen Futterpellets (Er-
schlieBung neuer Nahrungsquelle), die Uberlebenswahrscheinlichkeit erhéht
sich. Mit der verlangerten Lebensdauer vergrdéBert sich aber auch die Wahr-
scheinlichkeit der sexuellen Fortpflanzung und damit des Fortbestehens der
Art. Wegen der Auflésung des Konflikts zwischen Flucht und Neugier durch die
allmahliche Erkundung des Holeboards erreicht das einzelne Tier jedoch auch
eine Erhéhung der Lebensqualitat und VergréBerung der individuellen Sicher-
heit (Franck, 1997; Dawkins, 2007). Denn alles Unbekannte wirkt anziehend.
Unerkannte und damit unkalkulierbare Gefahren gibt es nur dort, wo es Uner-
forschtes gibt. Das Sammeln von Erfahrungen ist fiir das individuelle Uberleben
zwingend notwendig (Bilenkin, 1979).

Da neue Dinge und Situationen neben Neugier auch Angst auslésen (kénnen),
werden die Ratten vor dem eigentlichen Holeboardtraining an das Holeboard
selbst und an das Handling durch den Experimentator gewdhnt. Auf diese
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Weise neigt sich die Waage des widersprichlichen Verhaltens, das schon
McDougall (1928) beschrieb, des Konflikts zwischen Erkunden und Flucht, in
Richtung des Geflihls einer sicheren Umgebung und einer Uberschaubaren,
ungefahrlichen Situation. Die Tiere sind dann wahrend des Experimentes weni-
ger angstlich und erkunden intensiv die L6cher des Holeboards. Dies geschieht
jedoch anfangs im Rahmen des sogenannten Erkundungsverhaltens. Das be-
deutet, dass sich die Tiere in der Regel langsam in einem Wechsel von Vor-
dringen und Rlckzug bewegen. Diese Verhaltensweise erméglicht es den Rat-
ten ihren Aktionsraum auszudehnen und das unbekannte Areal des Holeboards
kennenzulernen und sich mit den Gegebenheiten vertraut zu machen. Dabei
sollten sich individuelle Unterschiede zwischen angstlichen und weniger angst-
lichen Tieren bemerkbar machen. Diese werden aber durch die Gewdhnung an
Umgebung und Experimentator relativiert. Mit steigendem Vertrautheitsgrad
wird fur die Tiere das Erkennen des Futtermusters, die eingesetzte Gedachtnis-
leistung, aber auch die Planung und das Anwenden einer entsprechenden Stra-
tegie wichtiger. Deshalb wird allen fur Experimente im Holeboard vorgesehenen
Tieren ein langerer Probelauf in diesem gewahrt. Dabei kénnen sich die Tiere
an die neue Umgebung gewbhnen und auch die durch die implantierte Mikro-
dialysesonde komplizierte Bewegung der Inspektion der Lécher erlernen.

2.8 Ziele der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten die Anderungen der Konzentrationen be-
stimmter Neurotransmitter mit der Methode der Mikrodialyse in fir das Lernen
relevanten Hirnarealen untersucht werden.

Nach den besonders unter Kapitel 2.5 (ab Seite 19) beschriebenen Einfllissen
spielen vor allem B-adrenerge Verbindungen eine wichtige Rolle auf die Aus-
pragung der LTP im Gyrus dentatus. Allerdings wurden die dort beschriebenen
Ergebnisse durch die Blockierung der entsprechenden Rezeptoren gefunden,
nicht durch eine direkte Messung der Konzentrationen der Neurotransmitter.
Somit stellte sich die Frage, wie und ob sich die extrazelluldren Konzen-
trationen bestimmter Neurotransmitter im Gyrus dentatus durch die Tetanisie-
rung Uber den Tractus perforans verandern, wie also die Verarbeitung der In-
formationen auf der Ebene der Neurotransmitter erfolgt. Eine Methode dies zu
untersuchen, ist die Mikrodialyse, also der Austausch der extrazellularen Flis-
sigkeit in den interessierenden Hirnarealen gegen eine isotonische Ersatzflis-
sigkeit Uber eine semipermeable Membran.

Weiterhin ware es interessant zu wissen, ob und wie die Konzentrationen der
Neurotransmitter sich auch unabhangig von den artifiziellen Stimuli bei mehr
oder weniger naturlichen Verhaltensauspragungen wie dem raumlichen Lernen
verandern. Den Antworten auf diese Fragen wenigstens einen Schritt naher zu
kommen, ist der Zweck eines nicht unbedeutenden Teils der vorliegenden
Arbeit. Dazu bedurfte es der Auswahl von Hirnarealen, die Schlisselpositionen
bei der Bewaltigung kognitiver Verhaltensaufgaben besetzen. Gleichzeitig
musste auch die Mikrodialyse angewandt werden kénnen. Das bedeutet, dass
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die GréBe des zu untersuchenden Hirngebietes in einer gewissen Mindest-
relation zur verwendeten Mikrodialysesonde respektive deren aktiver Mem-
brangréBe stehen muss.

Aus diesen Grunden fiel die Wahl auf den HC und den PFC. Die Neurotrans-
mitterkonzentrationen im HC wurden wahrend der Tetanisierung Uber den Trac-
tus perforans und wahrend raumlicher Lernversuche ermittelt. Bei letzteren
wurden auch die Konzentrationen der Neurotransmitter im PFC untersucht.

Der Versuchsansatz zur Untersuchung des raumlichen Gedachtnisses beruht
auf einem konstanten bzw. zufalligen Muster von Futterpellets, die in einem
Lochlabyrinth verteilt wurden. Dabei werden Aspekte verschiedener Gedacht-
nissysteme (episodisches, prozedurales System, Priming, Wissenssystem)
bertihrt. Weiterhin werden damit das Kurz- wie auch das Langzeitgedachtnis
involviert.

These 1:

Nach elektrophysiologischer Stimulation des Hippocampus Uber den Tractus
perforans édndern sich die extrazelluldren Konzentrationen der Neurotrans-
mitter Dopamin, Noradrenalin und Serotonin im Hippocampus.

These 2:

Die extrazelluldren Konzentrationen von Dopamin, Noradrenalin und Serotonin
im Hippocampus verdndern sich wéhrend eines réumlichen Lern- und Gedé&cht-
nistests.

These 3:

Die extrazelluldren Konzentrationen von Dopamin, Noradrenalin und Serotonin
im Cortex praefrontalis verdndern sich wdhrend eines rdumlichen Lern- und
Geddéchtnistests.

These 4:

Die extrazelluldren Konzentrationen von Dopamin, Noradrenalin und Serotonin
andern sich in Abhéngigkeit mit der Lern- und Gedé&chtnisleistung.
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Tiere

Aus der Zucht des Leibniz-Instituts flir Neurobiologie Magdeburg wurden
ausschlieBlich mannliche Wistar-Ratten (Stamm Schénwalde) verwendet. Die
Tiere wurden unter einem taglichen Zyklus von 12 h Dunkelheit und 12 h Licht
in Standardkafigen (25 cm x 40 cm x 18 cm) gehalten. Als Einstreu dienten
Holzspane (Ssniff, Soest, Deutschland). Gefuttert wurden komprimierte Futter-
pellets (Ssniff, Soest, Deutschland). Wasser wurde ad libitum gegeben.

Die Ratten wurden im Alter von 7 Wochen und bei einem Gewicht von 240 bis
300 g prapariert. Nach einer einwéchigen Rekonvaleszens begann flr die Tiere
das Experiment.

Flr die elektrophysiologischen Stimulationsversuche am HC wurden 37 Tiere
eingesetzt, flr die Verhaltensexperimente im Holeboard wurden 86 Tiere ver-
wendet.

3.2 Material

3.2.1 Mikrodialyse-Setup

Die Mikrodialyse wurde hauptsachlich mit einer Kombination aus Komponenten
der Firmen CMA Sweden und Eicom, Japan durchgefihrt.

Die Mikrodialysesonden wurden von der Firma CMA Sweden, Schweden bezo-
gen. Es wurden ausschlieBlich CMA 12 (Elite) Sonden verwendet. Diese hatten
folgende Charakteristika:

e AuBendurchmesser der Membran: 0,5 mm
e Lange der Membran: 1,0 mm
e AuBendurchmesser des Stahlschaftes: 0,64 mm
e Lange des Stahlschaftes: 14 mm

e Internes Volumen: 2 ul

Die Membran besteht aus einem Polyacrylethersulfon (PAES) mit einem
molekularen cut-off von 20000 Daltons.

Eine Mikrodialysepumpe CMA100 der Firma CMA Sweden pumpte eine Ringer-
Losung (147 mM NaCl, 4 mM KCI, 2,3 mM CaCl,) mit einer gleichbleibenden
Menge von 1,8 pl/min durch das System.

Die Verbindung zwischen der Pumpe und der in der Ratte befindlichen Sonde
wurde Uber ein Schlauchsystem gewahrleistet. Um den Tieren innerhalb des
Kafigs und im Holeboard eine freie Bewegung zu ermdglichen, wurde ein Rota-
ting Joint (SSU-20) der Firma Eicom Corp., Japan unterschiedlicher Lange ver-
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wendet. Der spiralfederartig gestaltete Schlauch verhinderte gleichzeitig, dass
die Tiere sich in ihm verhedderten oder ihn durchtrennten. Auch ermadglichte
diese Swivel-ahnliche Verbindung, dass die Dialysate auBerhalb des Kafigs
bzw. des Holeboards gesammelt und die ProbengefaBe, ohne die Ratten zu
stdéren, gewechselt werden konnten.

Zum Auffangen der gewonnenen Dialysate dienten Rotilabo-Reaktionsgefal3e
mit einem Volumen von 250 pl der Firma Carl-Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland.

Um einen schnellen Austausch der einzelnen SammelgefaBe zu ermdéglichen,
wurden mehrere Deckel der ReaktionsgefaBe auf folgende Weise modifiziert.
Der Deckel wurde vom Behalter getrennt und an zwei Stellen durchléchert.
Durch eines der beiden Lécher des Deckels wurde ein ca. 2 cm langes
Schlauchstiick, durch das andere eine Kanulenspitze eingefihrt und jeweils mit
Dentalzement fixiert. Das obere (duBere) Ende der Kanllenspitze diente der
Befestigung des von der Mikrodialysesonde kommenden Schlauches. Am ande-
ren Ende der Kanulenspitze wurde ein etwa 4 cm langes Schlauchstick befes-
tigt, um das Dialysat entfernt vom Deckel in das ProbengefaB3 zu leiten. Das
2 cm lange Schlauchstlick diente dem Druckausgleich im Probenbehalter. An
der auBeren Kanulenspitze wurde ein etwa 6 cm langes Schlauchstiick ange-
setzt, um den Probenbehalter in der Nahe des Kopfes der Ratte, aber auBer-
halb ihrer Reichweite zu befestigen (s. Abbildung 3.4-B auf Seite 44). Auf diese
Weise kann das Dialysat rasch nach der Dialyse aus dem Gehirn zur Analyse in
die HPLC-Anlage gegeben werden.

3.2.2 schwache und starke Tetanisierung

Fir die schwache (weak) und starke (strong) Tetanisierung (tetanus) und der
Erfassung deren Resultate wurden folgende Gerate verwendet:

isolierter Puls-Stimulator 2100 von A-M Systems, USA

Oszilloskop HM407-2 von HAMEG Instruments, Deutschland
Differentialverstarker,

Power1401 von CED, GroBbritannien zur Datenerfassung inklusive der
entsprechenden Software

3.2.3 HPLC-Setup

Die Analyse der gesammelten Dialysate wurde mit einer HPLC-ECD (High-
Peformance-Liquid-Chromatography/ Electrochemical Detection) durchgefihrt.
Die gesammelten Mikrodialysate wurden in den auf 7,0 °C geklhlten Autoin-
jektor (PAL-System, CTC Analytics, Schweiz) gegeben und unmittelbar in das
HPLC-System injiziert.

Um ein hohes MaB an Reproduzierbarkeit zu erreichen, wurde die mobile Phase
fur die HPLC fertig von der Firma ESA, Inc., USA unter der Seriennummer ESA
MD-TM Mobile Phase 70-1332 bezogen. Diese mobile Phase wurde flir den
Nachweis von Katecholaminen konzipiert. Sie setzte sich wie folgt zusammen:
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> 75 mM Natriumdihydrogenphosphat, Monohydrat, NaH.PO, - H.O
(10,35 g/1)

2> 1,7 mM 1-Natrium-Octansulfonicsaure (0,3675 g/I)
> Triethylamin (100 ml/I)

> 25 uM Ethylendiamintetraacetat EDTA (250 pl einer 100 pM Lésung auf
11)

2> 10 % Acetonitril (100 ml/I)

und wurde mit Phosphorsaure auf einen pH-Wert von 3,00 eingestellt.

Die mobile Phase wurde durch eine HPLC-Pumpe (LC20-AD, Shimadzu, Japan)
mit 300 pl/min durch das HPLC-System (Degasser DGU-14A und System
Controller SCL-10A, Shimadzu, Japan, Elektrochemischer Detektor LC-4C und
CC-5C, Bioanalytical Systems, USA) gepumpt. Die Trennung der Substanzen
erfolgte in einer 15 cm langen, umgekehrten Phase Saule mit 3,2 uym Poren-
groBe (MD-150x3,2, ESA, USA). Der elektrochemische Detektor war wahrend
der Analysen auf eine Spannung von -0,691 V eingestellt. Diese GroBe hat sich
wahrend der Vorversuche als fur die vorhandene Saulen-Detektor-mobile
Phase-Kombination optimal zur gleichzeitigen Analyse von DA, NA und 5-HT
erwiesen.

3.2.4 Holeboard

Zum Testen des raumlichen Lernens der Versuchstiere wurde ein Holeboard
verwendet (COGITAT der Firma Cognitron GmbH, Goéttingen, Deutschland).
Dieses besteht aus einer 1 m x 1 m groBen, schwarzen Flache. Auf dieser sind
in regelmaBigen Abstanden 36 gleichférmige Locher (6 cmm Durchmesser, 8 cm
tief) angeordnet. Jedes Loch wird durch drei Lichtschranken kontrolliert. Je ei-
ne nahe des Randes, in mittlere Tiefe und am Boden des Loches. In den Licht-
strahl der letzteren kdnnen Futterpellets gelegt werden. Fir die hier beschrie-
benen Versuche wurden ausschlieBlich Pellets der Firma BioServ verwendet
(dustless precision pellets, 45 mg, BioServ, USA).

In einer zweiten Ebene des Holeboards unterhalb der L6cher wurden zahlreiche
weitere Futterpellets verteilt, um den Tieren eine olfaktorische Orientierung zu
erschweren. Der Boden der Locher hat ringsum einen Spalt, der direkt zu die-
ser zweiten Ebene fihrt.

Die Flache des eigentlichen Holeboards wird durch eine 27 cm hohe, durch-
sichtige Plexiglaswand abgeschlossen. An drei Seiten dieser Wand befinden
sich visuelle Orientierungsmdglichkeiten, die den Versuchstieren erst ein raum-
liches Lernen erméglichen. Die vierte Seite der Wand wird durch eine Offnung,
die als Startbox dient, charakterisiert. Diese kann mit einer Schiebetir ver-
schlossen werden. Das Holeboard stand wahrend der Experimente in einem
schallisolierten und -reduzierten Raum, so dass eine akustische Orientierung
ebenfalls erschwert wurde. Vor der Startbox befindet sich ein vom eigentlichen
Experimentierfeld durch die Plexiglaswand abgetrennter Bereich, der Warte-
raum, in dem die Tiere die Zeit zwischen den einzelnen Trials verbringen. Siehe
hierzu auch Abbildung 4.10 auf Seite 68.
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Das Unterbrechen der Lichtschranken wurde registriert als:
Inspektion: Unterbrechen der oberen Lichtschranke,
Besuch: Unterbrechen der mittleren Lichtschranke,

Finden: Entfernen des Futterpellets vom Boden des Loches.

Die Aufzeichnungen dieser Ereignisse ermoglichte die Bestimmung des Arbeits-
gedachtnisfehlers (Inspektion oder Besuch eines urspringlich bekdderten
Loches, dessen Futterpellet schon entfernt wurde) und des Referenzgedacht-
nisfehlers (Inspektion oder Besuch eines urspringlich unbekéderten Loches).
Flr genauere Definitionen beider Fehler siehe die Erlauterungen ab Seite 79
und 82. Gespeichert und ausgewertet wurden die Signale der Lichtschranken
mit Hilfe der Software RatMemory V2.4.

Die einzelnen Trials endeten automatisch nach Ablauf eines vorher festgelegten
Zeitraumes (240 s) oder wenn alle Pellets gefunden wurden.

Durch ein Videotracking-System (Field2020 for PLUS+, HVS Image Ltd., UK)
wurden wahrend der Versuche die Bewegungen der Ratten aufgezeichnet. Die
Software dieses Systems erlaubte die Analyse der von den Ratten zurlickgeleg-
ten Wegstrecken, der Reihenfolge der besuchten und inspizierten Ldcher, aber
beispielsweise auch die Analyse der Bewegungsmuster zwischen den einzelnen
Léchern.

3.3 Methoden

3.3.1 Mikrodialyse

Das Sammeln extrazellularer Fllssigkeiten in lebenden Tiere ist in fast allen
Organen, aber auch in Kérperhohlraumen (Uterus, Peritonealraum) oder in der
Blutbahn maoglich. Das Sammeln erfolgt mittels einer semipermeablen Mem-
bran und wird folgerichtig als Mikrodialyse bezeichnet.

Die Membran ist auf zwei diinnen, ineinander gesteckten Metallréhrchen aufge-
spannt. Diese ermdéglichen so einen kontinuierlichen Flissigkeitsstrom. Die
ganze Konstruktion wird als Mikrodialysesonde bezeichnet. Die von auBerhalb
durch die Sonde in das Tier gepumpte Flissigkeit kommt durch die semiper-
meablen Membran mit der extrazellularen Fllissigkeit des Organs in Kontakt, in
dem die Mikrodialysesonde positioniert wurde.

Durch die Wahl bzw. Zusammensetzung der in die Mikrodialysesonde gepump-
ten Flussigkeit, kann die Entnahme aus dem bzw. der Transport bestimmter
Substanzen in das Gewebe kontrolliert werden.

Die GroBe des perfundierten Raumes und die Effektivitat der Mikrodialyse kann
durch die Lange der Membran beeinflusst werden. Aber auch die FlieBge-
schwindigkeit beeinflusst direkt die Konzentration der dialysierten Substanzen.
Der Austausch Uber eine semipermeablen Membran funktioniert den jeweiligen
Diffusionsgradienten folgend stets in beide Richtungen.
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Abbildung 3.1. Diese Darstellungen zeigen die GréBenverhdltnisse zwischen Ratte und
Mikrodialysesonde (A), die Mikrodialysesonde (B) und eine mikroskopische Fotografie
eines coronalen Querschnitts des Hippocampus (ungeféhr 3,2 mm posterior der Bregma)
einer Ratte, der eine Flihrungskaniile inklusive Stopper implantiert wurde. Ca. 15fache
VergroBerung. Die Spitze der Mikrodialysesonde ist als Skizze eingefiigt. Die
semipermeable Membran ist in allen 3 Abbildungen zu erkennen.

Die wichtigsten Vorteile der Mikrodialyse sind:
das kontinuierliche Sammeln Uber Stunden und Tage

das Sammeln reprasentativer Mischungen aller Substanzen in der extra-
zellularen Flussigkeit (in Abhangigkeit von der PorengréBe der Membran)

die Mdglichkeit, durch die PorengréBe der Membran, gréBere Moleklile,
wie Enzyme, von der Dialyse auszuschlieBen, die die interessierenden
Substanzen zersetzen kénnten

bei solch einfachen Perfusionen ist keine Kontrolle des Flusses notwendig

Der letztendlich limitierende Faktor ist jedoch die Diffusionsgeschwindigkeit der
interessierenden Substanzen durch den Extrazellularraum und durch die semi-
permeablen Membran der Mikrodialysesonde.

Die Mikrodialyse an frei beweglichen, nicht andsthetisierten Tieren (Ratten) ist
vielfach und fur die verschiedensten Hirnareale beschrieben worden.

Zum Beispiel:

Hippocampus (Chastain Jr et al.,, 1989; Puig de Parada et al., 1995;
Stancampiano et al., 1997; Saito et al., 2002; Ueda et al., 2007)

Cortex praefrontalis (Chen et al., 1992; Hashimoto et al., 1995; Rossi et
al., 2005)

Striatum (Osborne et al., 1990; Parent et al., 2002; Hara et al., 2002;
Trabace et al., 2004)
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Die zeitliche Auflésung der Mikrodialyse hangt auch von der Menge der pro
Zeiteinheit durch die Mikrodialysesonde gepumpten Ersatzldsung und der Sam-
melzeit ab. Bei Vorversuchen flir die vorliegende Studie hat sich die Kombina-
tion von 1,8 pl/min gepumpter Ringerlésung und eine Sammelzeit von 15 min
als optimal erwiesen. Die resultierende Menge von 27-28 pl Dialysat reichte
aus, um mit dem HPLC-System einen zweiten Test des gleichen Dialysates
durchzufiihren, falls die erste Analyse, beispielsweise durch Softwareprobleme
misslang.

3.3.2 Praparation

Die Ratten wurden im Alter von etwa 7 bis 8 Wochen und einem Gewicht von
240 bis 300 g fur das jeweilige Experiment prapariert. Die Betaubung erfolgte
intraperitoneal mit Nembutal in einer Menge von 40 mg/kg Kérpergewicht.

Die Tiere wurden in eine stereotaxische Apparatur eingespannt und der Scha-
del fixiert. Nach Kurzen der Kopfhaare wurde die Kopfhaut auf einer Flache von
ca. 1 cm (medial-lateral) x 2 cm (anterior-posterior) entfernt. Ebenso die dar-
unter liegenden Gewebeschichten bis zur Freilegung des Schadelknochens.
Dieser wurde mit 3 %igem H,0, gereinigt.

Hippocampus

Um das Zielgebiet, den Gyrus dentatus des HC, direkter und mit so wenigen
Zerstérungen wie madglich zu erreichen, wurde der Schadel der Ratte so fixiert,
dass sich die Bregma relativ zur Lambda 1 mm Uber deren Ebene erhob.

In den Schéadel wurden 6 Locher mit einem Durchmesser von etwa 1 mm ge-
bohrt. In zwei dieser Locher wurden Schrauben mit angelétetem Silberdraht
befestigt, die als indifferente Elektroden dienten. Zwei weitere Lécher erhielten
nur Schrauben, die die Fixierung der entstehenden Dentaltzementkappe am
Schadel verstarkten. Die beiden anderen gebohrten Locher nahmen die Stimu-
lations- bzw. die Ableitelektrode und die Fihrungskanile fur die Mikrodialyse-
sonde auf. Die bipolare Stimulationselektrode aus isoliertem rostfreien Stahl
mit einem Durchmesser von 125 um wurde in den medialen Tractus perforans
implantiert. Die Koordinaten von der Bregma aus waren: 6,9 mm (anterior-
posterior [AP]), 4,1 mm (medial-lateral [ML]) sowie 2,0 mm (dorso-ventral
[DV]) von der Hirnoberflache aus. Eine monopolare Ableitelektrode ((isolierter,
rostfreier Stahl, Durchmesser 125 pm) wurde in die Granularzellschicht des
Gyrus dentatus implantiert. Hierfir wurden folgende Koordinaten verwendet:
3,2 mm (AP), 2,0 mm (ML) und 2,5 mm (DV). Die Fuhrungskanule flur die
Mikrodialysesonde (Durchmesser 800 um) wurde unter folgenden Koordinaten
implantiert: 4,0 mm (AP), 2,7 mm (ML) von der Bregma (Abbildung 3.2). Der
in der FUhrungskantle befindliche Stopper wurde so modifiziert, dass er 1 mm
Uber das Ende der Fihrungskanile hinausragt. Die auf diese Weise veranderte
Kombination aus Flhrungskanule und Stopper wurde so implantiert, dass sich
dessen Spitze 3,5 mm unterhalb der Hirnoberflache befand.
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RS N

Abbildung 3.2. Zeichnung des coronalen Querschnitts eines Rattengehirns in der
Umgebung der Position der Mikrodialysesonde im Hippocampus (verandert nach Paxinos
und Watson, 2007).

Die Dura mater wurde in den 3 Loéchern der Elektroden und der Mikrodialyse-
sonde gedffnet, um eine ungehinderte Positionierung der Elektroden und der
Fihrungskanile zu ermdglichen. Geschieht dies nicht, wird das Gehirn spates-
tens durch die gréBere Fuhrungskanille deformiert. Die Elektroden wurden
langsam und vorsichtig in das Gehirn gesenkt.

Die Positionen der beiden Elektroden wurden auf ein Maximum der Amplitude
des Populationsspikes justiert. Der Stimulus hierzu war ein biphasischer Puls
von 0,1 ms Dauer bei einer konstanten Stromstarke von 0,4 mA.

Da die Mikrodialysesonde und die Ableitelektrode sehr eng beieinander liegen,
wurde nach dem Erreichen der optimalen Position der Reizelektrode die Ableit-
elektrode entfernt und die Flihrungskanile langsam in das Gehirn implantiert.
Reizelektrode, Flhrungskanile und Schrauben wurden mit Dentalzement am
Schadel befestigt.

Die HC-Praparationen ohne elektrische Stimulation bzw. Ableitung erfolgten bis
auf die entsprechenden elektrophysiologischen Parameter identisch.

Alle Ratten erhielten die Moglichkeit, sich wenigstens eine Woche von der
Praparation zu erholen, bevor sie in einem Experiment verwendet wurden.
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Cortex praefrontalis

Um das Zielgebiet, das pralimbische Areal des ventralen medialen PFC oder
vereinfacht den mPFC, optimal und stérungsfreier zu erreichen, wurde der
Schadel der Ratte so fixiert, dass sich die Bregma relativ zur Lambda 1 mm
Uber deren Ebene erhob.
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Abbildung 3.3. Zeichnung des coronalen Querschnitts eines Rattengehirns in der
Umgebung der Position der Mikrodialysesonde im prafrontalen Cortex (verdandert nach
Paxinos und Watson, 2007).

Die Koordinaten flr die Mikrodialysesonde im PFC wurden mit verschiedene
Untersuchungen abgeglichen (Carr und Sesack, 2000; Berridge und Stalnaker,
2002; Koch et al., 2002; Marsteller et al., 2002). An den Koordinaten 0,9 mm
lateral und 3,2 mm anterior zur Bregma wurde in der rechten Schadelhalfte ein
Loch (Durchmesser 0,7 mm) gebohrt. In dieses wurde die mit einem Blind-
stopfen versehene Flihrungskanile der Mikrodialysesonde eingesetzt (Tiefe von
der Hirnoberflache bis zur Spitze der Sonde: 3,7 mm). Im posterioren Teil des
Schadels wurden 4 weitere Locher gebohrt, die dazu dienten, Halteschrauben
aufzunehmen. Die Schrauben und die Flihrungskanlle wurden mit Dental-
zement fixiert.

Die auf diese Weise praparierten Tiere erhielten fir wenigstens eine Woche die
Méglichkeit zur Rekonvaleszens.
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3.3.3 Ablauf der Tetanusexperimente

Das eigentliche Tetanusexperiment wurde in einer besonderen Recording-Box
(s. Abbildung 3.4-A) von 40 cm x 40 cm x 40 cm GroBe durchgefiihrt. Einen
Tag vor Beginn des Experimentes wurden die Tiere in diese Boxen gesetzt.
Wahrend des Experimentes erhielten die Ratten kein Futter. Die kurzzeitige
Futterdeprivierung sollte eventuelle Beeinflussung der Neurotransmitterkon-
zentrationen durch die Nahrungsaufnahme vermeiden (Torres et al., 2002; Ga-
maro et al.,, 2003). Sie sollte aber auch die Vergleichbarkeit der vorliegenden
Untersuchung mit anderen Arbeiten (Uzakov et al., 2005; Korz und Frey 2007;
Makhracheva-Stepochkina et al., 2008) erleichtern. Durch die Konstruktion der
Box (eng beieinander stehende Metallstangen wenige Zentimeter Uber dem Bo-
den) lag die Einstreu und somit auch die hier eventuell befindlichen Nahrungs-
reste auBer Reichweite der Tiere. Wasserzugang wurde ad libitum ermdglicht.

Abbildung 3.4. Fotografien von Ratten, die an das Mikrodialysesystem (A und B) sowie an
das elektrophysiologische Setup (A) angeschlossen sind. Ratte A befindet sich in der
Recordingbox, die flr die elektrophysiologischen Versuche als Experimentierraum
verwendet wurde. Uber Nacht hielten sich in den Recordingboxen (A) auch die Ratten auf,
die auf ihre Versuche im Holeboard (B) warteten. Ratte B befindet sich im Warteraum
unmittelbar neben dem Holeboard.

Unmittelbar vor dem Experiment wurde der Ratte der Stopper der FiUhrungska-
nule durch eine Mikrodialysesonde ersetzt. Diese wurde Uber den zweikanali-
gen Spiralschlauch mit der Mikrodialysepumpe verbunden. Die Pumpe wurde
gestartet. Die elektrische Verbindung zur Reizelektrode wurden Uber einen Swi-
vel und einem flexiblen Kabel ebenfalls mit dem Tier verbunden. Das erlaubte
dem Tier freie Bewegungen innerhalb der Experimentierbox.

Jedes Tier erhielt die Méglichkeit sich fur eine Stunde an die neue, reizarme
Umgebung der Experimentierbox und die Swivelverbindungen zu gewdhnen.
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30 min nach Beginn dieser Gewdhnungsphase wurden 2 Dialysate (a 15 min)
gesammelt, um eine Basislinie aufzunehmen. Die gemessenen Werte des
folgenden Dialysates wurden als Basiswert (100 %) gesetzt. Danach erfolgte
die Induzierung eines Tetanus in beiden Testgruppen. Schwache tetanische
Reize (3 Reize mit je 15 Impulsen von 200 Hz mit einer Dauer von 0,1 ms
jedes Stimulus und 10 s Pause zwischen den Reizen bei einer Stromstarke von
0,4 mA), die Ublicherweise eine hippocampale early-LTP induzieren, wurden
der weak-Tetanus-Gruppe appliziert. Das Reizprotokoll flir die starke Tetanisie-
rung, die Ublicherweise eine hippocampale late-LTP auslést, war bis auf die
Anzahl der Reize (10 statt 3) identisch. Die Stimulation wurde jeweils unmittel-
bar nach dem Auswechseln des ProbengefaBBes gegeben.

3.3.4 Ablauf der Verhaltensexperimente

Drei Tage vor Beginn der Verhaltensversuche wurden die Tiere gehdandelt.
Dabei wurden sie fir 15 min direkt mit dem Experimentator vertraut gemacht,
d.h., dieser hielt sie einzeln auf dem Arm, der vom wahrend des Experimentes
getragenen Laborkittels bedeckt war. Die Ratten wurden ausschlieBlich mit
einem Tuch vorsichtig gehandhabt. Die Vorteile des Handlings mit dem Tuch
sind zahlreich. Zum einen stellt es nach sehr kurzer Zeit flr die Tiere etwas
Vertrautes, Ungefahrliches und Sicheres dar. Weiterhin sind so auch unter-
schiedliche Geriliche der Hand des Experimentators weniger relevant. Der wich-
tigste und urspriingliche Grund flr das durchgehende Handling mit Tuch liegt
in der damit wesentlich unproblematischeren Entfernung der Tiere aus dem
Holeboard. Auf diese Weise wird ein Verheddern in den Mikrodialyseschlauchen
verhindert. Das Tuch ist aber auch eine Art Versteck flr die Ratten. Die Tiere
sind wesentlich ruhiger und gelassener als ohne Tuch, da diese Art des Hand-
lings nur wenig mit dem Angriff eines Feindes zu tun hat. Anfangs versuchten
sich die Ratten beim Handling in der Armbeuge zu verstecken. Doch bereits
nach wenigen Minuten erkundeten sie die nachste Umgebung im Rahmen des
naturlichen Erkundungsverhaltens, des Wechsel zwischen Vorgehen und Zu-
rickweichen. Dabei wurde das Tuch als sicheres Versteck betrachtet. Nach die-
sen 15 min des Handlings wurde den Ratten flr wenigstens weitere 15 min ge-
stattet, sich mit dem Warteraum des Holeboards vertraut zu machen, sowie die
gleichzeitige Anwesenheit des Experimentators in unmittelbarer Nahe zu tole-
rieren. Die Ratten konnten sich in dem Warteraum frei bewegen. Je vertrauter
die Tiere nach dem ersten Teil des Handlings waren, um so rascher erkundeten
sie auch hier den Warteraum. Dieser Teil des Handlingtrainings endete, wenn
die Tiere 2 Futterpellets, die in der entfernten Ecke des Warteraums platziert
wurden, gefunden und gefressen hatten. Nur Ratten, die sich relativ sicher fih-
len, fressen. Auf diese Weise wurde ein ungefahr gleicher Vertrautheitsstatus
aller Ratten mit dem Experimentator und der Versuchsapparatur gewahrleistet.
AuBerdem haben so alle Tiere die Futterpellets als fress- und genieBbar er-
kannt.

AnschlieBend wurden die Tiere bis zum Beginn des Experimentes flr etwa
72 Stunden Futter depriviert. Die Menge der zugeteilten Futterpellets wurde so
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bemessen, dass die Ratten nach diesen drei Tagen noch etwa 80 % ihres ad
libitum Gewichtes erreichten. Der Zugang zu Wasser wurde nicht einge-
schrankt. Die Tiere wurden mit Beginn des Handlings bis zum Ende des Experi-
mentes in einer der bereits beschriebenen Recording-Boxen (Seite 44) gehal-
ten.

Zum Experiment wurde der Blindstopfen der Fiihrungskanule durch eine Mikro-
dialysesonde ersetzt. Die aktive Membran der Sonde hatte eine Lange von
1 mm. Die Sonde wurde an die Mikrodialysepumpe CMA100 angeschlossen.
Diese pumpte mit 1,8 pl/min eine Ringerlésung als Austauschflissigkeit in das
Gehirn. Die Dialysate wurden ununterbrochen wahrend des gesamten Experi-
mentes gesammelt. Die Ratten hielten sich im Warteraum des Holeboards auf.
Nach 1 h, die zur Stabilisierung der Basislinie der Dialysate (a 27 bis 28 pl in
15 min) diente, wurde den Tieren die Moéglichkeit gegeben, das Holeboard
erstmals fir 10 min zu erkunden. Der Erkundungszeitraum wurde wegen der
Kompliziertheit der zu erlernenden Bewegung so hoch angesetzt. Der Kopf der
Ratten ist mit implantierter Mikrodialysesonde etwa 2 cm hdher als normal. Da
die Locher des Holeboards einen Durchmesser von 6 cm haben, wird die
normale Bewegung der Ratte - zentral die Nasenspitze in ein Loch zu fihren -
enorm eingeschrankt. Durch den Aufbau auf ihrem Kopf miussen die Ratten
einen neuen Bewegungsablauf erlernen, der es ihnen ermdglicht, durch ein
Abducken des Kopfes bei gleichzeitigem Hochziehen der Schultern an den Ran-
der des Loches und dem Abstemmen der Hinterpfoten auf dem glatten Boden
des Holeboards, die Schnauzenspitze dezentral in das Loch zu schieben und so
an das Futterpellet zu gelangen. Wegen dieser komplexen Bewegung wurde
auch die Versuchszeit von 2 min (Uzakov et al., 2005) auf 4 min erhéht. Damit
die Ratten wahrend dieses Testdurchganges nur lernten, dass es in diesen
Lochern Futter gibt und wie sie daran gelangen kénnen, wurden alle Lécher mit
Futterpellets bekddert. Hatte eine Ratte in weniger als den vorgegebenen
10 min bereits 6 oder 7 Pellets aus den Léchern entfernt, wurde der Ubungs-
durchlauf vorzeitig beendet. Zum einen geschah dies, um die Futterdepri-
vierung nicht aufzuheben, zum anderen um den Ratten, die diese komplizierte
Bewegung langsamer lernten, keinen zu groBen Nachteil zu verschaffen.

Vor den eigentlichen Trials im Holeboard wurden Basiswerte der Dialysate auf-
gezeichnet. Unmittelbar vor jedem Trial wurde das Sammelgefall ausgetauscht,
so dass jedes Dialysat einen vollstandigen Trial im Holeboard und den an-
schlieBenden bis zu den vollen 15 min Sammlungszeit verbleibenden Zeitraum
erfasste. Die Dialysate wurden unmittelbar nach dem Austauschen in den Au-
toinjektor des HPLC-Systems gegeben und auf ihre Inhalte hin analysiert. Ka-
wahara et al. (2001) fanden nach der Applikation verschiedener Substanzen
(NMDA, Kainat, Idazoxan, Propranolol) in den Locus coeruleus im mPFC
Konzentrationsanderungen fur DA und NA (ber wenigstens 60 min. Daher
erscheint es richtig, die Sammlungszeit von 15 min als sinnvoll flr die Regis-
trierung von Anderungen der Neurotransmitterkonzentrationen zu betrachten.

Ein Versuchsdurchgang im Holeboard lief auf folgende Weise ab. FUnf Ldcher
wurden zufallig ausgewahlt (mit zwei Wurfeln, bei 6 x 6 Léchern je einer fur
eine Koordinate) oder nach dem festgelegten Muster mit Futterpellets
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bekddert. Der Probenbehdlter wurde nach den abgelaufenen 15 min
Sammlungszeit durch einen neuen ersetzt. Unmittelbar darauf wurde das Tier
durch die Schleuse vom Warteraum in den Experimentierteil des Holeboards
geschickt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Verbindung zur
Mikrodialyse-Pumpe erhalten blieb. Betrat die Ratte das eigentliche Holeboard,
wurden die Holeboard- und die Videoaufzeichnungen gestartet. Der Zeitraum
des Experimentes war auf 240 s begrenzt. Die Aufzeichnungen wurden
entweder nach Ablauf dieser Zeit oder wenn die Ratte alle Pellets gefunden
hatte gestoppt. Unmittelbar danach wurde das Tier aus dem eigentlichen
Holeboard mit Hilfe des Handlingstuches entfernt und in den davor gelegenen
Warteraum uberfuhrt. Hier verblieb die Ratte unbeeinflusst bis zum Start des
nachsten Trials und dem davor erfolgenden Austausch des Probenbehalters.

Das einzelne Experiment erstreckte sich in Anlehnung an andere Arbeiten
(Uzakov et al., 2005; Korz und Frey 2007; Makhracheva-Stepochkina et al.,
2008) Uber 3 Tage: 5 Trials wurden am ersten Tag durchgefihrt, 4 am zweiten
und ein Lauf am dritten Tag. Am Ende jedes Versuchstages verblieb das Tier
fir die 15 min eines weiteren zu sammelnden Dialysates im Warteraum des
Holeboards. Da der letzte Trial des Tages (5., 9., 10.) jeweils nach maximal
4 min beendet ist, sich dem noch weitere 11 min verbleibender Sammelzeit
dieses Dialysates anschlieBen, verbringt das Tier die nachsten 26 bis maximal
knapp 30 min nach dem letzten Trial noch im Warteraum des Holeboards.

Die Tiere der Kontrollgruppen verblieben wahrend ihrer kompletten
Versuchszeit, d.h., wahrend der Sammlung der Dialysate, im Warteraum vor
dem Holeboard. Sie hatten, wie die anderen Gruppen auch, keinen Zugang zu
Wasser und erhielten wahrend dieser Zeit auch keine Nahrung. Sie verbrachten
den groBten Teil dieser Zeit schlafend.

Bei dem Teil der Verhaltensversuche, bei denen in den PFC eine Injektion mit
spezifischen Blockersubstanzen erfolgte, wurde, bis auf die folgende Beschrei-
bung, wie eben erwahnt vorgegangen. Nach abgeschlossener Aufnahme der
Basiswerte wurde unmittelbar vor dem ersten Trial im Holeboard die intakte
Mikrodialysesonde durch eine ohne Membran ausgetauscht. Dadurch war es
maoglich, dem Tier in den PFC Substanzen in den gegebenen Konzentration zu
injizieren. Bei einem Teil der Versuche wurde 1 ul einer SCH 23390-Lésung
(Schering, Deutschland) in einer Konzentration von 10 ng/ul bei einer Ge-
schwindigkeit von 1 pl/2 min mit einer Hamilton-Spritze als DA-Rezeptor-
blocker injiziert. Bei anderen Experimenten wurde 1 pl einer Propranolol-
Losung als Blocker noradrenerger Rezeptoren ebenfalls in einer Konzentration
von 10 ng/pl mit einer Geschwindigkeit von 1 ul/2 min gegeben. Auch die Kon-
trollsubstanz, 1 pyl einer NaCl-Lésung, wurde in einer Konzentration von
10 ng/ul mit einer Geschwindigkeit von 1 pl/2 min injiziert. Nach der Appli-
kation verblieb die membranlose Mikrodialysesonde noch fur eine halbe Stunde
in der Fuhrungskanile, um eine Diffusion der Substanz weg von der Sonden-
spitze zu ermdglichen. Danach wurde wieder eine intakte Sonde eingesetzt und
der normale Versuchsablauf fortgesetzt.
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3.3.5 Analysen und Auswertung

Alle Probenbehdlter mit den gesammelten Dialysaten wurden nach jeweils
15 min ausgetauscht. Die Dialysate wurden unmittelbar (innerhalb 1 min) in
das HPLC-System in einem Volumen von jeweils 15 pl injiziert. Der Rest der
Dialysate verblieb im auf 7 °C abgeklhlten (um eine rasche Denaturierung der
Substanzen zu vermeiden) Autoinjektor, bis die korrekte Aufzeichnung des
Chromatogramms durch das HPLC-System abgeschlossen und die Analyse so-
mit erfolgreich war.

Das Sammeln der Dialysate erfolgte in den Tetanus-Versuchen bis 5 h post-
tetanisch. In den Verhaltensversuchen wurde das Sammeln bis etwa 30 min
nach dem Start des letzten Trials fortgesetzt. D.h., dass nach der Aufnahme
des letzten Trials ein weiteres Dialysat gesammelt wurde.

Nach dem Ende des Experimentes wurde die korrekte Position der Mikrodialy-
sesonde respektive der Flhrungskanile und des Stoppers im Zielgebiet histo-
logisch untersucht. Die Ratten wurden durch eine Uberdosis Nembutal artge-
recht und schnell getoétet. AnschlieBend wurden sie dekapitiert. Nach Entfer-
nung der Dentalzementkappe wurde das Gehirn sehr vorsichtig dem Schadel
entnommen. Das Gehirn wurde unmittelbar darauf in durch flissigem Stickstoff
auf ca. -30 °C heruntergeklihltem Isopentan schockgefroren. In einem auf
-18 °C geklihlten Mikrotom wurden von den Zielgebieten der Untersuchungen,
dem HC und dem PFC, 40 um dicke Schnitte angefertigt, auf Objekttrager auf-
gezogen und bei 37 °C auf einer Heizplatte getrocknet. Die Position der Flh-
rungskantle der Mikrodialysesonde wurde durch ein Lichtmikroskop verifiziert.

Die Induzierung von early- und late-LTP in den HC durch die hier benutzten
Reizparadigma des Tractus perforans sind sehr gut dokumentiert (Seiden-
becher et al., 1995 und 1997; Frey et al., 2001 und 2003; Uzakov et al., 2005;
Korz und Frey 2007; Makhracheva-Stepochkina et al., 2008). Um die elektro-
chemischen Anderungen untersuchen zu kénnen, die die Auslésung und Erhal-
tung einer solchen hippocampalen LTP begleiten, wurden die beschriebenen
Stimulationsparadigma verwendet.

Von mir durchgeflihrte Vorversuche mit paralleler Implantation von Reizelek-
trode, Ableitelektrode und Mikrodialysesonde bestdtigten die Resultate der
oben erwahnten Arbeiten. Da die gleichzeitige Implantation von Ableitelektrode
und Flhrungskanile im HC durch den notwendigerweise sehr geringen Abstand
zwischen beiden extrem zeitaufwendig ist und vor allem einen hohen Tierver-
brauch durch einen sehr hohen Prozentsatz an misslungenen Praparationen
verursacht, wurde auf diese Art der Versuchsdurchflihrung verzichtet.

Da die Neurotransmittersysteme des DA, NA und 5-HT im Gehirn auch in vielen
anderen Funktionen als bei den Lernvorgangen und der Ausbildung von LTP ei-
ne Rolle spielen, ist die Konzentration dieser Substanzen in einem bestimmten
Hirnareal wohl niemals Uber einen langeren Zeitraum konstant. Deshalb wurde
den Tieren in beiden Versuchen (HC und PFC) jeweils eine Zeitspanne von 1 h
gegeben, um sich vom Handling, also dem Einsetzen der Mikrodialysesonde
und der Verbindung zur elektrischen Stimulation, zu erholen. 30 min nach dem
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Handling wurden 2 Dialysate aufgenommen. Diese sind in den Abbildungen
dargestellt. Die Konzentrationen der Neurotransmitter im nachsten Dialysat
wurden immer als Basiswerte angesehen und als 100 % flr jeden anderen
Wert gesetzt.

Die Konzentrationen fir jeden Neurotransmitter wurden in den Versuchen ulber
eine Sammlung von je 15 min bestimmt und als Prozentwert der Basis-
konzentrationen angegeben. Zusatzlich wurden die so erhobenen Daten jedes
Individuums als Prozentwert flr jeden Zeitpunkt festgestellt und einer statis-
tischen Berechnung unterworfen. Dazu wurde die ANOVA (Allgemeines Line-
ares Modell) mit wiederholten Messungen verwendet. Als Zwischensubjekt-
variablen wurden die einzelnen Gruppen und die Zeit als Innersubjektvariable
verwendet. Unterschiede bzw. Korrelationen wurden nur als signifikant dar-
gestellt, wenn p < 0,05 war. Die arithmetischen Mittelwerte und Standardfehler
sind in den Abbildungen angegeben.

Aufgrund der teilweise geringen Versuchstieranzahl in einzelnen Gruppen
wurde bisweilen auf die Anwendung der statistischen Methode ANOVA (s.
unten stehende Formel) verzichtet und stattdessen das statistische Mittel der
signifikanten Korrelation herangezogen. Hierbei wurde die Spearman-
Korrelation nach der weiter unten stehenden Formel angewandt. Dies geschah
besonders bei den Auswertungen zur Relevanz und Abhangigkeit der einzelnen
im Holeboard aufgezeichneten Verhaltensparameter untereinander und beziig-
lich der untersuchten Neurotransmitter.

ANOVA
(1) Nullhypothese Hy, :p =y, = .. =p,
(2)  Alternativhypothese: H, : 3i,j : u, # W,

. . . _ 1 <
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— —\2 — —\2
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4 Ergebnisse

4.1 Chromatogramme der HPLC

Die Auswertung der gesammelten Dialysate mit der HPLC lieferte eine Vielzahl
von Chromatogrammen, in denen, methodenbedingt, mehr oder weniger alle
im jeweiligen Dialysat vorkommenden Substanzen deutlich mit einem Peak in
Erscheinung traten. Um die interessierenden Neurotransmitter anhand ihrer
Retentionszeit zu erkennen, wurden in Vorversuchen eine Vielzahl von Test-
substanzen mit der HPLC analysiert. Dabei wurden auch Nebenprodukte der
interessierenden Neurotransmitter analysiert. Die Auswahl der Nebenprodukte
erfolgte aufgrund ihrer vermuteten Haufigkeit. Nicht alle dieser eingesetzten
Substanzen konnten in der Mehrzahl der Dialysate mit einem auswertbaren
Peak identifiziert werden. Daher wurde auf ihre Auswertung verzichtet.

Chromatogramm von Testsubstanzen Chromatogramm eines Beispielsdialysates
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5-HIAA
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verandert nach Neugebauer et al. Brain Res, 2009;1273:29-38.

Abbildung 4.1. Beispielchromatogramme. Chromatogramm A zeigt 8 in einer Mischung
injizierten Vergleichssubstanzen (MOPEG — 3-Methoxy-4-hydroxyphenylethylenglycol, NA —
Noradrenalin, DOPAC - 3,4-Dihydrophenylessigsaure, DA — Dopamin, HIAA - 5-
Hydroxyindolessigsaure, HVA — Homovanilinsaure, 3-MT — 3-Methoxythyramin, 5-HT —
Serotonin [jeweils in Konzentrationen von 4-10 pg/ul]). Das rechte Chromatogramm B
zeigt ein typisches Abbild eines Dialysates (NA — Noradrenalin, DA — Dopamin, 5-HT —
Serotonin).

Die Analyse der gesammelten Dialysate erfolgte mit Hilfe der elektrochemi-
schen Detektion der HPLC (s.Seite 37). In Abbildung 4.1 sind zwei Beispiel-
chromatogramme dargestellt. Im linken Chromatogramm sind 8 Testsubstan-
zen analysiert worden. Darunter die 3 interessierenden Neurotransmitter (DA,
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NA und 5-HT), aber auch Vorstufen und Abbauprodukte dieser Substanzen
(MOPEG, DOPAC, HIAA, HVA, 3-MT). Das rechte Chromatogramm zeigt ein
typisches Resultat der Mikrodialyse. Interessant ist, dass der negative Peak
sich nur in den Dialysaten nicht aber in der ins Gehirn gepumpten Ersatz-
flussigkeit fand.

Die Sensivitat des verwendeten Setups betrug flir DA 13,06-32,64 nmol/l (oder
2-5 pg/ul), fur NA 11,82-23,64 nmol/l (oder 2-4 pg/pl) und flr 5-HT 45,40-
68,10 nmol/l (oder 8-12 pg/ul).

4.2 Neurotransmitter im Hippocampus

Im HC wurde einerseits die Auswirkungen der elektrophysiologischen
Stimulation auf die verschiedenen Neurotransmittersysteme naher untersucht.
Andererseits wurde versucht, entsprechende Veranderungen auch unter
nichtartifiziellen Bedingungen, also dem normalen Verhalten der Tiere beim
Suchen und Lernen im Holeboard, nachzuweisen.

4.2.1 Dopamin

Elektrophysiologische Stimulation

Die Abbildung 4.2 auf Seite 52 zeigt den Zeitverlauf der extrazelluldren
Konzentration von DA im HC.

Die Basalwerte des hippocampalen DA lagen flr die elektrophysiologisch
stimulierten Tiere im Bereich von 151,39 + 8,03 nmol/I oder
23,19 £ 1,23 pg/ul (arithmetischer Mittelwert aller Tiere dieser Gruppen und
Standardfehler).

Der Signifikanztest zeigte einen Unterschied der DA-Konzentrationen zwischen
den Zeitverlaufen der einzelnen Gruppen [F(2,34) = 4,5979, p < 0,05].
Paarweise post-hoc-Tests fanden Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe
und der schwach und der stark tetanisierten Gruppe sowie zwischen der
schwach und der stark tetanisierten Gruppe. Es gibt keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe ohne jegliche elektrophysiologische
Stimulation und den Werten der Basislinie.

Nach der Induktion eines schwachen Tetanus, der Ublicherweise zur Ausbildung
einer early-LTP flhrt, gab es einen signifikanten und schnellen Anstieg des DA.
Diese Erh6hung der Konzentration hielt fir etwa 1 h an. Etwa 2 h nach dem
Tetanus erreichte die Konzentration des DA wieder die GroBe der Basiswerte
und zeigte auch nicht Ianger signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe.
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Die Zeitverlauf der DA-Konzentration der stark tetanisierten Gruppe, die
Ublicherweise eine late-LTP ausbildet, zeigte einen sehr &hnlichen initialen
Anstieg wie die schwach tetanisierte Gruppe. Jedoch ist der Anstieg der
Konzentration gréBer und hielt auch mehr als 4 h posttetanisch an, bevor er
wieder zur Basislinie abfiel.

Dopamin Noradrenalin
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Abbildung 4.2. Zeitverlauf der Konzentration der extrazelluldaren, hippocampalen
Neurotransmitter in Abhangigkeit der Stimulation Gber den Tractus perforans. A. DA. B.
NA. C. 5-HT. Die Sterne hinter den Gruppen geben signifikante Unterschiede zu den
anderen Gruppen an bei p < 0,05. Die Plus-Symbole weisen signifikant unterschiedliche
Einzelwerte aus (p < 0,05).

Verhaltensbedingte Anderungen

Die im Holeboard durchgefihrten Verhaltensversuche bei gleichzeitiger
Mikrodialyse ergaben flr die Konzentration des extrazellularen DA im HC den in
Abbildung 4.3 auf Seite 55 dargestellten Verlauf.
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Die Basalwerte des hippocampalen DA lagen fir die nicht elektrophysiologisch
stimulierten Tiere im Bereich von 170,29 £ 7,07 nmol/I oder
26,09 £ 1,08 pg/ul (arithmetischer Mittelwert aller Tiere dieser Gruppen und
Standardfehler) und erreichte damit ahnliche Werte wie die stimulierten Tiere.

Ebenfalls wie bei den Aufzeichnungen fir NA und 5-HT ist bei DA eine aktivi-
tatsabhangige Konzentrationsanderung erkennbar. Nach der Verbindung der
Tiere mit dem Mikrodialysesetup sinken die Werte fir beide Gruppen rasch auf
den Basiswert.

In der auf ein konstantes Pelletmuster trainierten Gruppe steigt die DA-Kon-
zentration im 1. Trial auf etwa 120 % des Ausgangswertes. Im 2. bis 5. Trial
werden konstant Werte knapp unter 150 % des Basiswertes erreicht. Nach
dem 5. Trial sinkt die Konzentration auf ca. 105 % rasch ab. Am 2. Versuchstag
wird eine DA-Konzentration von etwa 150 % bereits im 6. Trial, dem ersten des
Tages, erreicht. Geringfligig hdhere bis Uber 155 % werden im 7. und 8. Trial
erreicht. Im 9 Trial sinkt die Konzentration unter den Wert des 6. Trials auf
etwa 140 %. Der Messwert nach dem 9. Trial sinkt wiederum auf ca. 105 %.
Am 3. Versuchstag, im 10. Trial wird nur ein Wert von ungefahr 130 % des
Ausgangswertes erreicht.

Bei der auf ein zufalliges Verteilungsmuster trainierten Gruppe ist der Verlauf
der Konzentration des extrazellularen DA prinzipiell ahnlich dem der auf ein
konstantes Muster trainierten Gruppe. Jedoch sind in der ersteren die
Standardfehler deutlich geringer, der Kurvenverlauf gleichmaBiger.

Auch hier sinkt die Konzentration nach Verbindung mit dem Mikrodialysesetup
rasch auf den Ausgangswert. Im 1. Trial wird eine Anderung der Konzentration
auf ca. 120 % erreicht. Diese steigert sich bis zum 5. Trial nur geringfligig aber
stetig auf etwa 125 % des Basiswertes. Nach dem 5. Trial erfolgt eine rasche
Verringerung der Konzentration auf ca. 100 %. Ahnlich ist der Verlauf am 2.
Versuchstag. Nur wird hier die Maximalkonzentration von ca. 125 % bereits im
ersten Trial des Tages, dem 6., erreicht. Ebenso schnell verringert sich die
Konzentration nach dem 9. Trial wiederum auf 100 %. Analog ist der Verlauf
mit dem Anstieg auf 125 % und dem Abfall auf 100 % am 3. Tag.

Die dargestellte Ubersicht aller im HC untersuchter Neurotransmitter wéhrend
der Holeboardversuche mit konstantem Verteilungsmuster der Pellets zeigt
eine deutliche Aktivitatsabhangigkeit der Konzentrationsanderungen. Wahrend
der einzelnen Trials sind die Konzentrationen deutlich erhéht und verringern
sich danach immer wieder auf die Ruhe- respektive Ausgangswerte.

Ahnliches gilt fur die gezeigten hippocampalen Konzentrationen der Neuro-
transmitter wahrend der Holeboardversuche mit zufalligem Pelletmuster. Auch
hier ist deutlich eine aktivitatsabhangige Komponente zu erkennen, wahrend
eine kognitive Anderung nicht offensichtlich ist.

Der Signifikanztest zeigte einen Unterschied der DA-Konzentrationen zwischen
den Zeitverlaufen der Gruppe mit konstantem Pelletmuster und der Kontroll-
gruppe [F(2,21) = 4,098; p < 0,05]. Es gibt keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und der ein zufalliges Pelletmuster suchenden
Gruppe sowie zwischen den Testgruppen.
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4.2.2 Noradrenalin

Elektrophysiologische Stimulation

Das Diagramm B der Abbildung 4.2 zeigt den Zeitverlauf der extrazellularen
Konzentration von NA im HC nach elektrophysiologischer Stimulation.

Die Basalwerte des hippocampalen NA lagen bei 133,05 £+ 18,09 nmol/l oder
22,51 + 3,06 pg/ul (arithmetischer Mittelwert aller Tiere dieser Gruppen und
Standardfehler) fur die elektrophysiologisch stimulierten Tiere.

Nach der Induktion eines schwachen tetanischen Stimulus, der Ublicherweise
zu einer early-LTP fuhrt, verringert sich die NA-Konzentration schnell auf etwa
60 % des mittleren Basiswertes. Daraufhin folgt ein langsamer aber stetiger
Anstieg bis die Konzentration ca. 3 h nach der schwachen Tetanisierung das
Niveau der Kontrollgruppe erreicht wird. Im weiteren Zeitverlauf sind beide
Kurven nahezu identisch.

Im Gegensatz dazu verursacht die Induktion eines starken Tetanus, der Ub-
licherweise zu einer late-LTP flihrt, einen sehr raschen Anstieg der NA-Konzen-
tration bis zu etwa 200 % der Basiswerte. Dem folgt eine sehr langsame Ver-
ringerung der Konzentration bis ca. 5 h nach dem starken Tetanus die Konzen-
tration der Kontrollgruppe erreicht wird.

Es gibt signifikante Unterschiede zwischen den Zeitverlaufen der NA-Konzen-
trationen der einzelnen Gruppen [F(2,34) = 5,4967; p < 0,05] mit signifikan-
ten post-hoc-Tests zwischen der Kontrollgruppe, der schwachen und der star-
ken Tetanus-Gruppe und zwischen der schwachen und der starken Tetanus-
Gruppe. Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe
ohne jegliche elektrophysiologische Stimulation und dem Basiswert zum Zeit-
punkt Null.

Verhaltensbedingte Anderungen

Die im Holeboard durchgefihrten Verhaltensversuche bei gleichzeitiger
Mikrodialyse ergaben flr die Konzentration des extrazelluldren NA im HC den in
Diagramm B der Abbildung 4.3 auf Seite 55 dargestellten Verlauf.

Die Basalwerte des hippocampalen NA lagen fir die nicht elektrophysiologisch
stimulierten Tiere bei 124,83 = 16,78 nmol/l oder 21,12 + 2,84 pg/ul (arith-
metischer Mittelwert aller Tiere dieser Gruppen und Standardfehler) und damit
unwesentlich geringer als bei den stimulierten Tieren. Die Konzentration des
NA steigt wahrend des ersten Trials auf etwa 120 % des Basiswertes. Vom 2.
bis zum 5. Trial liegen die Werte relativ dicht bei 150 % des Basiswertes. Nach
dem letzten Trial des Tages sinkt die Konzentration wieder auf den Ausgangs-
wert. Die Werte der 4 Trials des zweiten Versuchstages ahneln in ihrem Verlauf
und ihrer GréBe (< 150 %) stark den Werten des 2. bis 5. Trials.
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Abbildung 4.3. Zeitverlauf der Konzentration der extrazellularen, hippocampalen
Neurotransmitter wahrend der Holeboardversuche. Die Sterne hinter den Gruppen geben
signifikante Unterschiede zu den anderen Gruppen an (p < 0,05).

Auch nach dem 9. Trial sinkt die Konzentration wieder auf den Ausgangswert.
Die Konzentration des 10. Trials liegt bei GUber 150 % des Basiswertes. Hier ist
der Anstieg gegenlber den ersten beiden Versuchstagen, bei denen 1. und 6.
Trial geringere Werte aufwiesen, wesentlich steiler. Nach dem 10. Trial sinkt die
Konzentration des NA auf ca. 110 % des Ausgangswertes.

Der Zeitverlauf der Konzentration des extrazellularen, hippocampalen NA bleibt
bei zufdlligen Pelletmustern gegentber den Werten bei konstanten Mustern
nahezu unverandert. Beide Kurven ahneln sich in ihrem Verlauf sehr. Jedoch
erreichen die Werte flr die zufalligen Muster maximal etwa 120 % des Basis-
wertes gegenuber ca. 150 % flr die konstanten Muster. Es gibt signifikante
Unterschiede zwischen den Zeitverlaufen der NA-Konzentrationen der einzelnen
Gruppen [F(2,21) = 15,321; p < 0,05] mit signifikanten post-hoc-Tests
zwischen der Kontrollgruppe und der konstanten Muster-Gruppe sowie
zwischen der zufalligen und der konstanten Muster-Gruppe.
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4.2.3 Serotonin

Elektrophysiologische Stimulation

Der Zeitverlauf der extrazellularen Konzentration von 5-HT im HC nach
elektrophysiologischer Stimulation ist in Abbildung 4.2 auf Seite 52 dargestellt.

Die Basalwerte des hippocampalen 5-HT lagen flr die elektrophysiologisch
stimulierten Tiere bei 367,11 £ 50,05 nmol/l oder 64,69 + 8,82 pg/ul (arith-
metischer Mittelwert aller Tiere dieser Gruppen und Standardfehler) und damit
in ahnlichen Bereichen wie die stimulierten Tiere.

Es gibt eine langsame aber stetige Verringerung der 5-HT-Konzentration in
allen Gruppen. Auch und besonders deutlich wird dies in der Kontrollgruppe
ohne jegliche elektrophysiologische Stimulation. Die 5-HT-Konzentration er-
reicht nach 5 h etwa 70 % des mittleren Basiswertes.

Nach der Applikation eines schwachen Tetanus, der Ublicherweise zu einer
early-LTP fuhrt, erhéht sich die Konzentration von 5-HT auf etwa 130 % des
Basiswertes. Dem folgt eine sehr langsame Verringerung, bis nach ca. 3 h der
Zeitverlauf der Kontrollgruppe erreicht wird.

In den ersten 30 min nach der Applikation eines starken Tetanus, der
Ublicherweise zu einer late-LTP flhrt, sinkt die Konzentration auf etwa 90 %
des Basiswertes ab, jedoch noch unter die Konzentrationen zu den gleichen
Zeitpunkten in der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied ist zwar im gewahlten
Signifikanzniveau nicht signifikant zu den Basiswerten, jedoch zu den Werten
des schwachen Tetanus. Zwischen der 30. und der 60. posttetanischen Minute,
dem Zeitraum der nachsten beiden Dialysatsammlungen, steigt die 5-HT-
Konzentration stark an. Die Werte beider Messungen liegen mit 170 %
signifikant (p < 0,05) hoéher als die Basiswerte. Danach sinkt die 5-HT-
Konzentration beinahe ebenso rasch wieder ab und ist im weiteren Zeitverlauf
nahezu identisch mit der langsam absinkenden Kurve der Kontrollgruppe.

Der Signifikanztest fand einen Unterschied zwischen den Zeitverlaufen der
5-HT -Konzentrationen zwischen den Gruppen [F(2,34) = 2,4017, p < 0,05].
Post-hoc-Tests zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen der schwach
tetanisierten und der Kontrollgruppe. In der stark tetanisierten Gruppe
unterschieden sich nur die beiden hochsten Werte signifikant von der
Kontrollgruppe.

Verhaltensbedingte Anderungen

Die im Holeboard durchgefihrten Verhaltensversuche bei gleichzeitiger
Mikrodialyse ergaben fir die Konzentration des extrazellularen 5-HT im HC den
in Abbildung 4.3 auf Seite 55 dargestellten Verlauf.

Die Basalwerte des hippocampalen 5-HT lagen fir die nicht elektrophysiolo-
gisch stimulierten Tiere bei 371,07 £ 38,29 nmol/l oder 65,39 + 6,74 pg/ul
(arithmetischer Mittelwert und Standardfehler).



4.2 Neurotransmitter im Hippocampus 57

Auch hier zeigt sich, ahnlich wie flir NA, eine eher aktivitatsabhangige
Anderung der 5-HT-Konzentration. Bei zufdlligem wie bei konstantem
Pelletmuster verringern sich die Konzentrationen rasch nach dem AnschlieBen
der Tiere an das Mikrodialysesetup und dem Beginn der Aufzeichnungen.

Bei den Tieren, die auf ein konstantes Pelletmuster trainiert worden, wird
bereits in Trial 1 eine 5-HT-Konzentration von etwa 130 % des Basiswertes
erreicht. Im 3. Trial wird mit ca. 150 % das Maximum erreicht. Danach fallt
zum 5. Trial die Konzentration leicht zu etwa 140 % des Basiswertes ab. Der
nach dem 5. Trial gemessene Wert liegt im Durchschnitt deutlich unter dem
Ausgangswert sowie dem Wert der Kontrollgruppe fur diesen Zeitpunkt. Der 2.
Versuchstag, Trials 6 bis 9, zeigt einen ahnlichen Verlauf wie der erste Tag.
Jedoch steigt im 6. Trial die Konzentration des 5-HT sofort auf etwa 140 % des
Basiswertes. Sie schwankt in den nachsten Trials um diesen Wert, sinkt
allerdings auch nach dem letzten Trial rasch auf eine Konzentration knapp
unter dem Ausgangswert. Am 3. Versuchstag, im 10. Trial ist der Konzentra-
tionsverlauf analog; rascher Anstieg von ca. 100 % auf etwa 140 %, danach
rascher Abfall auf ungefahr 90 % des Basiswertes.

Bei den auf ein zufalliges Verteilungsmuster der Pellets trainierten Tiere ist
sehr ahnlich dem Verlauf bei konstantem Muster ebenfalls ein langsamer
Anstieg im Verlauf des 1. Trials auf ca. 120 % zu verzeichnen. Dieser setzt
sich, allmahlich schwacher werdend, bis zum 5. Trial (etwa 140 % des
Basiswertes) fort. Nach dem letzten Trial des Tages erfolgt eine Verringerung
der 5-HT-Konzentration auf knapp unter 100 % des Ausgangswertes. Der
Verlauf des zweiten Tages dhnelt dem des ersten. Nur erfolgt der Anstieg im 6.
Trial auf ungefahr 130 % und erhdht sich bis zum 9. Trial auf etwa 140 %.
Danach sinkt die Konzentration auf ca. 90 %. Der Verlauf am 3. Tag ist analog
zum 2. Tag.

Der Signifikanztest fand einen Unterschied zwischen den Zeitverlaufen der
5-HT-Konzentrationen zwischen den Gruppen [F(2,21) = 12,898; p < 0,05].
Post-hoc-Tests zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen beiden
Testgruppen und der Kontrollgruppe.

4.3 Neurotransmitter im PFC

4.3.1 Dopamin

Die Basalwerte des prafrontalen DA lagen flr die untersuchten Tiere im Bereich
von 220,34 + 11,41 nmol/l oder 33,75 + 1,75 pg/ul (arithmetischer Mittelwert
aller Tiere dieser Gruppen und Standardfehler) und damit héher als im HC.

Am zweiten Tag des Versuches sind die Basiswerte denen des ersten Tages
sehr ahnlich. Die DA-Konzentration steigt im Lauf 6 auf etwas lGber 100 % an.
Danach erhdht sich die Geschwindigkeit des Anstiegs. Im Lauf 7 betragt die
Konzentration des DA bereits 120 % des Basiswertes, im Lauf 9 dann etwa
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130 %. Der Kontrollwert nach dem 9. Trial pendelt sich wieder um den
Ausgangswert ein. Auffallend ist die an diesem Versuchstag gegeniber dem
ersten deutlich geringere Standardabweichung.

Eine auffallend groBe Standardabweichung zeigen die Basiswerte am 3.
Versuchstag. Geringer sind die Abweichungen dann bei den beiden letzten
Messwerten, dem 10. Trial und dem Kontrollwert nach dem 10. Lauf. Der
wahrend des 10. Laufs aufgenommene Messwert liegt bei etwa 120 %, der
anschlieBende Kontrollwert wiederum bei etwa 100 % des Basiswertes des
ersten Versuchstages. Der Zeitverlauf der Konzentration des DA im PFC bei
einem zufalligen Verteilungsmuster der bekdderten Lécher des Holeboards ist
weniger klar durch die einzelnen Trials beeinflusst als bei den trainierten
Tieren. Die wesentlich gréBeren Standardabweichungen sind die Ursache dafir,
dass sich keine deutlichen Trends ablesen lassen. Der Zeitverlauf der DA-
Konzentration im PFC ist im Diagramm der Abbildung 4.4 auf Seite 59
dargestellt. Wieder wird von einem Basiswert ausgegangen, dessen
Sammelzeitraum unmittelbar vor dem ersten Lauf im Holeboard endet. Alle
anderen Messungen des einzelnen Tieres beziehen sich auf diesen, als 100 %
gesetzten Wert. Die Kurve der suchenden Ratten mit einem konstanten
Verteilungsmuster der Futterpellets steigt allmahlich und mit gréBer werdender
Standardabweichung bis auf etwa 120 % des Basiswertes in den Laufen 4 und
5 an. Der Kontrollwert nach dem letzten Trial des Tages erreicht nur noch etwa
105 %. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden
nicht gefunden.

4.3.2 Noradrenalin

Der Zeitverlauf der NA-Konzentration im PFC wahrend der Holeboard-Versuche
ist in Abbildung 4.4 auf Seite 59 dargestellt.

Die Basalwerte des prafrontalen NA lagen fir die untersuchten Tiere im Bereich
von 144,63 £ 21,45 nmol/l oder 24,47 £ 3,63 pg/ul (arithmetischer Mittelwert
aller Tiere dieser Gruppen und Standardfehler) und damit etwas hoher als im
HC.

Bei den Versuchen mit einem zufalligen Verteilungsmuster der Futterpellets
kommt es wdhrend und nach dem ersten Trial zu einem Abfall der NA-
Konzentration auf etwa 90 % des Basiswertes. Dieses Level wird bis zum
letzten Trial des Versuchstages gehalten und steigt dann im Kontrollwert
wieder auf knapp unter 100 %. Der Basiswert des zweiten Tages liegt auch
nahe 100 %. In den anschlieBenden Laufen 6 bis 9 steigt die Konzentration des
NA erst auf etwa 105 % (Lauf 7) an und sinkt dann auf etwa 90 % (8 und 9)
ab. Der abschlieBende Kontrollwert besitzt eine deutlich vergréBerte Standard-
abweichung. Am dritten Versuchstag liegt der Basiswert bei etwa 90% des
Ausgangswertes. Wahrend des 10. Trials und der abschlieBenden Messung
andert sich die Konzentration des NA kaum. Allgemein sind bei diesen Messun-
gen die Standardabweichungen im Vergleich mit den Werten der Versuche mit
konstantem Verteilungsmuster deutlich gréBer.
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Abbildung 4.4. Zeitverlauf der Konzentrationen der extrazellularen, prafrontalen
Neurotransmitter wahrend der Holeboardversuche.

Bei der Betrachtung des Zeitverlaufs der NA-Konzentration im PFC bei konstant
bekdderten Holeboardldchern fallt als erstes die geringere Standardabweichung
auf. Wahrend und nach dem ersten Lauf sinkt die Konzentration des NA auf
etwa 80 % des Basiswertes ab. Bis zu Beginn des 5. Trials steigt die
Konzentration auf ca. 95 % an. Im und nach dem 5. Trial steigt die NA-
Konzentration auf etwa 115 % des Basiswertes an, um im anschlieBenden
Kontrollwert wieder auf etwa 95 % abzusinken.

Am zweiten Tag des Versuches liegt die Ausgangskonzentration wieder nahe
100 % des Basiswertes. Von Trial 6 bis einschlieBlich des 9. Trials liegt die
Konzentration des NA bei nahezu 120 % des Basiswertes. Der anschlieBende
Kontrollwert betragt dagegen nur noch etwa 80 %. Am letzten Versuchstag
liegt der Basiswert bei knapp Uber 100 % des Ausgangswertes. Der zehnte
Trial verursacht ein leichtes Absinken des NA auf etwa 100 %. Der abschlieBen-
de Kontrollwert hat nahezu die gleiche GroBe.

Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden nicht
gefunden.
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4.3.3 Serotonin

Der Zeitverlauf der 5-HT-Konzentration im PFC wahrend der Holeboard-
Versuche ist in Abbildung 4.4 auf Seite 59 dargestelit.

Die Basalwerte des prafrontalen 5-HT lagen fir die untersuchten Tiere im
Bereich von 426,22 £ 71,07 nmol/l oder 75,11 £ 12,52 pg/ul (arithmetischer
Mittelwert aller Tiere dieser Gruppen und Standardfehler) und damit héher als
im HC.

Klar zu erkennen ist, dass es zwischen den Ergebnissen der suchenden Tieren
nur marginale Unterschiede zwischen den Versuchen mit einem konstanten
und einem zufélligen Verteilungsmuster der Futterpellets gibt. Beide
Konzentrationskurven sinken wahrend des ersten Trials auf etwa 85 % des
Basiswertes ab. Diese Konzentration wird bis zum 5. Trial gehalten. Der nach
dem letzten Lauf des Tages aufgenommene Kontrollwert erreicht in beiden
Teilversuchen wieder Werte um den Basiswert. Zwischen den beiden Gruppen
gibt es bis zu diesem Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede.

Am zweiten Tag des Versuches starten beide Gruppen, zufalliges und festes
Verteilungsmuster der Futterpellets, mit Werten nahe 100 % des Basiswertes
des Vortages. In beiden Gruppen sinken die 5-HT-Konzentrationen mit dem
Versuchsbeginn im 6. Trial auf Werte um 80 % des Basiswertes. Die Konzentra-
tion bleibt bis zum 9. Trial auf diesem Niveau erhalten. Die Messung des Kon-
trollwertes nach dem letzten Trial des Tages erbringt in beiden Gruppen eine
deutlich héhere Standardabweichung bei einem Mittelwert von etwa 90 % in
beiden Gruppen.

Der dritte Tag zeigt in beiden Gruppen eine leicht erhéhte Basiskonzentration
des 5-HT von 105-110 % des Basiswertes des ersten Versuchstages. Dem folgt
im Verlauf des 10. und letzten Trial des Versuches ein deutlicher Abfall der
Konzentration auf etwa 80 % des Basiswertes. In beiden Gruppen ist ein
leichter Anstieg auf ca. 90 % des Basiswertes bei der Kontrolle nach dem
einzigen Lauf im Holeboard an diesem Versuchstag zu verzeichnen.

Der Zeitverlauf der 5-HT-Konzentration im PFC der Gruppe der suchenden Tiere
mit einem konstanten Verteilungsmuster der Futterpellets unterscheidet sich
nur sehr gering von der Gruppe mit einem zufalligen Muster.

Der Signifikanztest fand einen Unterschied zwischen den Zeitverldufen der
5-HT-Konzentrationen zwischen den Gruppen [F(2,38) = 5,080; p < 0,05].
Post-hoc-Tests zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Test-
gruppen und der Kontrollgruppe.
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4.4 Antagonisten der Neurotransmitter

4.4.1 SCH 23390
Cl
N — CH.
HO
H"")

Abbildung 4.5. Strukturformel von SCH 23390.

SCH 23390 (SCH = Schering) oder 7-chloro-3-methyl-1-phenyl-1,2,4,5-tetra-
hydro-3-benzazepin-8-ol ist ein spezifisch auf D1-Rezeptoren wirkender DA-
Rezeptor-Antagonist. Diese Substanz hat keine oder nur sehr begrenzte Effekte
auf DA-D2-Rezeptoren Dagegen wurden allgemein beruhigende Effekte, Hem-
men konditionierter Vermeidungsantworten, sowie die Verschlechterung der
Gedachtnisleistung nachgewiesen. SCH 23390 blockiert die kognitiven Beein-
trachtigungen, die durch Stress bei Affen und Ratten ausgelést wurden
(Murphy et al., 1994, 1996a und b; Arnsten und Goldman-Rakic, 1998). DA ist
somit moglicherweise ein wichtiger Vermittler flir Stressreaktionen.

SCH 23390 wurde in einem Teil der Versuche als DA D1-Rezeptor-Antagonist
eingesetzt. Dazu wurde jeweils am zweiten und dritten Versuchstag nach dem
Sammeln des taglichen Basiswertes die Mikrodialysesonde gegen eine ohne
distaler semipermeabler Membran getauscht. Durch diese wurde dann
unmittelbar vor Trial 6 bzw. Trial 10 1 pl einer SCH 23390-L6sung in einer Kon-
zentration von 10 ng/ul mit einer Geschwindigkeit von 1 pl/2 min direkt in das
Zielgebiet des PFC injiziert. Details hierzu siehe am Ende des Kapitel 3.3.4 auf
Seite 47 aufgeflihrt. Nach der Applikation des SCH 23390 wurde der normale
Versuchsablauf fortgesetzt.

Dopamin

Die Auswirkungen auf die DA-Konzentration werden im Diagramm A der
Abbildung 4.6 deutlich. Wa&hrend die Basiswerte vor der Injektion wvon
SCH 23390 bei 100 % des Ausgangswertes lagen, verringerte sich die Konzen-
tration von DA im PFC danach auf ca. 50 %. Diese Gr6Be blieb Uber alle
Messwerte des zweiten Tages erhalten. Zu Beginn des dritten Tages war die
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Konzentration wieder bei 100 % des Ausgangswertes. Nach erneuter Injektion
von SCH 23390 fiel der Wert wieder auf 50 % der Ausgangskonzentration,
stieg jedoch wahrend des 10. Trials auf etwa 70 % an. Der abschlieBende
Kontrollwert lag bei etwa 60 %.Ganz ahnlich ist der Verlauf der DA-
Konzentration im Zusammenhang mit der Injektion von SCH 23990 bei
Versuchen mit zufallig verteilten Futterpellets (blaue Dreiecke des Diagramms
A der Abbildung 4.6). Allerdings sinkt hier die Konzentration des extrazellu-
laren DA auf teilweise 30 % der Ausgangskonzentration ab.
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Abbildung 4.6. Zeitverlauf der Konzentrationen der extrazelluldren, prafrontalen
Neurotransmitter wahrend des Holeboardversuches unter Applikation von SCH 23390 in
den ipsilateralen PFC unmittelbar vor dem 6. und dem 10. Trial (Pfeile).

Zwischen der Kontrollgruppe und den beiden Testgruppen gab es in den
Zeitverlaufen der DA-Konzentrationen signifikante Unterschiede [F(2,13)
7,107; p < 0,05]. Zwischen den Testgruppen gab es keine signifikanten Unter-
schiede.



4.4 Antagonisten der Neurotransmitter 63

Noradrenalin

Eine deutliche Anderung in der Konzentration des NA nach der Applikation von
SCH 23390 zeigt das Diagramm B der Abbildung 4.6. Unmittelbar nach der
Applikation steigt der die Konzentration des NA auf etwa 140 % in beiden Test-
gruppen. Die NA-Konzentration steigt maximal bis auf Werte nahe 200 % des
Ausgangswertes. Bei keinem anderen Versuchsteil wurden im PFC so hohe
Konzentrationen erreicht. Auch in der relativen Ruhephase nach dem letzten
Trial des zweiten Versuchstages liegen die Konzentrationen beider Gruppen
noch bei 140 bis 150 % der Basiswerte. Uneinheitlicher ist der dritte Tag bei
beiden Gruppen. In der Gruppe des konstanten Pelletmusters steigt die NA-
Konzentration auf 130 % im 10. Trial und auf 170 % nach dem 10. Trial an.
Dagegen liegt der Basiswert des dritten Versuchstages bei den Tieren mit ein-
em zufalligen Pelletmuster bei etwa 80 % des Ausgangswertes. Die NA-Kon-
zentration steigt im 10. Trial nur auf etwa 90 % und nach dem 10. Trial auf
100 % des Ausgangswertes. Auffallig sind in diesem Zusammenhang die
auBergewdhnlich groBen Standardabweichungen in der Gruppe mit einem zu-
falligen Muster. Das spricht eher flur einen Verlauf dhnlich dem der Konzen-
tration in der Gruppe mit konstantem Pelletmuster.

Zwischen der Kontrollgruppe und der Testgruppe mit einem konstanten
Pelletmuster gab es in den Zeitverlaufen der NA-Konzentrationen signifikante
Unterschiede [F(2,13) = 7,071; p < 0,05]. Zwischen den Testgruppen gab es
keine signifikanten Unterschiede.

Serotonin

Weit weniger deutlich sind die Auswirkungen der Injektion von SCH 23390 auf
die extrazellulare Konzentration von 5-HT (Diagramm C der Abbildung 4.6). Bei
den Versuchen mit konstantem Verteilungsmuster der Futterpellets und
injiziertem SCH 23390 ahnelt der Zeitverlauf der 5-HT-Konzentration sehr dem
der gleichen Versuche ohne diese Injektionen. Die geringere Anzahl an unter-
suchten Tieren in der Antagonistengruppe verursacht die im Vergleich deutlich
vergroBerte Standardabweichung. Ahnliches ist fiir die Versuche mit zufélligem
Verteilungsmuster flr 5-HT und injiziertem SCH 23390 zu verzeichnen. Auch
hier gleicht der Zeitverlauf dem der Versuche ohne Injektionen. Wohl nur die
geringere Versuchstieranzahl lasst die Standardabweichungen gréBer werden.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nicht festgestellt
werden.
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4.4.2 Propranolol
/cﬂ_l?)
o) -~ "N~ “CH

Abbildung 4.7. Strukturformel des Propranolols

Propranolol oder auch 1-(isopropylamino)-3-(naphthalen-1-yloxy)propan-2-ol
ist ein nichtselektiver Blocker B-adrenerger Rezeptoren. Diese Substanz blok-
kiert die Effekte von NA an diesen B:- und B,-Rezeptoren. Nur das L-Proprano-
lol und nicht das D-Enantiomer hat die beschriebene Wirkung als Rezeptoran-
tagonist. Propranolol ist ein klnstlich hergestellter Stoff, der von James W.
Black in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts aus Vorstufen entwickelt wurde.
Diese Vorstufen, Dichloroisoprenalin und Pronethalol, sind ebenfalls f-adrener-
ge Rezeptorantagonisten, jedoch deutlich ineffektiver und im Falle des Prone-
thalol auch stark kanzerogen. James W. Black gelang der Einbau einer Oxyme-
thylen-Brucke in die Arylethanolamin-Struktur des Pronethalol. Dies hob nicht
nur die Kanzerogenitat auf, sondern verbesserte auch die Wirkung als Rezep-
torantagonist erheblich. Unter anderem flr diese Entwicklung erhielt James W.
Black 1988 den Nobelpreis. Propranolol wird sehr haufig bei der Behandlung
psychischer Erkrankungen eingesetzt. Aus diesem Anwendungsbereich ist auch
die effektive Plasmakonzentration (10-100 ng/ml) im Gehirn bekannt.

Propranolol wurde in einem Teil der Versuche als B-adrenerger Rezeptorblocker
eingesetzt. Dazu wurde jeweils am zweiten und dritten Versuchstag nach dem
Sammeln des taglichen Basiswertes die Mikrodialysesonde gegen eine mem-
branlose Sonde ausgetauscht. Dann wurde 1 pl einer Propranolol-Lésung in
einer Konzentration von 10 ng/upl mit einer Geschwindigkeit von 1 pl/2 min
direkt in das Zielgebiet des PFC injiziert. Details hierzu sind am Ende des Kapi-
tel 3.3.4 auf Seite 47 erlautert. Nach der Applikation des Propranolol wurde der
normale Versuchsablauf fortgesetzt.

Dopamin

In Abbildung 4.8 sind die Zeitverlaufe flr die untersuchten Neurotransmitter in
den verschiedenen Holeboardversuchen mit appliziertem Propranolol darge-
stellt. Die DA-Konzentrationen (Abb. 4.8-A) zeigen nach Beginn der Experi-
mente wahrend aller drei Versuchstage eine Tendenz des Absinkens bis auf et-
wa 80 % des Basiswertes.
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Abbildung 4.8. Zeitverlauf der Konzentrationen der extrazelluldren, prafrontalen
Neurotransmitter wahrend des Holeboardversuches unter Applikation von Propranolol in
den ipsilateralen PFC unmittelbar vor dem 6. und dem 10. Trial (Pfeile).

Noradrenalin

Dagegen erhdhen sich die Konzentrationen des NA (Abb. 4.8-B) bei beiden Ex-
perimenten am ersten Tag signifikant gegentber den Basiswerten bis auf etwa
150 % der Ausgangswerte. Ebenso unterscheiden sich diese beiden Kurven am
zweiten und dritten Versuchstag nach der Applikation des Propranolols von der
Kontrollgruppe. Hierbei sinken die Konzentrationen des NA sofort auf 60 %
(zufalliges Pelletmuster) bzw. 40 % (konstantes Pelletmuster) ab. Inwieweit
der Unterschied zwischen diesen beiden Werten auf die abweichende Aufga-
benstellung im Holeboard zurlckzuflihren sein kann, ist ungewiss. Zwischen
der Kontrollgruppe und den beiden Testgruppen gab es in den Zeitverlaufen der
NA-Konzentrationen signifikante Unterschiede [F(2,13) = 12,113; p < 0,05].
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Serotonin

Die prafrontalen 5-HT-Konzentrationen (Abb. 4.8-C) stiegen nach Beginn der
Experimente bei den mit Propranolol behandelten Tieren in beiden Gruppen auf
Werte zwischen 120 % und 140 % der Basiswerte an. Dagegen erreichen die
Kurven am zweiten und dritten Versuchstag nur noch Werte zwischen 90 %
und 105 % der Ausgangswerte. Dabei unterschieden sie sich kaum von den
Werten ohne Propranolol-Applikation. Zwischen der Kontrollgruppe und den
beiden Testgruppen gab es in den Zeitverlaufen der 5-HT-Konzentrationen sig-
nifikante Unterschiede [F(2,13) = 7,718; p < 0,05].
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Abbildung 4.9. Zeitverlauf der Konzentrationen der extrazelluldren, prafrontalen
Neurotransmitter wahrend des Holeboardversuches unter Applikation von NaCl-Lésung in
den ipsilateralen PFC unmittelbar vor dem 6. und dem 10. Trial (Pfeile).
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Natriumchlorid (NaCl) wurde als Kontrollsubstanz gewahlt, um den Vorgang
der Applikation der Antagonisten als Ursache der Anderungen der Neurotrans-
mitterkonzentrationen und besonders der Veranderungen im Verhalten der
Tiere ausschlieBen zu kénnen. Die verwendeten Antagonisten Propranolol und
SCH 23390 wurden vor der Applikation in einer 1 %igen NaCl-Lésung geldst.

Fur die Kontrollapplikation wurde die intakte Mikrodialysesonde gegen eine oh-
ne distaler Membran ausgetauscht. 1 pl einer NaCl-Lésung in einer Konzen-
tration von 10 ng/ul mit einer Geschwindigkeit von 1 pl/2 min wurde direkt in
das Zielgebiet injiziert. Details hierzu sind in Kapitel 3.3.4 auf Seite 47 aufge-
fuhrt. Nach der Applikation wurde der normale Versuchsablauf fortgesetzt.

In Abbildung 4.9 sind die Zeitverlaufe flir die untersuchten Neurotransmitter in
den verschiedenen Holeboardversuchen mit applizierter NaCl-Lésung darge-
stellt. Signifikante Unterschiede wurden bei keinem der drei Neurotransmitter
festgestellt. Einige Abweichungen lassen sich trotzdem erkennen. So sind die
Konzentrationen von DA (ca. 130 %) und NA (ca. 120 %) am zweiten Ver-
suchstag gegeniuber den Kontrollwerten (um 100 %) erhdéht. Auch die Werte
fir 5-HT sind an diesem Tag und am letzten Tag etwas hoher: ungefahr 100 %
gegenlber etwa 70 % bzw. 90 % gegenlber etwa 60 % der Kontrollgruppe.
Allerdings war auch bei diesem Versuchsteil die Anzahl der untersuchten Tiere
gering.

4.5 Verhaltensexperimente

Die Einflisse der Neurotransmitter DA, NA und 5-HT auf die Lern- und
Gedachtnisleistungen der Ratten wurden in einem Holeboard-Versuch getestet.
Dabei wurde flr einen Teil der Versuchstiere eine bestimmte Verteilung der
Futterpellets als konstantes Muster festgelegt (Abbildung 4.10).

Beim anderen Teil der Ratten wurde die Verteilung der flinf zu findenden Pellets
durch zwei Wirfel zufallig auf die 6 x 6 Lécher des Holeboards festgelegt.

Die Ratten hatten die Aufgabe, innerhalb von 4 min alle finf Pellets zu finden
und aus den Ldchern zu entfernen. Geschah dies innerhalb weniger als 4 min,
wurde der Versuch vorzeitig beendet. Durch die Messung verschiedener Para-
meter, wie der Zeit bis zum Entfernen des letzten Pellets, der zurlickgelegten
Wegstrecke, der Haufigkeit der Inspektion jeder einzelnen Zelle usw., lassen
sich Ruckschlisse auf das Arbeits- und auf das Referenzgeddachtnis ziehen.

Wahrend des kompletten Versuches wurden Dialysate gesammelt und unmit-
telbar nach dem Austausch des ProbengefaBes analysiert.
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Abbildung 4.10. Fotografie des Holeboards. Zu sehen sind 30 der 36 Locher. Die untere
Reihe ist nicht im Bild. Die roten Kreise markieren die Locher, die das konstante
Pelletmuster der Versuchsreihen bildeten. A bezeichnet zwei der an den Seitenwanden des
Holeboards angebrachten raumlichen Orientierungsmarken. Mit der MarkierungB ist der
Eingang zum Holeboard, die Schleuse, gekennzeichnet. C verweist auf den Bereich
auBerhalb des Holeboards, in dem sich die Tiere zwischen den einzelnen Trials aufhielten.

4.5.1 Latenz

Als Latenz wird in den vorliegenden Untersuchungen der Zeitraum bezeichnet,
den die Ratten bendtigen, um alle bekdéderten Lécher zu entdecken und die
Futterpellets zu entfernen. Sie ist hier ein MaB fur die Effektivitat der Suche
und, in den spateren Trials bei konstantem Muster, ein MaB flr die Qualitat des
Lernens und des Gedachtnisses. Aber auch Zufall und eine gllcklich gewahlte
Suchstrategie kann, besonders bei nichtkonstanter Verteilung der Futterpellets,
einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Auspragung der Latenz haben.
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Cortex praefrontalis

Im Diagramm A der Abbildung 4.11 auf Seite 69 ist die Latenz flr die Tiere mit
konstantem und mit zufalligem Verteilungsmuster dargestellt, denen eine Mi-
krodialysesonde in den PFC implantiert wurde. Die Latenzen beider Gruppen
werden in den Laufen 1 bis 5 kleiner. Deutlich zu erkennen ist, dass die Latenz
bei den auf ein festes Muster trainierten Tiere bereits am ersten Trainingstag
(bis einschlieBlich Lauf 5) auf einen Wert sinkt, den die Ratten mit einem
zufalligen Muster (pseudotrainiert) auch im letzten Lauf nicht erreichen. Im
ersten Lauf des zweiten Tages, dem 6. Trial, verandern sich die Latenzen nur
leicht: Ein Anstieg in der pseudotrainierten Gruppe und ein Absinken in der auf
ein konstantes Muster trainierten Gruppe. Nach einer deutlichen Verringerung
der Latenz in beiden Gruppen im 7. Trial, ist bei der pseudotrainierten Gruppe
offensichtlich das suchstrategische Optimum erreicht. In den weiteren Laufen
gelingt keine weitere Verbesserung der Latenz.

Latenz Latenz
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Abbildung 4.11. Zeitverlauf der Latenz in den Holeboardversuchen. Jeweils links in den
einzelnen Abbildungen die Darstellung fir die Tiere, die ein konstantes Pelletmuster
suchen muBten, rechts fiir ein zufadlliges Verteilungsmuster. A. PFC ohne zusatzliche
Applikationen. B. PFC mit Applikation von SCH 23390 vor dem 6. und 10. Trial. C. PFC mit
Applikation von Propranolol vor dem 6. und 10. Trial. D. Hippocampus ohne Applikationen.
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Dagegen ist in der anderen Gruppe auch nach den Verringerungen der Latenz
in den Trials 8 und 9 wohl noch nicht das Minimum erreicht. Denn der Vergleich
zwischen Lauf 6 und Lauf 10, als jeweils ersten des Versuchstages, zeigt, dass
auch hier eine weitere Optimierung der Suchstrategie stattfand. Sichtbar wird
in diesem Diagramm auch die Notwendigkeit, wegen des durch die Mikrodialy-
sesonde vergroBerten Durchmesser des Rattenkopfes und der dadurch zu
erlernenden komplexen Bewegung die vorgegebene Versuchszeit von 2 min
(Uzakov et al., 2005; Korz und Frey 2007; Makhracheva-Stepochkina et al.,
2008) auf 4 min zu erhbéhen (s. hierzu auch Seite 46). Bei einer Versuchszeit
von zwei Minuten hatten sich erst beim 6. Trial Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen ergeben.

SCH 23390

Nach erfolgter Injektion von SCH 23390 in den PFC sind die Latenzzeiten in
beiden Gruppen gegeniber den unbehandelten Tieren deutlich erhoéht (Dia-
gramm B der Abbildung 4.11 auf Seite 69). Die Gruppe der Tiere mit einem
zufalligen Muster der Pelletverteilung schafft es regelmaBig nur ab dem zweiten
Versuchstag, alle Pellets in weniger als 200 s zu finden. Lagen bei der auf ein
konstantes Muster trainierten Gruppen die Zeiten bei teilweise 70 s, werden
nach der Injektion von SCH 23390 keine Zeiten mehr erreicht, die unter 110 s
liegen. Allerdings ist die Anzahl der mit einem D1-Rezeptor-Antagonisten be-
handelten Tiere geringer als die der unbehandelten.

Propranolol

Gegenuber den mit SCH 23390 behandelten Tieren erreichen die mit Pro-
pranolol behandelten ahnliche Latenzzeiten wie die unbehandelten Ratten
(Diagramm C der Abbildung 4.11 auf Seite 69). Hierbei sinkt die Latenzzeit in
beiden Gruppen rasch auf Werte um 200 s im 4. und 5. Trial. Wobei die Werte
der auf ein zufalliges Muster trainierten Tiere bereits ab dem 2. Trial stets
groBer sind als bei den auf ein konstantes Muster trainierten Tieren. Am zwei-
ten Versuchstag (6. bis 9. Trial) sinken die Werte bei beiden Gruppen noch
einmal deutlich (konstant: von 150 s auf etwa 50 s; zufallig: von 190 s auf
etwa 120 s). Die mittleren Werte sind denen der unbehandelten Tiere ahnlich,
meist sind sie geringflgig kleiner.

Hippocampus

Im Diagramm D der Abbildung 4.11 (Seite 69) sind die Latenzzeiten flr die
Holeboardversuche mit einer im HC implantierten Mikrodialysesonde darge-
stellt. Hier ist wie bei allen anderen Teilversuchen eine allmahliche Verbesse-
rung der Tiere in beiden Gruppen zu verzeichnen. Im Vergleich mit den unbe-
handelten Gruppe des Diagramms A dieser Abbildung sind jedoch allgemein
héhere Werte zu erkennen. Die Bestwerte liegen in den Trials 8 und 9 nur bei
etwa 90 s bzw. 170 s und steigen im 10. Trial weiter bis auf 140 s bzw. 160 s.
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NaCl

Im Diagramm A der Abbildung 4.17 auf Seite 81 sind die Latenzzeiten flr die
Holeboardversuche mit appliziertem Vehikel (NaCl) dargestellt. Die Werte
weichen nur sehr gering von denen der unbehandelten Tiere in Diagramm A
der Abbildung 4.11 auf Seite 69 ab. Lediglich geringfiigige Erhéhungen von
Trial 4 zu Trial 5 und Trial 8 zu Trial 9 sind zu verzeichnen. Der minimale Wert
wird in Trial 8 mit etwa 50 s erreicht. In Trial 9 kommt es zu keiner weiteren
Verbesserung. Die geringe Anzahl der Versuchstiere flir dieses Teilexperiment
kann hierflir eine Ursache sein.

4.5.2 Suchgeschwindigkeit

Die Suchgeschwindigkeit der Ratten im Holeboard ist der Quotient aus dem
wahrend der Latenzzeit zurickgelegten Weg und der Zeit, die die Ratte
bendétigte, um alle 5 Pellets zu finden bzw. wenn dies nicht geschah, den 4 min
Versuchszeit.
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Abbildung 4.12. Verlauf der Suchgeschwindigkeit wahrend der Holeboardversuche. Jeweils
links in den einzelnen Abbildungen die Darstellung fir die Tiere, die ein konstantes Pellet-
muster suchen muBten, rechts fiir ein zufalliges Verteilungsmuster.
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Cortex praefrontalis

Im Diagramm A der Abbildung 4.12 auf Seite 71 ist die Suchgeschwindigkeit
fur Ratten beider Gruppen dargestellt. Zwischen trainierten und pseudotrainier-
ten Gruppen gibt es nur marginale Differenzen. Deutlicher sind die Unterschie-
de zwischen dem ersten Versuchstag (Lauf 1 bis 5) und den letzten 5 Laufen.
Am ersten Tag laufen die Ratten beider Gruppen im Durchschnitt deutlich lang-
samer.

SCH 23390

In den Versuchen mit injiziertem SCH 23390 (Diagramm B der Abbildung 4.12
auf Seite 71) ist ebenfalls zwischen den beiden Gruppen kein Unterschied
deutlich geworden. Auch hier scheinen jedoch die Ratten am 2. und 3. Tag
schneller zu laufen. Die geringere Anzahl an Versuchstieren in diesem Teil der
Experimente kann diese Differenzen jedoch erleichtern.

Propranolol

Bereits auf dem ersten Blick ist im Vergleich mit den anderen Diagrammen
dieser Abbildung zu erkennen, dass die mit Propranolol behandelten Tiere nach
der Applikation dieses Antagonisten eine deutlich erhéhte Suchgeschwindigkeit
aufweisen (Diagramm C in Abbildung 4.12 auf Seite 71). Nach der allmahlichen
Verringerung der Geschwindigkeit in den ersten 5 Trials - die auch in den
anderen Teilversuchen dieser Abbildung zu erkennen sind - vergréBert sich die
Schnelligkeit der Suche am zweiten Versuchstag auf das zwei- bis dreifache.

Hippocampus

Im Diagramm D der Abbildung 4.12 auf Seite 71 sind die Suchgeschwindigkei-
ten der Tiere verzeichnet, die mit einer im HC implantierten Mikrodialysesonde
die Holeboardversuche absolvierten. Diese Ergebnisse ahneln mehr denen der
unbehandelten PFC-Tiere im Diagramm A dieser Abbildung. Auch hier sind die
Unterschiede zwischen den Gruppen marginal. Deutlicher ist die Erhdhung der
Geschwindigkeit zwischen dem ersten und zweiten Versuchstag zu erkennen.

NaCl

Ein geradezu eindeutiges Ergebnis zeigt das Diagramm B der Abbildung 4.17
auf Seite 81. Hier verringert sich die Suchgeschwindigkeit allmahlich aber
gleichmaBig wahrend des ersten Versuchstages. Am zweiten Tag liegt anfangs
die Geschwindigkeit Uber der héchsten des ersten Tages. Sie sinkt wiederum
gleichmaBig ab, fallt aber nie unter den zweithéchsten des ersten Tages. Die
Geschwindigkeit pendelt sich bei einem bestimmten Wert ein, der auch am
dritten Tag wieder erreicht wird.
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4.5.3 Wegstrecke

Die zurlckgelegte Wegstrecke der Ratten im Holeboard wird automatisch durch
das Videotracking-System erfasst und ausgewertet. Die auf ein konstantes
Muster trainierten Ratten legen wahrend der Versuche eine deutlich geringere
Wegstrecke als die pseudotrainierten Tiere zurlick. Sie sinkt bereits im 2. Lauf
von etwa 7,5 m auf weniger als 4 m, bleibt in den folgenden beiden Laufen bei
diesem Wert und sinkt im 5. Lauf noch einmal auf weniger als 3 m. Bei den
pseudotrainierten Ratten sinkt die zurlckgelegte Wegstrecke zwar stetiger,
aber deutlich langsamer, bis sie im 5. Lauf ihr Minimum bei etwa 4 m erreicht.
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Abbildung 4.13. Darstellung der wahrend der einzelnen Trials in den Holeboardversuchen
zurtickgelegten Distanzen. Jeweils links in den einzelnen Abbildungen die Darstellung fir
die Tiere, die ein konstantes Pelletmuster suchen muBten, rechts fir ein zufalliges Vertei-
lungsmuster.
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Cortex praefrontalis

Im Diagramm A der Abbildung 4.13 auf Seite 73 sind die wahrend der Versu-
che zurlckgelegten Wegstrecken bei unbehandelten Tieren dargestellt. Liegen
anfangs die Werte beider Gruppen noch dicht beieinander (1. Trial), so unter-
scheiden sie sich bereits ab dem 2. Trial deutlich. Wahrend sich die ein kon-
stantes Muster suchenden Tiere bereits ab dem 2. Trial eine effektive Suchstra-
tegie zugelegt haben, die sie in den folgenden Trials des ersten Tages nur un-
wesentlich verbessern, kénnen die ein wechselndes Muster suchenden Tiere
nur allmahlich ihren zurlickgelegten Weg und damit ihre Suchstrategie effi-
Zienter gestalten.

Der zweite Versuchstag ist in beiden Gruppen zunachst mit einem Anstieg der
Wegstrecke verbunden (Trainierte Ratten etwa 4 m, pseudotrainierte etwa
6 m). Dabei dhneln die erzielten Werte, denen des 2. Trials. Bei den trainierten
sinken die Werte danach kontinuierlich bis auf etwa 2 m im 9. Lauf ab, wah-
rend sich die Werte der anderen Gruppe zwischen 4 und 5 m einpendeln. Im
10. Trial ist wieder ein Anstieg in beiden Gruppen zu beobachten. Dabei ist der
Wert der konstanten Gruppe ahnlich dem des 6. Trials, wahrend der der zufalli-
gen Gruppe den Werten zwischen 7. und 9. Trial ahnelt.

Bei der ein zufalliges Muster suchenden Gruppe ist wohl mit einer zurtickgeleg-
ten Distanz zwischen 4 und 5 m die effektivste Suchstrategie erreicht (auf
Seite 73 Abbildung 4.13-A). Hingegen fallen die ein konstantes Muster suchen-
den Tiere am 3. Tag deutlich hinter ihrer effektivsten Strategie zurlck.

SCH 23390

Die Werte der zurlickgelegten Wegstrecken in den mit SCH 23390 behandelten
Gruppen (Diagramm B der Abbildung 4.13 auf Seite 73) ahneln in ihrem
Verlauf denen der nicht behandelten Gruppen. Auch hier sinken die Werte der
trainierten Gruppe stetig ab, wahrend die der pseudotrainierten letztendlich um
einen bestimmten Wert schwanken. Dass die Werte des 1. Trials eine gréBere
mittlere Distanz fur die ein konstantes Muster suchenden Tiere verzeichnet, ist
ein unerhebliches Resultat, da zu diesem Zeitpunkt des Experimentes fur beide
Gruppen die Pellets zufallig verteilt sind.

Auch in diesem Teilexperiment flhrt die geringe Anzahl von Versuchstieren zu
Ergebnisse, die die deutlicheren Tendenzen der Werte in Diagramm A mimi-
krieren (groBe Standardabweichungen).

Propranolol

Diagramm C der Abbildung 4.13 auf Seite 73 zeigt die Resultate der mit
Propranolol behandelten Tiere. Auffallend ist in dieser Darstellung, dass auBler
im 1., 8. und 9. Trial alle Werte der zufalligen Gruppe geringer sind als die der
konstanten. Im Zusammenhang mit der offensichtlichen Tendenz beider
Gruppen, am ersten Versuchstag stetig eine effektivere Suchstrategie zu ent-
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wickeln (Verringerung der Distanz), und dem Fehlen der Klarheit dieser Ten-
denz am zweiten Tag, lasst sich mit der allgemeinen VergréBerung der Distanz
am zweiten und dritten Tag ein Einfluss des Propranolols vermuten.

Hippocampus

In Diagramm D der Abbildung 4.13 auf Seite 73 sind die zurlickgelegten
Distanzen flr die HC-Sonde dargestellt. Auch hier zeigen am ersten
Versuchstag beide Gruppen bis auf den 4. Trial eine klare Tendenz zu klirzeren
Distanzen, d.h., zu effektiveren Suchstrategien. Wahrend sich die Werte in der
konstanten Gruppe bei etwa 3 m einpendeln, liegen sie in der zufalligen Grup-
pe bei 6 m. Auch in diesem Teilexperiment steigen die Werte beider Gruppe zu
Beginn des zweiten Tages an (konstant: 5-6 m, zufallig: 7-8 m), um dann
wieder abzusinken. Die ein konstantes Muster suchende Gruppe kann im 9.
Trial ihre zurlickgelegte Distanz auf etwa 2,5 m stabilisieren, wahrend die der
ein zufalliges Muster suchenden Gruppe bei etwa 6 m liegt. Im 10. Trial liegen
beide Gruppen wiederum oberhalb ihrer Bestwerte (6 m bzw. 8 m flr die
zufallige Gruppe).

NaCl

Im Diagramm C der Abbildung 4.17 auf Seite 81 sind die zurickgelegten
Entfernungen der mit dem Vehikel NaCl behandelten Gruppe verzeichnet. Die
aus den einzelnen Diagrammen der Abbildung 4.13 auf Seite 73 bekannte
Tendenz, wahrend des ersten Versuchstages die Suchstrategie zu effektivieren,
also die Wegstrecke zu minimieren, ist auch hier deutlich erkennbar. Aus-
gehend von etwa 8 m im ersten Trial fUhrt die stetige Verringerung im 5. Trial
zu einer mittleren Distanz von unter 2 m. Im 6. Trial des zweiten Versuchs-
tages steigt der Wert wieder auf etwa die gleiche GréBe wie im 2. Trial an, um
danach bis zum 9. wieder auf etwa 2 m zu sinken. Im 10. Trial liegt der Wert
noch ein wenig unter dem des 9. Trials.

4.5.4 Bewegung

Der prozentuale Anteil der Bewegung an der Gesamtzeit im Holeboard, also die
vom Videotracking-System registrierte Zeit zwischen den Inspektionen der
Locher, ist in Abbildung 4.14 auf Seite 76 dargestellt.

Cortex praefrontalis

In der Abbildung 4.14 auf Seite 76 ist der prozentuale Anteil der Bewegung im
Holeboard an der gesamten dort verbrachten Zeit verzeichnet. Im Diagramm A
sind die unbehandelten Tiere mit Mikrodialysesonde im PFC dargestellt.
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Die Werte des ersten Versuchstages unterscheiden sich zwischen den Gruppen
kaum. Sie sinken von anfangs etwa 50 % auf ca. 35 % im 5. Trial. Deutlicher
sind die Differenzen zwischen den Gruppen wiederum am 2. und 3. Tag. Wah-
rend sich die Werte der pseudotrainierten Gruppe auf etwas Uber 50 %
einpendeln, bleiben die der trainierten Gruppe bei etwa 45 % konstant.

Noch klarer ist hingegen der Vergleich zwischen den Resultaten des ersten und
des zweiten/dritten Tages. Bei beiden Gruppen sind die Werte am ersten Tag
uneinheitlicher und niedriger als an den beiden letzten Tagen. Wobei es dann
auch zu einer eindeutigen Differenzierung zwischen den Gruppen kommt.
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Abbildung 4.14. Prozentualer Anteil der Bewegung wahrend der Holeboardversuche.
Jeweils links in den einzelnen Abbildungen die Darstellung fir die Tiere, die ein konstantes
Pelletmuster suchen muBten, rechts fiir ein zufalliges Verteilungsmuster.

SCH 23390

Im Diagramm B der Abbildung 4.14 auf Seite 76 sind die Ergebnisse der mit
SCH 23390 behandelten Tiere dargestellt. Das Ergebnis ist uneinheitlicher als
in den unbehandelten Gruppen. Jedoch ist auch hier der Trend zu einem An-
stieg am 2. und 3. Versuchstag gegenuber dem 1. Tag vorhanden.
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Propranolol

Diagramm C der Abbildung 4.14 auf Seite 76 zeigt die Ergebnisse der mit
Propranolol behandelten Tiere. Die Klarheit der Tendenz der Resultate liegt
zwischen unbehandelten und den mit SCH 23390 behandelten Tieren. Auch
hier ist der Bewegungsanteil in beiden Gruppen am zweiten und dritten Tag
hoéher als am ersten. Ebenso verbringen auch bei diesem Teilexperiment die ein
konstantes Muster suchenden Tiere wahrend des zweiten und dritten Tages
einen groBeren Zeitanteil mit der Bewegung zwischen den Léchern. Beiden
Gruppen ist die einheitlichere GréBe des Bewegungsanteils am zweiten und
dritten Tag eigen.

Hippocampus

Im Diagramm D der Abbildung 4.14 auf Seite 76, der Darstellung der Resultate
fur die HC-Sonde, sind nicht so klare Tendenzen zu verzeichnen. Weder unter-
scheiden sich beide Gruppen im Zeitverlauf deutlich voneinander, noch ist
zwischen den einzelnen Versuchstagen eine auffallige Differenz bemerkbar.

NaCl

Im Diagramm A der Abbildung 4.19 auf Seite 85 ist der Anteil der Bewegung
an der Gesamtzeit im Holeboard fur die Gruppe verzeichnet, die mit dem
Vehikel NaCl behandelt wurde. Auch hier @hnelt der Verlauf wiederum der
allgemeinen Tendenz bei den Gruppen mit im PFC implantierter Sonde. Am
zweiten und dritten Versuchstag ist der Anteil gegeniber dem ersten Tag
gréBer.

4.5.5 Besuchte Locher

Den prozentualen Anteil der besuchten und inspizierten Ldécher an der
Gesamtzahl der Lécher wahrend der einzelnen Trials gibt die Abbildung 4.15
auf Seite 78 wieder.

Cortex praefrontalis

Das Diagramm A der Abbildung 4.15 gibt den prozentualen Anteil der
besuchten Ldcher an allen Léchern flir unbehandelten Tiere mit im PFC
implantierter Mikrodialysesonde wieder.

Beide Gruppen suchen anfangs eine hohe Anzahl von Ldchern auf (70 %).
Doch bereits im 2. Lauf unterscheiden sich die Werte flr die trainierte (45 %)
und die pseudotrainierte (65 %) deutlich. Wahrend in der pseudotrainierten
Gruppe mit der Verbesserung der Suchstrategie die Zahl der besuchten Lécher
allmahlich auf etwa 50 % abnimmt, bleibt die Zahl in der trainierten Gruppe
auch im 3. und 4. Lauf bei ca. 45 % und sinkt im 5. Lauf auf etwa 35 % ab.
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Abbildung 4.15. Prozentualer Anteil der besuchten Lbécher wahrend der
Holeboardversuche. Jeweils links in den einzelnen Abbildungen die Darstellung fiir die
Tiere, die ein konstantes Pelletmuster suchen muBten, rechts flir ein zufalliges Vertei-
lungsmuster.

Am 2. und 3. Versuchstag schwanken die Werte der pseudotrainierten Gruppe
weiter um die 50 %. Eine geringere Anzahl an besuchten Léchern scheint die
Suchstrategie nicht zu ermdglichen.

In der trainierte Gruppe erhéht sich die Anzahl der besuchten Lécher im 6. Trial
auf etwa 50 %. Danach sinkt diese Zahl rasch und stetig bis sie im 9. und
letzten Lauf des Tages einen Wert von etwa 20 % erreicht. Das entspricht bei
36 Léchern 7 inspizierten. Das ist sehr nahe am Optimum von 5. In dieser Zahl
sind auch mehrfach besuchte Lécher enthalten, die jedoch nur einmal gezahlt
werden.

SCH 23390

Der Verlauf der Werte des 1. Versuchstages der mit SCH 23390 behandelten
Gruppen ahnelt sehr denen der unbehandelten (Diagramm B der Abbildung
4.15 auf Seite 78). Ebenso die Werte der pseudotrainierten Gruppe im weiteren
Versuchsverlauf. Jedoch gibt es am 2. und 3. Tag in der trainierten Gruppe
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deutliche Unterschiede zur unbehandelten Gruppe. So sind die Anzahlen der
besuchten Ldcher in den Laufen 6 bis 8 wesentlich gréBer, wahrend sie in den
Laufen 9 und 10 dagegen deutlich geringer sind.

Propranolol

Die Werte aller Versuchstage der mit Propranolol behandelten Tiere (Diagramm
C der Abbildung 4.15 auf Seite 78) ahneln stark denen der unbehandelten
Tieren. Auch hier schwanken die prozentualen Anteile der besuchten Ldcher flr
beide Gruppen um unterschiedliche Werte: 30-40 % fur die konstante Gruppe
und um die 50 % flr die zufallige Gruppe.

Hippocampus

Im Diagramm D der Abbildung 4.15 auf Seite 78 sind die Ergebnisse flr die
Tiere mit einer Sonde im HC dargestellt. Auch hier starten beide Gruppen mit
Werten um 80 %, um danach rasch auf 40 % (konstantes Muster) bzw. 60 %
(zufalliges Muster) zu fallen. Ebenso wie in den anderen Teilexperimenten fallt
hier auf, dass die Werte zu Beginn jedes Versuchstages hoéher sind als am Ende
des gleichen respektive des vorherigen Tages.

NaCl

Im Diagramm B der Abbildung 4.19 auf Seite 85 sind die Resultate der mit
dem Vehikel NaCl behandelten Tiere dargestellt. Zu Beginn des Experimentes
werden wieder 80 % aller Locher kontrolliert. Danach sinkt der Anteil rasch auf
Werte zwischen 30 % und 50 %. Am zweiten Versuchstag liegen die Werte im
Mittel bei etwa 60 %, um am letzten Tag auf ca. 30 % abzusinken. Damit
ahneln sie den Ergebnissen der anderen Teilexperimente.

4.5.6 Referenzgedachtnis

Als Referenzgedachtnis wird in der vorliegenden Untersuchung die kognitive
Leistung bezeichnet, die die Ratten erbringen, wenn sie urspringlich
unbekdderte Lécher des Holeboards von bekdderten diskriminieren kénnen.
Die Ratten miussen also ein in ihrem Gedachtnis gespeichertes Korrelat des
Verteilungsmusters mit der Realitat vergleichen. Dabei ist zu beachten, dass
sich dieses Abbild im Laufe der einzelnen Trials erst herausbildet. Weichen sie
von der (nahezu) idealen Suchstrategie ab, d.h., kontrollieren sie ein urspring-
lich unbekddertes Loch, begehen sie einen Referenzgedachtnisfehler.

Die GrdBe des Referenzgedachtnisfehlers ist somit ein MaB fur die Soliditat des
im Gedachtnis der Ratte gespeicherten Verteilungsmusters.
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Abbildung 4.16. Darstellung der Anzahl der Referenzgedachtnisfehler wahrend der
Holeboardversuche. Jeweils links in den einzelnen Abbildungen die Darstellung fiir die
Tiere, die ein konstantes Pelletmuster suchen muBten, rechts flir ein zufalliges Vertei-
lungsmuster.

Cortex praefrontalis

Im Diagramm A der Abbildung 4.16 auf Seite 80 werden die
Referenzgedachtnisfehler in Abhangigkeit von der Verteilung der Futterpellets
dargestellt. Auffallend ist die logische Identitat der beiden Werte des ersten
Trials. Da keine Ratte vor dem ersten Lauf aufgrund des Versuchsaufbaus
wissen kann, welche Loécher Futter beinhalten und welche nicht, missen die
Werte sich sehr ahneln. Im zweiten Trial existiert bereits ein deutlicher
Unterschied zwischen den Werten der beiden Gruppen. Wahrend die Anzahl der
Referenzgedachtnisfehler der auf ein konstantes Muster trainierten Gruppe um
mehr als ein Drittel zurlickgeht, verringert sich die Anzahl der pseudotrainier-
ten Gruppe nur um etwa 10 %. Jedoch nahern sich die Werte erstaunlicher-
weise bis zum 5. Trial wieder einander an. Auch die Werte des 6. Trials ahneln
sich. Im 7. bis 10. Trial ist dann aber eine klare Trennung zu erkennen. Die
pseudotrainierten Tiere kdnnen durch die zufallig verteilten Pellets ihre Such-
strategie nicht im Sinne einer Reduktion der Besuche der urspringlich unbe-
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kdderten Locher optimieren. Wogegen sich bei den trainierten Tiere die Such-
strategie immer weiter dem Optimum anndhert, nur die bekdderten Lécher zu
besuchen.

SCH 23390

Auch bei den mit SCH 23390 behandelten Tieren (Diagramm B der Abbildung
4.16 auf Seite 80) kommt es erst nach dem 6. Trial zu einem deutlichen
Unterschied in der Anzahl der Referenzgedachtnisfehler. Allerdings ist hier die
Differenz nicht ganz so klar. Das kann an der geringeren Anzahl an Versuchs-
tieren liegen.

Bis hier dhneln die Werte zumindest in ihren Tendenzen jedoch den Referenz-
gedachtnisfehlern der unbehandelten PFC-Tiere. Wie bei diesen verringert sich
die Anzahl mit andauernder Versuchsdauer.
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Abbildung 4.17. Darstellung der Verhaltensergebnisse der Tiere, die mit NaCl als Vehikel
behandelt wurden. Dieses wurde vor dem 6. und vor dem 10. Trial appliziert. A.
Latenzzeit. B. Suchgeschwindigkeit. C. Entfernungen.
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Propranolol

Im Diagramm C der Abbildung 4.16 auf Seite 80 sind die Anzahl der
Referenzgedachtnisfehler fir die mit Propranolol behandelten Tiere dargestellt.
Klar erkennbar sind die bereits ab dem 2. Trial gegentber den unbehandelten
Tieren in Diagramm A der gleichen Abbildung deutlich geringeren Fehleranzah-
len in beiden untersuchten Gruppen. Nach dem erwarteten Anstieg im 6. Trial
sinken die Fehlerzahlen in beiden Gruppen wieder auf ein erstaunlich niedriges
Niveau. Besonders bemerkenswert ist jedoch, dass die Anzahl der Referenzge-
dachtnisfehler in der Gruppe der ein zufalliges Muster suchenden Tiere niedri-
ger ist als in der Gruppe der ein konstantes Muster suchenden. Dies gilt bis auf
den 6. Trial fUr alle Werte, die nach der Applikation des Propranolols aufgenom-
men wurden. Ganz klar wird das im direkten Vergleich mit dem dartber darge-
stellten Resultaten der unbehandelten Tiere in Diagramm A.

Hippocampus

Im Diagramm D der Abbildung 4.16 auf Seite 80 sind die Ergebnisse der
Referenzgedachtnisfehler flir die Tiere dargestellt, deren Mikrodialysesonde im
HC implantiert wurde. Auf dem ersten Blick fallt auf, dass am ersten
Versuchstag (1. bis 5. Trial) die Anzahl der Referenzgedachtnisfehler der ein
zufalliges Muster suchenden Tiere stets niedriger lag als die der ein konstantes
Muster suchenden, wahrend sich dies im zweiten Teil der Versuche (6. bis 10.
Trial) umkehrte. Der Zeitverlauf der Fehler der ein konstantes Muster suchen-
den Tiere ahnelt dem der unbehandelten PFC-Tiere. Gleiches gilt bis auf die un-
gleichmaBigeren 6. bis 10. Trials fur die andere Gruppe.

NaCl

Das Diagramm C der Abbildung 4.19 auf Seite 85 zeigt die Anzahl der
Referenzgedachtnisfehler fir die Gruppe der mit NaCl als Vehikel behandelten
Tiere. Am ersten Tag (bis zum 5. Trial) ist ein stetiges Absinken der Fehlerzahl
zu verzeichnen. Dies setzt sich bereits am 2. Tag mit dem 6. Trial fort. Ein
leichter Anstieg ist ab dem 8. Trial zu erkennen.

4.5.7 Arbeitsgedachtnis

Als Arbeitsgedachtnis wird in der vorliegenden Untersuchung die kognitive
Leistung bezeichnet, die die Ratten erbringen, wenn sie urspriinglich bekéderte
Locher von bereits geleerten diskriminieren kénnen. In diesem Sinne ist das
hier in Anlehnung an frihere Arbeiten (Uzakov et al., 2005; Korz und Frey,
2007; Makhracheva-Stepochkina et al., 2008) so bezeichnete Arbeitsgedacht-
nis ein Kurzzeitgedachtnis. In der schon als klassisch zu bezeichnenden Arbeit
vom Miller (1956) wird die Kapazitatsbeschrankung des menschlichen Kurzzeit-
gedachtnisses beschrieben. Aus naheliegenden Grinden kann man von einer
ahnlichen Einschrankung auch bei dem Saugetier Ratte ausgehen. Daher mus-
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sen beim nicht zufalligen Erkennen eines konstanten Pelletmusters Informatio-
nen aus einem langerfristigen Gedachtnis beteiligt sein. Moderne Theorien aus
der Psychologie gehen davon aus, dass das Kurzzeitgedachtnis eine komple-
xere Ansammlung interagierender Subsysteme ist, deren Gesamtheit als Ar-
beitsgedachtnis bezeichnet wird (Kane und Engle, 2002; Baddeley, 2003).
Verschiedene, mehr oder weniger allgemeine Modelle des Arbeitsgedachtnisses
(Baddeley, 1996; Cowan, 1999; Engle et al., 1999, Berti, 2002) versuchen, die
Vorgange bei der Gedachtnisbildung auf mdglichst einfache und allgemeine
Weise zu beschreiben. Doch ist dieser Vorgang wohl zu komplex und auf zu
viele verschiedene Hirnstrukturen verteilt (siehe hierzu unter anderem Car-
penter et al., 2000; Miller, 2000), als dass ein allgemeines Modell sinnvoll fur
die Anwendung realer Ereignisse erscheint.

Die erwahnten Arbeitsgedachtnistheorien stellen meist die Bedeutung des
Arbeitsgedachtnisses flir nachfolgende kognitive Prozesse, wie der Speicherung
aber auch der Verarbeitung der Informationen heraus (Cowan, 1999; Berti,
2002). Die im Arbeitsgedachtnis verarbeiteten Informationen kdénnen direkt
aus der Umwelt kommen, aber auch aus dem Langzeitgedachtnis abgerufen
werden. Das unterstreicht die Relevanz dieser Form der Gedachtnisbildung in
den hier durchgeflihrten Versuchen. Wenn es den Ratten der trainierten Grup-
pe gelingt, die konstante Verteilung der Futterpellets als ein bestandiges Mus-
ter zu erkennen, mussen sie flr diesen Lernvorgang die Informationen aus der
Umwelt ('"Wo befinde ich mich im Moment?') und aus dem Langzeitgedachtnis
('Wo befindet sich das nachste Pellet?') miteinander abgleichen.

Die Ratten miussen also ein in ihrem Gedachtnis gespeichertes Korrelat des
Verteilungsmusters mit der Realitat vergleichen. Dabei ist zu beachten, dass
sich dieses Abbild im Laufe der einzelnen Trials erst herausbildet. Weichen sie
von der idealen Suchstrategie ab, indem sie ein urspringlich bekédertes aber
bereits geleertes Loch erneut kontrollieren, begehen sie einen Arbeitsgedacht-
nisfehler.

Die GrdBe des Arbeitsgedachtnisfehlers ist somit ein MaB fur die Leistungs-
fahigkeit und Intaktheit des Kurzzeitgedachtnisses. Im Verlaufe der Versuche
entwickelt sie sich aber auch zu einem Indikator fur die Sicherheit in der An-
wendung des gelernten Verteilungsmusters.

Cortex praefrontalis

Im Diagramm A der Abbildung 4.18 auf Seite 84 sind die Arbeitsgedachtnis-
fehler der unbehandelten Tiere mit im PFC implantierter Mikrodialysesonde
dargestellt.

Die Anzahl der Arbeitsgedachtnisfehler in der Gruppe der auf ein konstantes
Muster trainierten Tiere ist bei den meisten der Trials gréBer als in der Gruppe
der auf ein zufalliges Muster trainierten Ratten. Das spricht flr die Anwendung
unterschiedlicher Strategien in beiden Gruppen. Die pseudotrainierten Tiere
kontrollieren nicht ein abgespeichertes Pelletmuster, sondern treffen zufalliger
als die andere Gruppe auf bereits geleerte Locher. Ratten der letzteren Gruppe
laufen partiell mehrfach den Teil des konstanten Verteilungsmusters ab, den sie
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bereits untersuchten, wenn sie bei der Position einer oder mehrerer bekdderter
Lécher fehl gingen. Auf diese Weise erhéht sich die Zahl der Arbeitsgedachtnis-
fehler dieser Gruppe betrachtlich. Die Fehleranzahl beider Gruppen geht am
ersten Tag zurick und steigt am zweiten Tag erst im 7. Trial wieder an, um ab
dem 9. Trial wieder abzusinken.
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Abbildung 4.18. Darstellung der Anzahl der Arbeitsgedachtnisfehler wahrend der
Holeboardversuche. Jeweils links in den einzelnen Diagrammen die Darstellung fir die

Tiere, die ein konstantes Pelletmuster suchen muBten, rechts fur ein zufalliges
Verteilungsmuster.

SCH 23390

Die im Diagramm B der Abbildung 4.18 auf Seite 84 gezeigten Ergebnisse der
Arbeitsgedachtnisfehler flir mit SCH 23390 behandelte Tiere zeigt eine
Uberraschend niedrige Anzahl fur beide Gruppen. Die Anzahl der untersuchten
Tiere ist jedoch zu gering, um eine begrindete Aussage Uber die Ursachen
treffen zu kdnnen. Daflir sprechen auch die relativ groBen Standardabweichun-
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gen. Rein spekulativ kénnte man behaupten, dass das Ausschalten des dop-
aminergen Systems im PFC eine Verbesserung des Arbeitsgedachtnisses nach
sich zieht.
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Abbildung 4.19. Darstellung der Verhaltensergebnisse der Tiere, die mit NaCl als Vehikel
behandelt wurden. Dieses wurde vor dem 6. und vor dem 10. Trial appliziert. A.
Prozentualer Anteil der Bewegung im Holeboard. B. Prozentualer Anteil der besuchten
Locher. C. Referenzgedachtnisfehler. D. Arbeitsgedachtnisfehler.

Propranolol

Im Diagramm C der Abbildung 4.18 auf Seite 84 sind die Arbeitsgedachtnisfeh-
ler flir die Gruppen der mit Propranolol behandelten Tiere dargestellt. Auf dem
ersten Blick fallt der deutliche Anstieg der Fehlerzahlen beider Gruppen ab dem
6. Trial auf. Unmittelbar vor diesem Trial wurden allen hier gezeigten Tieren
Propranolol appliziert. Das lasst nur den Schluss zu, dass das noradrenerge
System am Kurzzeitgedachtnis beteiligt ist, da eine gréBere Anzahl der
Arbeitsgedachtnisfehler besagt, dass die Tiere urspriinglich bekdderte Lécher
erneut kontrollierten, die sie bereits kontrolliert und geleert hatten.
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Die Anzahl der Fehler sinkt in beiden Gruppen im Laufe des Versuchstages von
Trial zu Trial. Deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen sind nur am ersten
Tag erkennbar.

Hippocampus

Im Diagramm D der Abbildung 4.18 auf Seite 84 sind die
Arbeitsgedachtnisfehler der HC-Tiere dargestellt. Auffallend sind die geringeren
Fehleranzahlen in diesen beiden Gruppen gegenlUber den PFC-Tieren in den
Diagrammen A bis C dieser Abbildung. Weiterhin fallt auf, dass die Anzahl der
Arbeitsgedachtnisfehler in der zufalligen Gruppe fast immer geringer ist als in
der konstanten Gruppe.

NaCl

Im Diagramm D der Abbildung 4.19 sind die Arbeitsgedachtnisfehler der Tiere
dargestellt, die mit NaCl als Vehikel behandelt worden sind. Die Anzahl der
Fehler sinken am ersten Tag ab dem 2. Trial stetig bis zum 5. Trial. Der zweite
Tag gestaltet sich uneinheitlicher. Erstaunlicherweise haben die ersten Trials
des jeweiligen Tages (6. und 10. Trial) die geringsten Fehleranzahlen.

4.6 Korrelationen

In den Abbildungen 4.20 und 4.21 werden die Relationen der
Verhaltenscharakteristika und der Neurotransmitter in den einzelnen
Hirnarealen Uber die gesamten Trials unter den diversen Versuchsbedingungen
dargestellt. Die Abbildungen 4.22 und 4.23 geben mdgliche Wechselbe-
ziehungen wahrend einzelner Trials zwischen den einzelnen Hirngebieten mit-
tels der verschiedenen Neurotransmitter wieder. Die abschlieBenden Abbildun-
gen 4.24 bis 4.26 geben Hinweise auf moégliche Beziehungen wahrend einzel-
ner Trials zwischen den einzelnen Neurotransmittersystemen in den untersuch-
ten Hirnarealen. Diese Abbildungen versuchen, die sehr komplexen Vor-
gange/Beziehungen zwischen den Konzentrationsanderungen der Neurotrans-
mitter im HC und PFC sowie den Auspragungen des auf eine raumliche Lern-
und Gedachtnisleistung bezogene Verhaltens fassbarer zu machen. Diese kom-
plexen Zusammenhange kdnnen nur an einem frei beweglichen, nicht anasthe-
tisierten Tier sichtbar werden. Da wegen der stets vorhandenen individuellen
Unterschiede zwischen den Tieren auch unter sehr standardisierten Versuchs-
bedingungen gréBere Standardabweichungen in den Ergebnissen zu erwarten
sind (vergleiche beispielsweise Abbildung 2.2 mit Abbildung 2.3), kommt es bei
diesen Korrelationen zu manchen unerwarteten Resultaten. Die fir die
Auswertung verwendete Spearman-Korrelation liefert kein statistisch einein-
deutiges Ergebnis im Sinne von kausalen Beziehungen. Trotzdem lassen sich
damit statistisch signifikante lineare Relationen zwischen zwei oder mehr Vari-
ablen charakterisieren.
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Tabelle 2. Erlduterung der Achsenbeschriftungen der Abbildung 4.20 und Abbildung 4.21.
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Abbildung 4.20. Darstellung der nachgewiesenen signifikanten Korrelationen zwischen den

verhaltensbiologischen Charakteristika

sowie der

Konzentrationen von Dopamin,

Noradrenalin und Serotonin im Hippocampus (A und B) wie auch im Cortex praefrontalis
(C und D) bei konstantem (A und C) und zufalligem Pelletmuster (B und D). Die Achsen-
beschriftung ist in Tabelle 2 naher erlautert.
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Abbildung 4.21. Darstellung der nachgewiesenen signifikanten Korrelationen zwischen den
verhaltensbiologischen Charakteristika sowie der Konzentrationen von Dopamin,
Noradrenalin und Serotonin im Cortex praefrontalis unter dem EinfluB von Propranolol (A
und C) wie auch unter dem von SCH 23390 (B und D) bei konstantem (A und C) sowie bei
zufalligem Pelletmuster (B und D). Die Achsenbeschriftung ist in Tabelle 2 naher erlautert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Basis -2 | Basis -1 | Basis Tag 1 | Trial 1 | Trial 2 Trial 3 Trial 4 Trial 5 | nach Trial 5

10 11 12 13 14 15 16 17 18
Basis Tag 2| Trial 6 Trial 7 Trial 8 | Trial 9 | nach Trial 9 | Basis Tag 3 | Trial 10 | nach Trial 10

Tabelle 3. Dekodierung der Ordinaten- und Abszissenbeschriftung der Abbildungen 4.22
bis 4.26.
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Abbildung 4.22. Darstellung der vorhandenen signifikanten Korrelationen zwischen den
Konzentrationen der einzelnen Neurotransmitter im HC und im PFC bei konstantem
Pelletmuster. Liegen die Korrelationsblasen auf der Diagonalen, so gqilt, dass die
Neurotransmitterkonzentration im gleichen Zeitraum des Experimentes signifikant
miteinander korreliert sind. Liegt die Blase oberhalb der Diagonalen, so gilt, dass eine
Konzentration im PFC friiher im Experiment mit einer spateren im HC positiv oder negativ
korreliert. Entsprechendes gilt fiir Korrelationsblasen, die sich unterhalb der Diagonalen
befinden. Nur die Korrelationen innerhalb des schmalen Bereiches entlang der Diagonalen
erscheinen momentan relevant, da diese — im Gegensatz zu den grau Uberlagerten
Korrelationsblasen — Vergleiche zwischen Werten wiedergeben, die innerhalb einer Stunde
liegen. D. Beispiel-Legende flir A-C. Die Achsenkodierung ist in Tabelle 3 erlautert.



4.6 Korrelationen 90

Dopamin Noradrenalin
(zufalliges Pelletmuster) (zufalliges Pelletmuster)
18 18 A
17 17 1
16 16 4
15 4 15 1
o 14 S n 14
,_9 13 4 E 13
c 12 c 124
& 119 g u ;
0 10 A 0 104
Q9 a 94
g ° 5 8
Q 1
O 61 8 s
51 54
44 4
34 34
24 24
1 1
A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Hippokampus Hippokampus
Serotonin
(zufalliges Pelletmuster)
18 A
17 1
16
15 A
» 141
T 131 - .
£ 121 Q positive Korrelation 0,00 < p < 0,01
o 4 . .
& ] @ negative Korrelation 0,01 < p < 0,02
= g -
S 2‘ © positive Korrelation 0,02 < p < 0,03
£ 7 ) @ negative Korrelation 0,03 < p < 0,04
(o] as .
) gk ® positive Korrelation 0,04 < p < 0,05
4
34
>
14
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 D

Hippokampus

Abbildung 4.23. Darstellung der vorhandenen signifikanten Korrelationen zwischen den
Konzentrationen der einzelnen Neurotransmitter im HC und im PFC bei zufdlligem
Pelletmuster. Nahere Erlduterungen zur grafischen Darstellung siehe Abbildung 4.22 auf
Seite 89. A. DA. B. NA. C. 5-HT. D. Beispiel-Legende fiir A-C. Die Achsenkodierung ist in
Tabelle 3 erlautert.
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Abbildung 4.24. Darstellung der vorhandenen signifikanten Korrelationen zwischen den
Konzentrationen von DA und NA im HC und im PFC bei konstantem und zufalligem
Pelletmuster. Nahere Erlduterungen zur grafischen Darstellung siehe Abbildung 4.22 auf
Seite 89. Vertikal sind jeweils die Vergleiche einer Experimentreihe mit alternierenden
Neurotransmittern mdglich. Horizontal kdnnen Vergleiche zwischen den Experimenten mit
identischer Zuordnung der Neurotransmitter zu den Hirnarealen angestellt werden. Die
Achsenkodierung ist in Tabelle 3 erlautert.
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Abbildung 4.25. Darstellung der vorhandenen signifikanten Korrelationen zwischen den
Konzentrationen von NA und 5-HT im HC und im PFC bei konstantem und zufadlligem
Pelletmuster. Nahere Erlduterungen zur grafischen Darstellung siehe Abbildung 4.22 auf
Seite 89. Vertikal sind jeweils die Vergleiche einer Experimentreihe mit alternierenden
Neurotransmittern mdglich. Horizontal kdnnen Vergleiche zwischen den Experimenten mit
identischer Zuordnung der Neurotransmitter zu den Hirnarealen angestellt werden. Die
Achsenkodierung ist in Tabelle 3 erlautert.



4.6 Korrelationen 93

HC-DA & PFC-5-HT HC-DA & PFC-5-HT
(konstantes Pelletmuster) (zufalliges Pelletmuster)
18 18 ©
17 1 17
16 16
15 A 154
) : ®
b 13 1
E 12 A = 124
T 111 I i
010+ l-rl'l 10 4
94 9
g £ s
[ o |
61 6 > PV
5 pll s @
21 L A A /VD
AU
3 3
2 5
14 14
A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 B 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, HC - DA e HCDA
O pos. Korrelation 0,00 < p < 0,01 @ neg. Korrelation 0,01 < p < 0,02 © pos. Korrelation 0,02 < p < 0,03 |
. ® neg. Korrelation 0,03 <p<0,04  © pos.Korrelation 0,04 <p<0,05 |
HC-5-HT & PFC-DA HC-5-HT & PFC-DA
(konstantes Pelletmuster) (zufalliges Pelletmuster)
18 A 18 4
171 17 4
16 A 16 4
15 15 4
14 4 14 4
131 13
12 A 124
3 u © g1
. 10 T 104
QO 914 (8] 94
o 8 & s
7 74
6 1 6 -
5 5
41— 44
3 A 34
2 A 24
1 14
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 D 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
HC - 5-HT HC - 5-HT

Abbildung 4.26. Darstellung der vorhandenen signifikanten Korrelationen zwischen den
Konzentrationen von DA und 5-HT im HC und im PFC bei konstantem und zufalligem
Pelletmuster. Nahere Erlduterungen zur grafischen Darstellung siehe Abbildung 4.22 auf
Seite 89.Vertikal sind jeweils die Vergleiche einer Experimentreihe mit alternierenden
Neurotransmittern mdglich. Horizontal kdnnen Vergleiche zwischen den Experimenten mit
identischer Zuordnung der Neurotransmitter zu den Hirnarealen angestellt werden. Die
Achsenkodierung ist in Tabelle 3 erlautert.
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5 Diskussion

5.1 Hippocampus & Cortex praefrontalis

Ausgangspunkt der vorliegenden Untersuchung war das Ziel, die Auswirkungen
der artifiziellen Stimulation des HC Uber den Tractus perforans auf die verschie-
denen Neurotransmittersysteme im HC zu untersuchen. Nach dem erfolg-
reichen Abschluss dieses Teils der Experimente wurde versucht, die ange-
wandte Mikrodialysetechnik auch bei Lernversuchen im Holeboard zu benutzen,
um u.a. die Ergebnisse dieser Methode mit vorangegangenen Lernexperimen-
ten (Uzakov et al., 2005; Korz und Frey 2007; Makhracheva-Stepochkina et al.,
2008) vergleichen zu kénnen. Die Abstimmung und Feinjustierung aller betei-
ligten Systeme (z.B. Pumpe, Mikrodialysesonde sowie deren Fihrungskanile,
Schlauche, Probenbehalter, Holeboard, Videotracking sowie diverse Auswerte-
programme) flr die Experimente mit einer im HC implantierten Mikrodialyse-
sonde erwies sich als erstaunlich diffizil. Deswegen wurden die Experimentier-
reihen mit den Versuchen fortgesetzt, die eine im mPFC implantierte Sonde
voraussetzten. Denn neben dem HC ist auch der mPFC fir raumliche Lernleis-
tungen von groBer Bedeutung. Mit steigender Erfahrung des Experimentators
war es dann auch madglich, die notwendigen Feinabstimmungen vorzunehmen,
um die Experimente auch mit einer im HC implantierten Mikrodialysesonde
durchzufiihren. Leider verhinderten u.a. zeitliche Griinde und eine begrenzte
Versuchstieranzahl, weiterfiihrende Experimente, beispielsweise mit Antagonis-
ten im HC, durchzufihren.

In der theoretischen Voriberlegung wird bereits deutlich, dass mit der benutz-
ten Experimentieranordnung nicht entschieden werden kann, ob die verzeich-
neten Konzentrationsanderungen der Neurotransmitter Ursache, Zwischenstufe
oder Wirkung der gezeigten Lern- und Gedachtnisleistungen im Holeboard
sind. Die nachgewiesenen Konzentrationsanderungen beeinflussen das Verhal-
ten nicht direkt, sondern werden auf Ebenen héhere Ordnung als Reizstarke-
anderungen weiterverarbeitet.

Die wahrend der Holeboardversuche im HC gemessenen Konzentrationen der
Neurotransmitter unterscheiden sich bereits hinsichtlich ihrer vergrdéBerten
Standardabweichungen von den durch elektrophysiologische Stimulation erziel-
ten hippocampalen Konzentrationsanderungen. Das korreliert einerseits mit
den beobachteten Aktivitatsunterschieden. Wahrend die Ratten im Holeboard
ein aktives Suchverhalten zeigten, lagen sie im Verlauf der elektrophysiologi-
schen Stimulationen zumeist ruhend in einer Ecke des Kafigs. Allerdings kon-
nen diese Unterschiede nicht nur ein Hinweis auf die Abhangigkeit der Neuro-
transmitterkonzentrationen vom Aktivitatsstatus der Tiere sein, sondern auch
auf ihre Involvierung in die intellektuellen Leistungen wahrend des Suchens im
Holeboard hinweisen. Denn hierbei traten in Abhangigkeit vom zu suchenden
Futtermuster und von der Applikation von Antagonisten der Neurotransmitter
erhebliche Differenzen im HC und im PFC zwischen den einzelnen Gruppen auf.
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Langere Zeit wurde diskutiert, ob der PFC der Ratten dem dorsolateralen
prafrontalen Cortex der Primaten homolog ist. Mittlerweile gibt es zahlreiche
Belege dafir, dass kognitive und exekutive Prozesse bei verschiedenen Fami-
lien der Saugetiere sehr ahnlich ablaufen (Brown und Bowman, 2002; Briand
et al.,, 2007; Wise, 2008). Auch bei Vdgeln existiert eine dem PFC in der Funk-
tion ahnliche Hirnstruktur, das Nidopallium caudolaterale (Guntlrkin, 2005a
und 2005b; Kirsch et al.,, 2008). Der PFC ist notwendig fur die korrekte
Funktionsweise des Arbeitsgedachtnisses. Das gilt flir raumliche wie auch flr
nichtraumliche Aufgabenstellungen (Larsen und Divac, 1978; Brozoski et al.,
1979; Seamans et al., 1995b; Kesner et al., 1996; Kesner, 2000; Floresco und
Phillips, 2001; Stefani et al., 2003; Winstanley et al., 2004).

Anatomische und elektrophysiologische Untersuchungen zeigten, dass der HC
und der PFC reziproke Wechselbeziehungen besitzen. Der HC sendet direkte
exzitatorische Afferenzen in den PFC. Dort werden hauptsachlich die Pyrami-
denzellen und die Interneuronen der tieferen Schichten (V und VI) innerviert
(Sesack et al., 1989; Jay und Witter, 1991). Der PFC sendet Uber den temp-
oralen Cortex indirekte Afferenzen zum HC (Fuster, 1997). Kyd und Bilkey
(2003) zeigten, dass Lasionen im PFC Anderungen der neuronalen Aktivitat in
den hippocampalen Place-Zellen im Zusammenhang mit raumlicher Lokalisie-
rung verursachen. Das lasst die Vermutung zu, dass diese indirekten PFC-In-
formationen wichtig fur die HC-Funktion bei der raumlichen Orientierung sind.

Lasionen, die die Verbindungen zwischen HC und PFC unterbrechen, beein-
trachtigen die Lésung von Aufgaben, bei denen die Tiere ihr Verhalten dem
erwarteten Ergebnis anpassen miussen (Floresco et al., 1997). Elektrophysiolo-
gische Aufzeichnungen bei Nagetieren und Primaten zeigten, dass das auf dem
Niveau der Neuronen des PFC wahrend der Nutzung des Arbeitsgedachtnisses
stattfindende Feuern der Kodierung von Informationen dient, die fir zukUlinftige
Planungen eine Rolle spielen [werden] (Ingvar 1985; Rainer et al. 1999;
Mulder et al. 2000; Mushiake et al. 2006). Jung et al. (1998) vermuteten, dass
der HC die raumlichen Informationen zur Verfigung stellen kann, die es dann
dem mPFC erlaubt, ein dem Kontext angemessenes Verhalten zu generieren.
In den hippocampalen Place-Zellen zeigte sich bei einer zu erwartenden Futter-
belohnung eine antizipatorische Erhéhung der Feuerrate (Hok et al., 2007).
Das wurde auch bei Zellen des mPFC beschrieben. Die antizipatorische Aktivitat
des mPFC hangt von ahnlich gearteten Aktivitaten des HC ab. Beide Strukturen
spielen eine Rolle bei der Belohnungserwartung (Burton et al., 2009).

Die Unterbrechung der DA-modulierten HC-Afferenzen zum PFC (durch
unilaterale Inaktivierung des HC mit gleichzeitiger contralateraler Injektion von
DA D1-Rezeptor-Antagonisten in den PFC) stort die Funktion des
Arbeitsgedachtnisses (Seamans et al.,, 1998). Die Induktion synaptischer
Plastizitat (LTP) Uber hippocampale Afferenzen in den PFC wird auch von der
Aktivierung von D1-Rezeptoren und ihren Interaktionen mit NMDA-Kanalen (s.
Kapitel 2.5) kontrolliert (Gurden et al., 1999, 2000).

Die Auswahl der hippocampalen retrospektiven Informationen scheinen von
D1- aber nicht von D2-Rezeptorstimulationen im PFC abzuhangen. Im Gegen-
satz dazu hangt die Fahigkeit zur Planung zukinftiger Strategien, basierend
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auf den hippocampalen Informationen, sehr stark von der D2-Rezeptor-
modulation der intrinsischen Kreise des PFC ab (Goto und Grace, 2008). Das
stimmt auch mit den Ergebnissen andere Arbeiten Uberein, die die D2-Rezep-
tor-Stimulation im PFC als Bedingung flr ein flexibles Verhalten bezeichnen
(Mehta et al., 2004; Seamans und Yang, 2004; Winterer und Weinberger,
2004; Floresco et al., 2006; Tost et al., 2006). Daher lassen die Resultate von
Goto und Grace (2008) vermuten, dass die retrospektiven Gedachtnisleistun-
gen vom HC abhangen, dessen retrospektiven Informationen jedoch im PFC in-
tegriert werden muissen, um die weitere Informationsverarbeitung flr die Anti-
zipierung zukunftiger Ereignisse zu ermdglichen. Die bidirektionalen Interaktio-
nen zwischen dem PFC und dem HC scheinen also essentiell flir die Fahigkeit
Zu sein, das verhaltensrelevanten Spikemuster und die retrospektiven und pro-
spektiven Gedachtnisprozesse optimal aufeinander abzustimmen (Goto und
Grace, 2008). Das ist ein wichtiges Zusammenspiel bei Arbeitsgedachtnispro-
zessen und ahnelt Vorgangen des episodischen Gedachtnisses.

Die Fahigkeit, zwischen Erkunden und defensiven Verhaltensweisen - wie im
Holeboard - umschalten zu kénnen, ist fiir das Uberleben von Tieren von
essentieller Bedeutung (Bilenkin, 1979). Es wurde vermutet, dass dieses Um-
schalten ahnlich wie bei Invertebraten (Jing und Gillette, 2000; Yapici et al.,
2007) auch bei Saugetieren durch bestimmte neuronale Kreise gesteuert wird.
Bei Mausen wurde ein solcher Mechanismus durch Herry et al. (2008) gefun-
den. Zwei Populationen von Neuronen der BLA verandern durch die schnelle
Anderung der Balance ihrer Aktivitidten den Status der Verhaltensausprdgung
bei geringer und groBer Angst. Diese beiden Populationen sind in bestimmte
neuronale Kreise integriert, die unterschiedlich mit dem HC und dem mPFC
verbunden sind. Es kdnnte ein allgemeines Prinzip der Architektur des Nerven-
systems sein, dass solche neuronalen Kreise auch anatomisch eng beieinander
liegen, so dass auch lokale Wechselwirkungen maglich sind.

Schlussfolgerung 1: HC und PFC kommunizieren bei der Ldésung von
rédumlichen Arbeitsgedéchtnisaufgaben intensiv miteinander. Die
Konzentrationen von Neurotransmittern verdndern sich in beiden Arealen.

Folgeuntersuchungen 1: Gleichzeitige Mikrodialyse im HC und PFC.
Experimente zur Interaktion beider Hirnareale.

5.2 LTP und Mikrodialyse

Die Hypothese von Hebb (1949) (s. Kapitel 2.1) sowie die elektrophysiologi-
schen Experimente von Bliss und Lgmo (1973) an anasthetisierten Kaninchen
(s. Kapitel 2.5) lésten eine Vielzahl von Untersuchungen lber die neuronalen
Grundlagen des Lernens und des Gedachtnisses aus und fihrten zu einem
besseren Verstandnis dieser Vorgange. Besonders das Phanomen der LTP (Bliss
und Lemo, 1973) wurde eingehend erforscht. LTP wurde in sehr vielen Hirn-
regionen gefunden, einschlieBlich des visuellen Cortex und der Amygdala. Abe
(2001) ist der Meinung, dass sich die LTP am leichtesten und am besten repro-
duzierbar im HC auslésen lasst Vermutlich, weil die Neuronen hier sehr regel-
maBig geschichtet sind und sich so die Feldpotentiale leicht zuordnen lassen.
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Auch sind die Ableit- und Stimulationskoordinaten sowie die beide verbindende
Leitungsbahnen, die auslésenden Reize sowie deren Starke in jahrzehntelanger
Forschung an vielen tausend Tieren eingehend erforscht und verifiziert worden.
Die LTP wird wegen der lang andauernden Erhéhung der synaptischen Effek-
tivitat als ein zelluldres Korrelat bzw. Modell des Gedachtnisses betrachtet
(Matthies, 1989; Bliss und Collingridge, 1993).

Es ist aber weiterhin strittig, ob wahrend der Gedachtnisbildung tatsachlich
LTP-ahnliche Phanomene auftreten (Abe, 2001). Eine Reihe von Unter-
suchungen unterstlitzen die These, dass die LTP ein dem Lernen und dem Ge-
dachtnis ahnliches Phanomen ist: Bei Tieren, die einen Lerntest absolvieren
mussten, wurde die Leistung in diesen Experimenten durch die Applikation von
Substanzen beeintrachtigt, die auch die Ausbildung der hippocampalen LTP be-
hindern (Morris et al., 1986; Laroche et al., 1989; Watanabe et al., 1992).
Elektrische Stimulation, die eine hippocampale LTP ausldst, beeinflusst auch
die Herausbildung des Gedachtnisses (Berger, 1984; Barnes et al., 1994;
Moser et al., 1998). Es wurde eine Korrelation zwischen dem Lernvermdgen
und der LTP-Induktion nachgewiesen (Ramirez et al., 1988; Deupree et al.,
1991; Silva et al., 1992). Es wurden jedoch auch einige Ergebnisse gefunden,
die Abweichungen zwischen LTP und Gedachtnis bezliglich der Aktivierung von
Genen oder ihrer Beeinflussbarkeit durch bestimmte Substanzen zeigten (Rich-
ter-Levin et al., 1988; Bannerman et al., 1997; Meiri et al., 1998). Allerdings
wiesen Whitlock et al. (2006) nach, dass raumliches Lernen bei Ratten hippo-
campale LTP erzeugt. Und Pastalkova et al. (2006) zeigten, dass die
Unterbrechung der Aufrechterhaltung der hippocampalen LTP die Loschung be-
reits vorhandener raumlicher Gedachtnisinhalte verursacht. In den Experi-
menten der vorliegenden Arbeit wurde die LTP durch die Applikation einer arti-
fiziellen elektrischen Stimulation an bestimmten Synapsen ausgeldst.

Der hier verwendete Ansatz (Mikrodialyse mit kombinierter, elektrophysiolo-
gischer Stimulation) ertffnet einige Vorteile gegeniber der rein pharmakolo-
gischen Experimentieranordnung: Zum einen kénnen die dynamischen Ande-
rungen der Neurotransmitterkonzentrationen zu bestimmten pra- und vor al-
lem posttetanischen Zeitpunkten Uber einen langeren Zeitraum dokumentiert
werden. Zum anderen kdnnen verschiedene Neurotransmitter innerhalb eines
Chromatogramm nachgewiesen werden. Das reduziert einerseits die Zahl der
Versuchstiere und andererseits erlaubt es die gleichzeitige Analyse verschie-
dener Neurotransmittersysteme.

Durch die Mikrodialyse im HC konnte die Dynamik der Konzentrationen der ex-
trazellularen Neurotransmitter nach der Stimulation des Tractus perforans dar-
gestellt werden. Es wurden in der vorliegenden Arbeit transiente und ver-
langerte Anderungen bei DA, NA und 5-HT gezeigt. Jeder dieser Neurotrans-
mitter zeigte nach den verschiedenen Stimulationen einen spezifischen Zeitver-
lauf der extrazelluldren Konzentration (s. Abbildung 4.2 auf Seite 52). Bronzino
et al. (1999, 2001) erzielten mit einer ahnlichen Methode vergleichbare Ergeb-
nisse flr NA. In den hier vorgestellten Experimenten wurde dieser experimen-
telle Ansatz deutlich erweitert. Zum einen ist der Messzeitraum wesentlich ver-
groBert worden. Zum anderen ist es mdglich, die vorliegenden Ergebnisse mit
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elektrophysiologischen und molekularen Antworten innerhalb des HC zu ver-
gleichen. Weiterhin wurden auch DA und 5-HT in die Analyse aufgenommen.
Von diesen beiden Neurotransmittern ist bekannt, dass sie eine wichtige und
signifikante Rolle bei der Induktion und der Erhaltung der hippocampalen LTP
spielen. AuBerdem wurde eine Kontrollgruppe in den Versuch integriert, die die
normalen tageszeit- und verhaltensabhangigen Konzentrationsschwankungen
der Neurotransmitter belegen sollte.

Die Dauer der Erhéhung der DA-Konzentration war direkt anhangig von der
Starke der elektrophysiologische Stimulation. Wegen der GréBe und der Posi-
tion der Mikrodialysesonde erscheint es moglich, dass extrazelluldres DA von
der CAl1l-Region in die Sonde diffundiert sein kdnnte. Das lasst die Schlussfol-
gerung zu, dass das extrazellulare DA innerhalb der CAl-Region ebenso wie
das DA des Gyrus dentatus Anteile an dem verzeichneten Anstieg des DA hat-
te. Mit der hier angewandten Methode kann die GréBe und der Anteil einer sol-
chen Diffusion nicht bestimmt werden. Die Anstiege beider Kurven, also der
nach einem schwachen wie auch der nach einem starken Tetanus resultieren-
den, waren nahezu identisch. Im Vergleich der Zeitverlaufe der DA-Konzentra-
tionen zeigte sich eine direkte Abhangigkeit von den verschiedenen tetanischen
Stimulationen des HC lber den Tractus perforans.

Im Gegensatz zur CAl-Region des HC spielen die D1/D5-Rezeptoren im Gyrus
dentatus keine kritische Rolle bei der Ausbildung der LTP und der Depo-
tentiation. Jedoch verursacht die Agonisten-Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren
eine Inhibition der Gyrus-dentatus-Depotentiation. Dagegen haben pharma-
kologische Manipulationen der D1/D5-Rezeptoren keinen Einfluss auf die LTP
(Kulla und Manahan-Vaughan, 2000). Diese Ergebnisse lassen eine differen-
zierte Rolle bei der Modulation verschiedener Formen synaptischer Plastizitat in
dieser hippocampalen Region vermuten. Da DA als Antwort auf Belohnungs-
stimuli freigesetzt wird (Schultz et al., 1993), kann man in diesem Zusammen-
hang spekulieren, dass die DA-Freisetzung der Beeintrachtigung der De-
potentiation und damit der Verstarkung der LTP-Auspragung dient (Kulla und
Manahan-Vaughan, 2000). DA D2-Rezeptoren sind an Prozessen der frihen
Gedachtnisbildung beteiligt (Packard und White, 1989,1991; White et al,,
1993). Die Beeintrachtigung der LTP durch die Applikation von DA D2-Rezep-
tor-Antagonisten wird innerhalb weniger Minuten nachweisbar. Das spricht
ebenfalls flir eine wichtige Rolle dieser Rezeptoren in der friihen Phase der
Gedachtnisbildung (Manahan-Vaughan und Kulla, 2003). DA D2-Rezeptoren
spielen eine modulatorische Rolle bei der synaptischen Plastizitat im Gyrus
dentatus frei beweglicher Ratten. Der kritische Einfluss dieser Rezeptoren wird
durch die selektive Inhibitierung der LTP durch applizierte D2-Rezeptor-
Antagonisten deutlich (Manahan-Vaughan und Kulla, 2003). Die Regulation der
LTP-Depotenzierung durch die D2-Rezeptor-Aktivierung kénnte dem Erhalt der
erleichterten Potentiationsfahigkeit kurzlich potenzierter Pfaden dienen, und
damit auch der Verstarkung der Informationsspeicherung. Das unterstltzt auch
die modulierende Rolle des DA bei der synaptischen Plastizitat und die der D2-
Rezeptoren bei Prozessen des Lernens und des Gedachtnisses (Manahan-
Vaughan und Kulla, 2003).
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Die hier vorgelegten Ergebnisse unterstiutzen die Erkenntnis, dass NA speziell
in die Induktionsprozesse der late-LTP im Gyrus dentatus involviert ist (Frey et
al., 2001; Straube et al., 2003; Straube und Frey, 2003; Korz und Frey, 2007).
Zusatzlich enthullen diese Daten einen Zeitraum der Transmitterantworten, der
in friheren Studien weder in vitro noch in vivo gezeigt wurde (Reymann et al.,
1985; Frey et al., 1993 und 2001; Huang und Kandel, 1994; Seidenbecher et
al., 1995 und 1997; Frey und Morris, 1997 und 1998; Bergado et al., 2001).
Passend zum pharmakologischen Ansatz der eben erwdhnten Autoren, durch
Applikation von Agonisten und Antagonisten zu einzelnen pra- oder post-
tetanischen Zeitpunkten, den modulatorischen Einfluss der Neurotransmitter
auf die LTP zu Uberprifen, nehmen deren Vermutungen uber diese Modula-
tionen einen gréBeren Platz ein als Effekte des Reinforcement.

Uberraschenderweise wurde in der vorliegenden Studie die Applikation eines
schwachen Tetanus, der in seiner Starke hinreichend ist, eine early-LTP aus-
zulésen, von einer voribergehenden Verringerung der extrazellularen NA-
Konzentration begleitet (s. Abbildung 4.2-B auf Seite 52). Diese Abschwachung
beeintrachtigt jedoch nicht die Induktion einer early-LTP, die protein-
biosyntheseunabhdngig ist und somit keine heterosynaptische Aktivierung er-
fordert. Momentan lasst sich die Ursache dieses Resultats nicht eindeutig erkla-
ren. Es kann von verschiedenen Mechanismen abhangen:

- von der Erhéhung des Transmitter-Reuptakes und/oder des
beschleunigten Transmitterabbaus (Linnér et al.,, 2004; Hajés et al,,
2003; Kocsis et al., 2007),

- oder von den Wechselwirkungen mit anderen Transmittersystemen, z.B.
des serotonergen Systems (Almaguer et al., 2005),

- und/oder den Interaktionen des HC mit anderen Strukturen des Gehirns.

Dies wiederum kdnnte dazu flhren, dass die relativ kurzzeitig anhaltende
early-LTP nicht in eine late-LTP Uberflhrt werden kann.

Die neuromodulatorischen Hirnstrukturen und die Mechanismen, die von der
Stimulation des Tractus perforans zur Auspragung der LTP fUhren, sind noch
immer nicht vollstdndig erkannt. Bekannt ist jedoch bereits, dass die
elektrophysiologische oder chemische (glutamaterge) Stimulation des Locus
coeruleus (Dahl und Winson, 1985; Washburn und Moises, 1989; Harley und
Sara, 1992; Berridge und Waterhouse, 2003), ein Korrelat auf zellularer Ebene
fir den Verhaltensstatus der Aufmerksamkeit und Aktivierung (Sara et al.,
1994), die Freisetzung von NA im HC erhdht. Dagegen verringert eine niedrig-
frequente Stimulation der basolateralen Amygdala die Konzentration des NA im
Gyrus dentatus (Almaguer et al., 2005). Vizi und Kiss (1998) fanden heraus,
dass die Effekte des NA im HC das Resultat von rezeptorvermittelten Prozessen
sind. Die beiden Autoren analysierten auch die synaptischen und nicht-
synaptischen Wechselwirkungen, die in die prasynaptische Modulation der Frei-
setzung von Neurotransmitter verwickelt sind und fanden heraus, dass Neuro-
transmitter, die von Axonendigungen ohne synaptischen Kontakt freigesetzt
wurden, eine sehr wichtige Rolle in der Feinabstimmung der Kommunikation
zwischen Neuronen innerhalb eines neuronalen Netzwerkes spielen. Vizi (2000)



5.2 LTP und Mikrodialyse 100

begutachtete neurochemische und morphologische Nachweise, die vermuten
lassen, dass einige Neurotransmitter (unter ihnen DA, NA und 5-HT), die so-
wohl von synaptischen wie auch von nichtsynaptischen Stellen freigesetzt wer-
den, eine groBere Distanz zu Zielzellen mittels Diffusion Uberwinden, als das
bisher bei normaler synaptischer Ubertragung beobachtet wurde.

Endogenes 5-HT hat einen groBen inhibitorischen Effekt auf die LTP-Induktion
der CAl des intakten HC (Staubli und Xu, 1995). Es gibt verschiedene
Subtypen von 5-HT-Rezeptoren mit unterschiedlichen Affinitdten zu 5-HT
(Barnes und Sharp, 1999). Demzufolge fuhrt der Anstieg der extrazellularen
Konzentration des 5-HT zu einer Aktivierung einer groBen Zahl von Rezeptoren.
Viele dieser Rezeptoren sind an Prozessen beteiligt, die die Induktion der LTP
regulieren (Marchetti et al., 2004; Kemp und Manahan-Vaughan, 2005). Ande-
re Studien bringen den Beweis, dass 5-HT-Mechanismen an der Vermitt-lung
und der Modulation der Blockade der hippocampalen LTP-Induktion durch
akuten Stress beteiligt sind (Shakesby et al., 2002; Korz und Frey, 2003). Dies
kann die Verringerung der 5-HT-Konzentration durch das moderate Handling
vor dem Versuch erklaren. Es konnte beobachtet werden, dass zu Beginn eines
elektrophysiologischen Experimentes die Tiere agiler und aufmerksamer waren
als an dessen Ende. Im Verlauf des Experimentes verbrachten die Ratten einen
immer groBeren Zeitanteil schlafend. Das kann mit einer verringerten Aktivitat
der Amygdala zusammenhangen. Dies kdnnte die langsame aber stetige Ver-
ringerung der 5-HT-Konzentration bei allen untersuchten Ratten Uber den Zeit-
verlauf erklaren. Die Ursache hierfir kdénnte als alternative Erklarung aber
auch eine allmahliche Gewdhnung an die Umgebung sein (Sicherheitsgefihl —
Schlafen).

Eine solche Abnahme der Konzentration konnte bei den anderen
Neurotransmittern nicht beobachtet werden. Deren Konzentrationen zeigten
eher eine direkte Abhangigkeit von den verschiedenen tetanischen Stimulatio-
nen des HC. Die modulierende Rolle der serotonergen Projektionen der Nuclei
raphes (Sarihi et al.,, 2003) auf die hippocampale 5-HT-Konzentration wurde
bereits ebenso beschrieben wie die der basolateralen Amygdala (Almaguer-
Melian et al., 2005). Letztere Autoren fanden nach einer niederfrequenten
Stimulation ebenfalls eine Verringerung der extrazellularen 5-HT-Konzentration
im Gyrus dentatus.

Ahnliche Prozesse kénnen an den unterschiedlichen Zeitverldufen der drei
untersuchten Neurotransmitter nach den verschiedenen Stimuli beteiligt sein.
Ebenfalls kénnen bei der intrahippocampalen Verarbeitung der Stimulations-
signale verschiedene Zielzellen angesteuert und auch eine nachfolgende
Aktivierung unterschiedlicher Hirnstrukturen durch den HC erfolgen. Diese
aktivierten Hirnstrukturen senden dann wiederum Informationen (ber
verschiedene monoaminerge Projektionen zurlick zum HC. Zum Beispiel kann
der verzdgerte Anstieg des 5-HT nach einer starken Stimulation verglichen mit
der sofortigen Anderung nach der schwachen Stimulation auf der Aktivierung
verschiedener Hirnstrukturen durch den HC oder auf eine zeitlich abweichende,
intrahippocampale Verarbeitung der einkommenden Signale beruhen.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass definierte, Uber den
Tractus perforans applizierte Stimulationsmuster, im HC spezifische, zeitliche
begrenzte Anderungen der extrazelluldren Konzentrationen von DA, NA und
5-HT auslésen. Die im allgemeinen fur lebende Systeme auffallend geringen
Standardabweichungen der Neurotransmitterkonzentrationen bei den LTP-Ex-
perimenten lassen den Schluss zu, dass die GréBe der applizierten elektro-
physiologischen Stimulation Uber der natlrlichen, individuellen Schwelle eines
solchen Reizes lag. Damit wiirden die hier gezeigten Anderungen der
Neurotransmitter in ihrer GrdBe die artifiziell eventuell Uberhdéhten Wirkungen
dieses Uber den Tractus perforans induzierten Reizes wiedergeben. Prinzipiell
wird jedoch auf diese Weise zumindest ein Teil der Folgen eines solchen Reizes
deutlich. Individuell und der Reizstarke entsprechend abgestuft, verandern sich
die Konzentrationen der untersuchten Neurotransmitter.

Die Identifikation der in die Verarbeitung der verschiedenen Stimulationsproto-
kolle einbezogenen neuralen Netzwerke ist eine Aufgabe flr zukilnftige Unter-
suchungen und kann durch pharmakologische Blockade von afferenten und
efferenten Projektionen erfolgen. Die Basis fiir spezifische und zielorientierte
pharmakologische Eingriffe im Zusammenhang mit der elektrophysiologischen
Stimulation des HC und gleichzeitiger Mikrodialyse wird durch die vorliegende
Untersuchung gelegt.

Schlussfolgerung 2: Die extrazelluldren Konzentrationen der
Neurotransmitter DA, NA und 5-HT im HC &nderten sich nach elektro-
physiologischer Stimulation des HC Uber den Tractus perforans in Abhdngigkeit
der Stérke und der Qualitit der elektrischen Stimulation. Die Anderungen der
DA-Konzentrationen lehnten sich eng an die Starke der Stimulation an. 5-HT
dhnelte DA, nur bei der starken Stimulation kam es zu einer deutlichen Ver-
zbgerung des Anstiegs der 5-HT-Konzentration. Die Verarbeitung der Reiz-
stdarken bei NA war komplexer. Die schwache Stimulation verursachte eine
Verringerung, die starke einen Anstieg der NA-Konzentration. Die hetero-
synaptischen Aktivierungen nach der elektrophysiologischen Stimulation des
HC sind offensichtlich komplizierter als bisher angenommen.

Folgeuntersuchungen 2: Stimulation des HC wéhrend des Lern- und
Geddéchtnistestes im Holeboard und parallele Untersuchung der Neurotransmit-
terkonzentrationen (s.a. Whitlock et al., 2006; Pastalkova et al., 2006).
Desgleichen mit Auslésung einer HC-PFC-LTP (s.a. Huang et al., 2007 und Lim
et al., 2010) auch wéhrend der Ruhephasen.

5.3 Noradrenalin und Lernen

Die unterschiedliche Auspragung der Neurotransmitterkonzentrationen bei
Ratten, die ein konstantes und bei Tieren, die ein zufalliges Futtermuster
suchen mussten, lag weder an einer abweichenden Versuchsanordnung noch
an Unterschieden im Motivationsstatus, da beide Gruppen dieselbe Menge
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desselben Futters in derselben Zeit zu sich nahmen und zuvor auch gleichen
Bedingungen der Futterrestriktion unterlagen. Auch eine neue Umgebung
(Dalley und Stanford, 1995; Feenstra, 2000; Feenstra et al., 2000) spielte
keine Rolle, da beide Gruppen gleich habituiert wurden.

Die signifikanten Anderungen der hippocampalen NA-Konzentration bei den
Holeboardversuchen missen daher in der abweichenden Verteilung der Futter-
pellets ihre grundlegende Ursache haben. Es lassen sich verschiedene Faktoren
vermuten. Zum einen fallt auf, dass sich nur die Kurve des NA-Verlaufes der
ein konstantes Muster suchenden Tiere signifikant vom Verlauf der Kontroll-
kurve unterscheidet (Abbildung 4.3 auf Seite 55). Der Unterschied in den ers-
ten Trials zwischen dem konstanten und dem zufalligen Pelletmuster kénnte
zum Teil bereits im Versuchsaufbau begriindet sein. Um die Vergleichbarkeit
mit den bereits in der Arbeitsgruppe Neurophysiologie des Leibniz-Institutes fir
Neurobiologie durchgeflihrten Untersuchungen im Holeboard zu erleichtern
(Uzakov et al., 2005; Korz und Frey 2007; Makhracheva-Stepochkina et al.,
2008), wurde auf das in diesen Experimenten verwendete konstante Vertei-
lungsmuster zurtckgegriffen. Dieses Muster ist aus meiner Sicht nicht optimal
auf die Verhaltensweisen der Ratten angepasst. Zum einen befinden sich die
Mehrzahl der bekdderten Locher nicht am Rand. Das kommt dem natlrlichen
Verhalten der Tiere, Schutz zu suchen und offene Flachen eher zu meiden,
nicht entgegen. Gerade angstlichere Tiere bedurfen auch deshalb einer
ldngeren Habituation an die Versuchsapparatur. Der fur die frihen Unter-
schiede zwischen den beiden trainierten Gruppen wichtigere Grund ist jedoch,
dass eines der bekdderten Loécher des konstanten Musters unmittelbar in der
Nahe des Zugangs der Tiere zum Holeboard liegt. Die Tiere kommen aus der
Schleuse, ignorieren meist die erste Lochreihe am Eingang, zdgern dann vor
der offenen Flache und versuchen sich oft im nachsten Loch zu verstecken.
Dabei st6Bt ein Teil der Tiere schon auf das erste Pellet des konstanten
Musters. Das kdnnte auch die Erklarung fir die bereits nach den ersten beiden
Trials offensichtlichen Unterschiede zwischen den Latenzen beider Gruppen
sein. Zu diesem frihen Zeitpunkt sollte ein Lerneffekt noch nicht so deutlich
auftreten.

Die signifikanten Unterschiede zwischen den extrazelluldaren hippocampalen
NA-Konzentrationen bei einem konstanten und zufalligen Pelletmuster lassen
sich zum heutigen Zeitpunkt nur deuten, wenn man eine Korrelation mit der
Induktion verschieden starker, sensorischer Stimulation Uber den Tractus per-
forans annimmt (s. hierzu auch Kapitel 5.2). Wie bei der elektrophysio-
logischen Stimulation des HC gezeigt werden konnte, verursachen unterschied-
lich starke Stimuli verschiedene Konzentrationsanderungen des hippocampalen
NA (Neugebauer et al.,, 2009). Ein starker Tetanus bewirkt eine deutliche
Erh6éhung der Konzentration. Die durch die starke Tetanisierung verursachte
Anderung &hnelt der, wie sie bei der Gruppe eines konstanten Pelletmusters
gefunden wurde. Hingegen verringerte ein schwacher Tetanus die hippo-
campale NA-Konzentration voriibergehend. Nimmt man nun an, dass auch bei
den Tieren der anderen Gruppe wahrend der Erkundung des Holeboards Ein-
flisse auf die hippocampale NA-Konzentration erfolgen, so kénnte die resul-
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tierende Kurve ein Status zwischen den entsprechenden Korrelaten der schwa-
chen und starken tetanischen Stimulation, also der Verringerung und der Er-
héhung der NA-Konzentration, widerspiegeln. Dass der Zeitverlauf sehr stark
dem der Kontrollgruppe ahnelt, muss demzufolge in diesem Fall nicht auf
gleiche Ursachen, sondern kann auf ahnlichen Folgen beruhen.

Verschiedene Untersuchungen zeigten eine Vielzahl von Faktoren auf, die eine
Erhéhung der extrazellularen NA-Konzentration verursachen. Die Prasentation
wie auch die Restriktion bevorzugten Futters (Cenci et al., 1992; Taber und
Fibiger, 1997; Feenstra, 2000, Feenstra et al., 2000) kann ebenso zur
Erhohung der NA-Konzentration fuhren wie Stimuli, die nur eine solche
Belohnung erwarten lassen (Mingote et al., 2004). Zumindest zeigten diese
Autoren das flir den PFC. Jedoch kénnen auch Locus-coeruleus-Neuronen durch
Reize aktiviert werden, die Anforderungen an die Aufmerksamkeit stellen, nicht
jedoch mit Belohnung assoziiert sind (Grant et al., 1988; Aston-Jones et al.,
2000). Auch Berridge und Waterhouse (2003) zeigten, dass die Aktivierung des
Locus coeruleus weitreichende elektrophysiologische Einflisse auf die
hippocampale Konzentration von NA wie auch auf das Verhalten des Tieres hat.
Lost man im Locus coeruleus eine hippocampale Potenzierung aus, so
unterstitzt diese mehr die Auspragung eines Langzeitgeddachtnisses als eines
Kurzzeitgedachtnisses (Walling und Harley, 2004). Demzufolge unterliegen
diese beiden Prozesse unterschiedlichen biologischen Mechanismen. Das passt
wiederum gut zu der oben angeflihrten Hypothese. Da die B-adrenerge Rezep-
toraktivierung in der CA1-Region und des Gyrus dentatus des HC wichtig flr
die Speicherung oder die Abfrage des Langzeitgedachtnisses ist (Gelinas und
Nguyen, 2005), kdénnten die hier prasentierten Unterschiede zwischen den NA-
Konzentrationen u.a. darauf beruhen, dass beim konstanten Verteilungsmuster
der Pellets eine derartige Aktivierung erfolgt. Auch wurde gezeigt, dass die
Aktivierung des LC-noradrenergen Systems mit der verbesserten Antwort auf
aufgabenrelevante Stimuli assoziiert ist (Aston-Jones et al., 2000; Berridge und
Waterhouse, 2003). Diese Aussage konnte auch fir eine Erhdhung der NA-
Konzentration im Zusammenhang mit dem Erkennen der hinter der Verteilung
der Futterpellets liegenden Regel sprechen.

Bei Konditionierungsversuchen wurde Ratten ein Ton prasentiert, dem eine
Belohnung folgte. Dabei waren sowohl die NA-Konzentration als auch die DA-
Konzentration im mPFC erhéht. Erfolgte nach dem Signal keine Belohnung,
erhdhte sich nur die NA-Konzentration (Mingote et al., 2004). Das noradre-
nerge System ist also in die Belohnungserwartung involviert. Bei einem aversi-
ven Konditionierungsversuch wurde Ratten ein Tonsignal prasentiert und ein
FuBschock gegeben. Erfolgten diese beiden Stimuli zusammen, so erhéhte sich
die Freisetzung von DA und NA im PFC (Feenstra et al., 2001).

Der mPFC ist bezlglich der Freisetzung von NA infolge verschiedener Stimuli
deutlich besser untersucht als der HC. Die PFC-NA-Innervation wird durch
verschiedene Stimuli aktiviert, ohne Rlcksicht auf ihre belohnende oder
abschreckende Qualitat (Dalley und Stanford, 1995; Rebec et al.,, 1997;
McQuade et al., 1999; Feenstra, 2000; Feenstra et al., 2000). Allerdings ist die
GroBe der Freisetzung von DA und NA im PFC als Reaktion auf eine neue
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Umgebung oder dem Handling der Ratten auch davon abhangig, ob der Ver-
such wahrend der dunklen oder hellen Phase des Tages geschieht (Feenstra et
al., 2000).

Einen offensichtlichen Einfluss des Handlings (Dalley und Stanford, 1995;
Kawahara et al., 1999; Feenstra et al., 2000) auf die NA-Konzentration konnten
Rossetti und Carboni (2005) nicht feststellen. Aus den Experimentier-
erfahrungen der vorliegenden Untersuchung kann dieses Ergebnis unter den
folgenden Bedingungen bestatigt werden. Je vertrauter die Versuchstiere mit
dem Experimentator und der Versuchsanordnung sind, um so weniger angst-
liches Verhalten zeigen die Tiere. Die Tiere sind ruhiger, unaufgeregter und
agieren auch beim Suchen im Holeboard sicherer. Daher liegt die Schluss-
folgerung nahe, dass das Handling dann keinen messbaren Einfluss auf die
Konzentrationen der Neurotransmitter hat, wenn die Tiere mit der Experi-
mentierumgebung und mit dem Experimentator vertraut sind. Somit sind die
Art und Weise des Umgangs mit den Tieren und der Grad der Vertrautheit der
Tiere mit der Person des Experimentators wichtige Faktoren flr die Validitat
der Resultate. Diese These wird auch durch die Resultate von Beck und Luine
(2002) unterstitzt. Diese Autoren fanden heraus, dass sich die hippocampale
NA-Konzentration unter Stressbedingungen deutlich erhéht. Die Verkleinerung
von Stressfaktoren ist somit bedeutsam flr die NA-Konzentration im HC.

Die NA-Ausschittung im PFC ist dagegen erhoéht (d.h., das noradrenerge
System des Locus coeruleus ist phasenweise aktiviert), wenn die Tiere das
Versuchslabyrinth auf Futter hin untersuchen. Deshalb kann die Ausschittung
von NA wahrend der Versuche ein neurochemisches Korrelat eines kortikalen
Reizes reprasentieren, der flr die Verarbeitung raumlicher Informationen bei
der Lokalisierung der Futterbelohnung notwendig ist (Rossetti und Carboni,
2005). Das wirft auch wiederum ein wenig Licht auf die Rolle des Locus
coeruleus bei Aufmerksamkeitsprozessen (Aston-Jones et al., 2000). Die NA-
Konzentrationsanderung lasst sich somit nicht auf genau eine Ursache
festlegen.

Noradrenerge Neuronen kdnnen das Signal-Rausch-Verhaltnis im prafrontalen
und parietalen Cortex verbessern, sowie die Antworten auf wichtige Stimuli
verstarken und die Antworten auf irrelevante schwachen (Aston-Jones et al.,
1994).

B-adrenerge Antagonisten (darunter Propranolol) blockieren systemische
Effekte der Glucocorticoide in der BLA (Quirarte et al., 1997). Nach Applikation
von 3 mg/kg Propranolol in die BLA und der daraus resultierenden NA-Blockade
wurde jedoch keine Beeintrachtigung der Gedachtnisleistung festgestellt (Roo-
zendaal et al., 2006).

Pyramidenzellen des Affengehirns projizieren zu den noradrenergen Locus-
coeruleus-Neuronen (Arnsten und Goldman-Rakic, 1984). Auch im Ratten-
gehirn wurden solche starken exzitatorischen Verbindungen nachgewiesen
(Jodo und Aston-Jones, 1997, Jodo et al., 1998). PFC-Neuronen feuern als
Antwort auf Reize, die gespeicherte Informationen abrufen und eine Verhal-
tensantwort auslésen (Fuster, 1973; Kubota et al., 1974; Niki, 1974). Das
Feuern dieser Neuronen ist positiv mit der Exaktheit des gedachtnisbasierten
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Verhaltens korreliert (Goldman-Rakic, 1995). Diese Aktivitdt der PFC-
Pyramidenzellen kann durch noradrenerge Antagonisten verringert werden (Li
und Mei, 1994; Sawaguchi, 1998; Li et al.,, 1999). DA moduliert die Aktivitat
der glutamatergen Pyramidenzellen im PFC (ber synaptische und
extrasynaptische Mechanismen sowie durch indirekte, durch GABA-Neuronen
vermittelte Effekte. Andererseits innervieren Glutamatneuronen dopaminerge
Zellen innerhalb des ventralen tegmentalen Areals. Dieser selektive Glutamat-
input stammt u.a. aus dem PFC (Sesack et al., 2003). Auf diese Weise kénnen
sich das dopaminerge und das glutamaterge System gegenseitig beeinflussen.
Doch auch das noradrenerge Neurotransmittersystem bleibt bei diesen
Wechselbeziehungen nicht ausgeschlossen. Denn die Inhibition von GABA
bewirkt eine verstarkte Ausschittung von NA, das fihrt wiederum zu einer ver-
besserten Gedachtnisleistung (Hill und McEwen, 2009). Eine PFC-aktivitats-
verwandte Reprasentation des Aufmerksamkeitszieles kann daher die pha-
sische Aktivierung des Locus coeruleus ausldsen, um das Ziel der Umgebung
mit dem hdéchsten Motivationsinhalt - das nachste Loch mit einem vermuteten
Futterpellet - im Fokus zu behalten.

Deshalb weist der Unterschied in der Starke der NA-Freisetzung auf eine
Beziehung zwischen den durch die Testbedingungen erforderlichen
Anforderungen an die Aufmerksamkeit und die phasische Aktivierung des Locus
coeruleus hin. Das lasst eine spezifische Rolle des NA im PFC bei der Funktion
des Arbeitsgedachtnisses vermuten. FlUr die auf ein konstantes Muster
trainierten Tiere kann es notwendiger sein, das NA-Level zu erhéhen, um das
notwendige Aufmerksamkeitsniveau flr die erwartete Belohnung zu erreichen,
da fur die auf ein zufalliges Muster trainierten Tieren diese ungewisser ist.

In diesem Zusammenhang schlugen Rossetti und Carboni (2005) vor, die
Erhdhung des NA-Levels als ein Korrelat flr die selektive Aufmerksamkeit
anzusehen, das erforderlich ist, um die Regeln zum Erreichen eines Zieles aktiv
zu erhalten (Robbins, 1984; Rainer et al., 1998; Aston-Jones et al., 2000;
Everling et al., 2002; Berridge und Waterhouse, 2003).

Diese Hypothese bestatigen auch die durchgeflihrten Versuche, bei denen
Propranolol in den PFC appliziert wurde. Hierbei erhéhte sich gegenlber den
unbehandelten Tieren nach der Applikation die Zahl der Arbeitsgedachtnisfehler
signifikant. Das Arbeitsgedachtnis, d.h. in diesem Fall, das kortikale Korrelat
fir die Erkennung der dem Verteilungsmuster zugrunde liegenden Regel, sei
sie zufallig oder konstant, sowie das Kurzzeitgedachtnis (welche Lécher wurden
schon besucht) wurde durch den NA-Antagonisten nachweislich wesentlich
beeintrachtigt. Dass NA eine entscheidende Rolle bei Prozessen des
Arbeitsgedachtnisses spielt, zeigten schon Untersuchungen, die durch alpha2-
NA-Rezeptor-Agonisten eine Verbesserung der reduzierten Arbeitsgedachtnis-
leistungen bei alteren Affen (Murphy et al., 1996a und 1996b) und Ratten
(Tanila et al., 1996) nachwiesen. So betrachtet, hat das noradrenerge Locus-
coeruleus-System einen modulatorischen Einfluss auf den PFC und dessen
Arbeitsgedachtnisfunktionen (Arnsten, 2001). Die Aktivierung des LC-
noradrenergen oder des DA-corticolimbischen Systems ist dagegen allein nicht
ausreichend flur die Funktionsweise des Arbeitsgedachtnisses, weil die selektive
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Beeintrachtigung der NA- oder DA-Ubertragung im PFC das Arbeitsgedéchtnis
stort (Brozoski et al., 1979; Bubser und Schmidt, 1990; Roberts et al., 1994;
Arnsten, 1997). NA ist im PFC  wahrend eines  raumlichen
Arbeitsgedachtnistests selektiv erhéht, wahrend die DA-Erhdhung dort unab-
hangig davon ist, ob die Tiere bereits testrelevante Informationen erhalten
haben. Dies unterstlitzt die Hypothese der gedachtnisgefihrten Suche nach
Futterbelohnung. DA ist primar mit der Vermutung Uber die Belohnung ver-
bunden, wahrend NA an der selektiven Aufmerksamkeit beteiligt ist, die not-
wendig flr die aktive Bewahrung der Regeln zum Erreichen des Zieles ist
(Rossetti und Carboni, 2005). Die Infusion von SKF81297 (eines selektiven
D1/D5-Rezeptor-Agonisten) in den PFC bewirkt eine dosisabhangige durch die
Infusion von SCH 23390 umkehrbare Beeintrachtigung bei der Durchfiihrung
von raumlichen Gedachtnisaufgaben. Das zeigt, dass die damit ausgeldste
supranormale Stimulation der DA D1-Rezeptoren ausreichend ist, um kognitive
Fehlfunktionen auszulésen (Zahrt et al., 1997).

Interessanterweise erhdhten die mit Propranolol behandelten Tiere signifikant
ihre Suchgeschwindigkeit. D.h., sie legten in der gleichen Zeit eine deutlich
groBere Wegstrecke zuruck. Auf diese Weise erreichten sie trotz der ver-
groBerten Arbeitsgedachtnisfehleranzahl (Definition hierflir Seite 82) Latenz-
zeiten, die denen der unbehandelten Gruppe sehr ahnelten. Bemerkenswert
ist, dass diese beschleunigte Suche besonders schnell bei den Tieren war, die
auf ein konstantes Muster trainiert wurden. Dabei entstand der Eindruck, dass
die Ratten die Ldcher rascher kontrollierten. Da diese Tiere die urspringlich
bekdderten Lécher mehrfach besuchten, lieB sich das mit der verwendeten
Auswertesoftware nicht beweisen. Dass die Tiere die Distanzen zwischen den
Léchern schneller Gberwanden, konnte mit den Messwerten der zurickgelegten
Entfernung und der Latenzzeit nachgewiesen werden.

Aufschlussreich ist bei den mit Propranolol behandelten Tieren auch die geringe
Zahl an Referenzgedachtnisfehlern (Definition hierflr Seite 79). Beide Gruppen
suchten weniger in urspringlich unbekdderten Léchern als die nicht mit Pro-
pranolol behandelten Tiere.

Im Zusammenhang mit der in beiden Gruppen signifikant verringerten Anzahl
der Referenzgedachtnisfehler und besonders im Vergleich mit den unbe-
handelten Tieren bedeutet die Erhéhung der Arbeitsgedachtnisfehler, dass die
einfacheren Strategien und Motivationen, beispielsweise die Lécher noch ein-
mal abzusuchen, in denen bereits ein Pellet gefunden wurde, durch eine
Verringerung des extrazellularen NA in den Vordergrund treten. Die
gespeicherten Regeln werden noch abgerufen (die Tiere halten sich in der Nahe
der mit dem konstanten Muster bekdderten Locher auf), die Information, wel-
che Locher jedoch bereits geleert wurden, ist offensichtlich nicht abrufbar. Ob
diese Information durch die Applikation des Propranolols Uberhaupt nicht
registriert wurde, ob sie nicht gespeichert wurde, ob sie gespeichert wurde,
aber (momentan) nicht abrufbar ist oder ob sie geléscht wurde, lasst sich mit
der gegebenen Versuchsanordnung nicht entscheiden. Mdéglich ist jedoch beim
Vergleich mit anderen Arbeiten (Robbins, 1984; Rainer et al., 1998; Aston-
Jones et al.,, 2000; Everling et al.,, 2002; Berridge und Waterhouse, 2003;
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Rossetti und Carboni, 2005), dass die verringerte, extrazelluldre NA-
Konzentration im PFC zwar die Abrufbarkeit der Regeln zum Erreichen des Ziels
(relativ) unverandert lasst, die Kontrolle der Abarbeitung des Weges dorthin
jedoch stark einschrankt.

Oder mit anderen Worten: Bei einer verringerten extrazellularen NA-Konzen-
tration im PFC neigen die Versuchstiere zu einfacheren Strategien, deshalb
kdnnte das prafrontale NA eine wichtige Rolle bei grdéBeren intellektuellen
Leistungen unter Beteiligung des PFC spielen.

Nach dem Training von Ratten auf einen Gedachtnistest konnte kurz nach dem
Training und in einem Zeitfenster um 2 Stunden nach dem Training ein jeweils
signifikanter Anstieg der extrazellularen NA-Konzentration im PFC festgestellt
werden (Tronel et al., 2004). Dieses Ergebnis korreliert mit anderen Studien,
die ebenfalls eine verzdgerte/ldanger anhaltende Rolle des NA bei der
Gedachtniskonsolidierung beobachteten. Eine mdgliche Ursache flr die
verzdgerte NA-Reaktion kénnte das cAMP-PKA-Signalsystem sein, das an der
spaten, proteinsyntheseabhdngigen Phase des Langzeitgedachtnisses und der
LTP beteiligt ist. Die Involvierung des im cAMP-Systems agierenden CREB-
Proteins ist beim Langzeitgedachtnis und bei der LTP ebenfalls gut
dokumentiert (z.B. Yin und Tully, 1996). Einige Untersuchungen berichten von
einer verzbdgerten (+2-3 h) Phosphorylierung des CREB-Proteins nach einer
LTP-Induktion (Schulz et al.,, 1999) oder nach Lernen (Stanciu et al., 2001).
Dies wie auch die Beteiligung anderer Neurotransmittersysteme, koénnte die
auch in der vorliegenden Untersuchung verzégerte Konzentrationsanderung
des NA erklaren.

Schlussfolgerung 3: Die extrazelluldren NA-Konzentrationen im PFC und im
HC verdndern sich infolge eines rdumlichen Lern- und Gedéchtnistestes.
Signifikante Erh6hungen traten vor allem bei Tieren auf, die auf ein konstantes
Muster trainiert wurden. NA ist an der selektiven Aufmerksamkeit beteiligt und
kann im PFC die Abarbeitung des Weges zum Ziel kontrollieren. Eine erhéhte
NA-Konzentration im PFC erscheint wichtig fir die Ausprdgung eines
Kurzzeitgedéchtnisses (Arbeitsgedachtnis).

Folgeuntersuchungen 3: Ausbau der kombinierten Experimente mit
Mikrodialyse zur Untersuchung von NA, aber auch DA und 5-HT (auch parallel
in mehrere Hirnarealen), Applikation von Antagonisten und Lernexperimenten.

5.4 Dopamin und Lernen

DA kodiert nach verschiedenen Theorien hinsichtlich seiner auf das Verhalten
bezogenen Funktion universell den Wert und die Wahrscheinlichkeit einer
(erwarteten) Belohnung (Montague und Berns, 2002; Schultz, 2002; Tobler et
al., 2005). Aber auch beim zielgerichteten Verhalten, dem Arbeitsgedachtnis
(Williams und Goldman-Rakic, 1995), und der Konsolidierung des Gedacht-
nisses (Wise, 2004) spielt DA eine Rolle. Detaillierter betrachtet, ist das dop-
aminerge System sowohl am Kurzzeit- (Goldman-Rakic, 1995; Bach et al.,
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1999; Wilkerson und Levin, 1999) wie auch am Langzeitgedachtnis beteiligt
(Schultz et al., 1993; Izquierdo et al., 1998). Weiterhin wurde die dopaminerge
Modulation vieler Formen des hippocampusabhangigen Lernens wie auch der
raumlichen Orientierung gezeigt (Gasbarri et al., 1996). Auch ist die primare
Rolle von prafrontalem DA bei der Modulation von Arbeitsgedachtnisfunktionen
gut dokumentiert (Sawaguchi et al., 1988, 1990; Sawaguchi und Goldman-
Rakic, 1991; Williams und Goldman-Rakic, 1995; Wang et al., 2004). Die Rolle
des DA als ein Schllsseltransmitter, der durch verschiedene Computermodelle
der DA-Modulation der Arbeitsgedachtnisfunktionen vorgeschlagen wurde
(Cohen et al., 1996; Durstewitz et al., 2000; Deco und Rolls, 2003), ist auch
vereinbar mit der top-down-PFC-Kontrolle der DA-neuronalen Aktivitat bei
zielgerichtetem Verhalten (Miller und Cohen, 2001). Die Neuronen des PFC
kdnnen eine Schllsselrolle beim zielgerichteten Verhalten einnehmen, da sie
raumliche wie auch belohnungsbezogene Informationen im Arbeitsgeddchtnis
verarbeiten (Watanabe, 1996). DA kontrolliert diese Funktion des PFC wahrend
der Adaptation des zielgerichteten Verhaltens (van der Meulen et al., 2003).
Die Aktivitdt von DA in der Form des Erhdhens neuraler Feuerraten oder
verstarkter Freisetzung als Neurotransmitter ist mit zahlreichen weiteren
Prozessen verbunden. Dazu gehdren u.a. Bewegung, hedonistische Reaktionen
auf Belohnungen, Bereitstellung eines Signals zur Fehlerfindung beim Erlernen
neuer Informationen, Antwort auf neue Stimuli, Bereitstellung eines
verstarkenden Signals bei der Aneignung neuer Aktivitdtsmuster und
Motivationsanreize (Phillips et al., 2008).

Die neuromodulatorische Wirkung von DA im PFC ist nicht zu unterschatzen.
Seamans und Yang (2004) schlugen eine Theorie vor, derzufolge DA in den
Netzwerken des PFC das AusmalB der Informationsspeicherung im Arbeitsge-
dachtnis beeinflusst Eine erhdhte DA-Freisetzung im PFC begleitet die Aus-
fUhrung einer Arbeitsgedachtnisaufgabe mit einer geringen Verzégerung (5 s)
bei Primaten (Watanabe et al., 1997). Auch bei Ratten begleitet die Erhdhung
der DA-Freisetzung die Exaktheit der Ausflihrung einer solchen Aufgabe, je-
doch mit einer langen Verzégerung von 30 bis 60 min (Phillips et al., 2004).
Die Posttraining-Verabreichung von DA-Rezeptor-Agonisten verbessert das Ler-
nen in einer aufgaben-und regionsselektiven Weise (Packard und White, 1991;
White et al., 1993). Weiterhin berichten Phillips et al. (2004) von einer
signifikant negativen Korrelation zwischen der DA-Konzentration im PFC und
der Anzahl der Arbeitsgedachtnisfehler.

Die Auswirkungen von DA im PFC sind haufig subtil und nicht leicht als solche
zu erkennen (Seamans und Yang, 2004). Im Striatum kénnen DA-Transporter
an der Wiederaufnahme von NA beteiligt sein, da diese u.a. in sehr viel
groBerer Dichte (>30fach) als die NA-Transporter vorkommen (Gobert et al.,
2004). Ein Teil des im mPFC freigesetzten DA wird tatsachlich von
noradrenergen Terminals wiederaufgenommen (Carboni et al., 1990). Dies ist
eine mogliche Erklarung flir die beobachtete Wechselbeziehung. Eine direkte
Wechselwirkung der noradrenergen und dopaminergen Neuronen hatte



5.4 Dopamin und Lernen 109

bedeutende pharmakologische Auswirkungen, da dann psychotrope Substan-
zen, die die kortikale Freisetzung von NA beeinflussen, auch die des DA modu-
lieren wirden.

Im PFC sind sowohl DA D1- als auch D2-Rezeptoren nachgewiesen worden
(Vincent et al., 1993). Doch sind bisher hauptsachlich D1-abhangige Wechsel-
beziehungen zwischen PFC und HC beschrieben worden (Seamans et al.,,
1998). Wie die LTP-Induktion ist auch die synaptische Plastizitat bei hippo-
campalen Afferenzen in den PFC selektiv abhangig von der Aktivierung der pra-
frontalen D1-Rezeptoren (Gurden et al., 2000). Die Funktion der D2-Rezep-
toren ist noch relativ unklar. Jedoch wiesen Matsuda et al. (2006) nach, dass
eine Stimulation der superfiszialen Schichten, in denen kortikale Afferenzen
lokalisiert sind, die innerhalb des PFC eine lang anhaltende Veranderung der
synaptischen Plastizitat ausldsen, die Aktivierung von D1- und D2-Rezeptoren
erfordern. Wirkner et al. (2004) konnten hingegen zeigen, dass DA D1-
Rezeptoren die exzitatorischen Einflisse des Glutamat in der Schicht V der
Pyramidenzellen des PFC auf die NMDA-Rezeptoren erhéhen und damit die Zeit
der gedffneten NMDA-Kanale verlangern und so die Starke des Kalziumsignals
vergréBern kénnen. Dagegen konnten sie die Beteiligung von DA D2- sowie
von NA-Rezeptoren ausschlieBen.

Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass in Abhangigkeit von der Art
der induzierten oder veranderten synaptischen Plastizitat unterschiedliche
zellulare Mechanismen einbezogen werden. Die beiden DA-Rezeptortypen D1
und D2 sind dabei mdglicherweise unabhangig voneinander aber auch in ge-
meinsamer Kooperation an verschiedenen Vorgangen beteiligt. Dieses Modell
der funktionellen Trennung unterstitzt auch die Arbeit von Wang et al. (2004).
Die Autoren berichten in ihrem Artikel davon, dass D1- und D2-Rezeptor-
Antagonisten unterschiedliche Aspekte der neuronalen Aktivitat des PFC wah-
rend ablaufender Arbeitsgeddchtnisprozesse beeinflussen. In Ubereinstimmung
mit diesen Resultaten befinden sich auch die Ergebnisse von Goto und Grace
(2008). Diese Autoren fanden heraus, dass die Aktivierung von DA D1-
Rezeptoren die kurzzeitige Potentiation hippocampaler Efferenzen moduliert.
Dabei ist keine Aktivierung von D2-Rezeptoren notwendig. Hingegen notwendig
sind aktivierte D2-Rezeptoren flr die Modulation der kurzzeitigen Potentiation
innerhalb des prafrontalen Netzwerkes.

DA erzielt somit seine Erfolge im PFC in mindestens zwei Schritten. Erstens
selektieren die D1-Rezeptoren die Informationen des HC, die in das PFC-
Netzwerk integriert werden sollen. Zweitens werden diese Informationen inner-
halb des PFC von den D2-Rezeptoren weiterverarbeitet (Goto und Grace,
2008). Basierend auf diesen Ergebnissen, kann eine erhdhte DA-Freisetzung,
die D1- und D2-Rezeptoren stimulieren kann, erforderlich sein, um zuklinftige
Strategien zu planen. Die Aktivierung der D1-Rezeptoren kann den Gebrauch
des episodischen Gedachtnisses durch eine verbesserte Rickkopplung des PFC
zum HC erleichtern. Hingegen kann eine D2-Rezeptor-Aktivierung das
Umschalten von der Nutzung des HC-basierenden, episodischen Gedachtnisses
auf die PFC-basierenden Planung zuklnftiger Strategien durch Unterdrickung
der Aktivitat des HC ermdglichen (Goto und Grace, 2008). Geht man weiterhin
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von der beschriebenen Kopplung der DA- und NA-Freisetzung im mPFC aus, so
ergibt sich bei einer Blockade der NA-Rezeptoren durch Propranolol (wie in
einem Teil der in der vorliegenden Untersuchung beschriebenen Versuche) ein
erhdhter relativer Anteil von aktivierten DA-Rezeptoren im PFC.

Zusatzlich wird die Betrachtung der Rolle von DA im PFC durch die
Abhangigkeit von einer Vielzahl von Faktoren erschwert. Einige der Schlissel-
faktoren der kritischen Rolle des DA im PFC sind die klar glockenférmigen
dosisabhdangigen Profile postsynaptischer DA-Effekte, das verlangerte Andau-
ern verschiedener Effekte aber auch die bidirektionalen Resultate, die das
Ergebnis der Aktivierung von DA D1- und D2-Rezeptoren sind (Seamans und
Yang, 2004).

Defizite im  flexiblen Gebrauch des  episodischen Gedachtnisses
(Kurzzeitgedachtnis) und der Planung zukilinftiger Strategien kénnen somit eine
direkte Konsequenz der Beeintrachtigung der limbischen und PFC-Interaktionen
und deren Modulierung durch DA sein (Goto und Grace, 2008).

AuBerdem spielen DA D1-Rezeptoren eine wichtige Rolle in wenigstens 2
weiteren Aspekten der Funktionsweise des Arbeitsgedachtnisses im PFC:

1. Zum einen die Mdoglichkeit, Informationen aus einem raumlichen
Gedachtnis-Puffer Uber einen hippocampalen-PFC-Schaltkreis abzurufen
und die Integration des raumlichen Gedachtnisses in eine zuklnftige
Antwortstrategie.

Das Abrufen der Informationen aus dem raumlichen Gedachtnis-Puffer in der
HC-Formation kann top-down-Rlckkopplungen vom PFC zum temporalen Cor-
tex beinhalten (Semans et al., 1998). Fir das Gedachtnis des visuellen
Erkennens wurde eine solche Regulierung ebenfalls vorgeschlagen und unter-
sucht (Desimone et al., 1994; Miller et al., 1996). Jedoch sollte der Vorgang fur
das raumliche Gedachtnis groBere Zeitintervalle umfassen. So ergibt sich ein
neurales Modell, dass das ausflihrende System des raumlichen Gedachtnis, den
PFC, von dem des Gedachtnis-Puffers (Lobus temporalis) raumlich trennt und
diese Uber die Modulation der Informationen durch DA mittels der D1-Rezep-
toren miteinander kommunizieren lasst (Semans et al., 1998).

2. Zum anderen die Mdglichkeit, Informationen flr einen kurzen Zeitraum
in einem aktiven, abrufbereiten Zustand zu erhalten. Dies konnte bereits
fur optische Informationen gezeigt werden (Sawaguchi und Goldman-
Rakic, 1994; Williams und Goldman-Rakic, 1995).

Da die Applikation von Propranolol in den PFC interessanterweise gerade diese
Méglichkeit, Informationen kurzzeitig in einem aktiven, abrufbereiten Zustand
zu erhalten, massiv zu storen scheint, kann man an dieser Stelle Uber eine
engere Verflechtung des noradrenergen mit dem dopaminergen Neurotrans-
mittersystem spekulieren. Wird durch das applizierte Propranolol die NA-Kon-
zentration kunstlich reduziert, so kommt es wie unter Kapitel 5.3 naher be-
schrieben zu einer deutlichen Stérung des Arbeitsgedachtnisses bzw. des Abru-
fens desselben. Die Applikation von Propranolol ldsst im Vergleich mit den un-
behandelten Tieren (Abbildung 4.4-A auf Seite 59) auch die DA-Konzentration
nicht unbeeinflusst (Abbildung 4.8-A auf Seite 65). In ahnlicher Weise wirkt
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sich die Gabe von SCH 23390 auf die prafrontalen NA-Konzentration aus
(Abbildung 4.6-B auf Seite 62). Das sind weitere Hinweise auf eine Interaktion
zwischen dem noradrenergen und dem dopaminergen Neurotransmittersystem.

Bei einem rdumlichen Arbeitsgedachtnistest von Fiorillio et al. (2003) erlernen
die Tiere zuerst die Lokalisierungsregeln der Belohnung. Danach wird beim
eigentlichen Versuch die richtige Auswahl getestet. Dabei ergeben sich fir die
Tiere aufgrund ihrer Vorerfahrung eine Erwartung an den Ausgang des Ver-
suches. Die DA-Neuronenfeuerrate erhdéht sich im Verhaltnis des vermuteten
Zeitpunktes der Belohnung zur Ungewissheit des Ausganges (Fiorillo et al.,,
2003). Daher scheinen die Bedingungen der maximalen Aktivierung der DA-
Neuronen als Antwort auf die Belohnungserwartung ununterscheidbar von den
Bedingungen der Gedachtnisaufgabe zu sein.

Dagegen fanden Fallon et al. (2007) bei Untersuchungen bezlglich der
Veranderungen der Konzentrationen von Neurotransmittern durch Futterbeloh-
nungen, dass sich die extrazellularen Konzentrationen von DA im HC und im
PFC verringerten. Weder das Futter an sich noch die erflllte Belohnung-
serwartung erhéhen demzufolge die DA-Konzentrationen im HC und im PFC.

Die Blockierung der DA D1-Rezeptoren im PFC mit SCH 23390 beeintrachtigt
das raumliche Arbeitsgedachtnis (Seamans et al., 1995a), dagegen beeintrach-
tigt die exzessive Stimulation der DA D1-Rezeptoren die Arbeitsgedachtnis-
leistung im PFC (Zahrt et al., 1997).

Bei Rossetti und Carboni (2005) unterscheidet sich bei Untersuchungen im PFC
im Gegensatz zum NA die Erhdhung der DA-Ausschittung nicht bei auf eine
Gedachtnisleistung trainierten und nicht trainierten Tieren. Die DA-
Konzentration erhdht sich im Gegensatz zum NA in der antizipatorischen Phase
des Tests. Die DA-Konzentration wahrend des Versuches unterschied sich in
beiden Gruppen im Gegensatz zum NA wahrend des Versuches nicht signifikant
von der antizipatorischen Phase (Rossetti und Carboni, 2005). Diese Ergebnis-
se stimmen mit Untersuchungen Uberein, die zeigten, dass ein DA-Anstieg im
PFC beim Fressen oder bei Stimuli erfolgt, die eine Belohnung vermuten lassen
(Bassareo und Di Chiara, 1997; Ahn und Phillips, 1999; Phillips et al., 2004).
Dies korreliert auch mit elektrophysiologischen Untersuchungen, die an Affen
zeigten, dass DA-Neuronen in Erwartung einer Belohnung feuern (Schultz,
1998; Schultz und Dickinson, 2000). Die Konzentration des prafrontalen DA ist
also u.a. nicht nur davon abhangig, ob das Tier eine Belohnung erwartet - also
die Regel der Futterverteilung erkannt hat - sondern auch davon, wieviel Fut-
terpellets bereits gefunden respektive gefressen worden sind. Da unter solchen
Voraussetzungen das Arbeitsgedachtnis und damit die vermutete Kooperation
des dopaminergen mit dem noradrenergen Systems - wenn Uberhaupt - nur
eine untergeordnete Rolle spielt, kann die DA-Konzentration in diesem Fall
direkt von den Vorerfahrungen und aufgrund dessen von den antizipatorischen
Fahigkeiten des Tieres abhangen bzw. kann die DA-Konzentration diese be-
dingen. Die Unterscheidung zwischen antizipatorischer Phase und erfolgter Be-
lohnung konnte mit dem verwendeten Versuchsaufbau nicht getroffen werden.
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PFC-Neuronen feuern in einer Rate, die durch den vermuteten Wert der
Belohnung am Ende des Versuches bestimmt wird (Watanabe, 1996; Leon und
Shadlen, 1999; Watanabe et al.,, 2002; Roesch und Olson, 2003). Diese
vermutete BelohnungsgréBe impliziert die Verarbeitung gespeicherter Informa-
tionen des Langzeitgedachtnisses. Dieser Prozess beteiligt den HC (Seamans et
al., 1998) aber auch andere PFC-Verbindungen. Die Ausschuttung von DA in
Erwartung einer Belohnung kann eine mit dem Versuch in Zusammenhang
stehende neuronale Aktivitat des PFC durch eine Modulierung seiner afferenten
Verbindungen ausldsen. Diese Interpretation impliziert eine indirekte Rolle des
DA bei Arbeitsgedachtnisprozessen und kann erklaren, warum die erhéhte Aus-
schittung von PFC DA nach Arbeitsgedachtnisaufgaben mit einer langeren Ver-
zdgerung (bis zu 60 min) anhalt (Phillips et al., 2004). Sie kann aber auch als
Erklarung daflir dienen, warum die Konzentration des extrazelluldaren DA
schwankt. Da bei einer langsamer geldésten Aufgabe die Belohnungserwartung
andauert, sollte auch die Konzentration des DA langer erhdht sein als bei einer
rasch und auch flr das Tier vollstandig geldésten Aufgabe, da keine Belohnung
mehr zu erwarten ist und auch nicht erwartet wird.

Stefani und Moghaddam (2006) flihrten Versuchen durch, bei denen die Beloh-
nung zum einen vollig zufallig erfolgte (Test 1), zum anderen nach unterbro-
chenen Regeln (Test 2) und zum dritten nach Regeln, die die Tiere erkennen,
lernen und sich daran anpassen konnten (Test 3). Waren die Regeln flr die er-
kennbar, erhéhte sich die Konzentration des DA im PFC in Korrelation mit der
Schnelligkeit des Regellernens und der Anpassung. Ungewisse und unkon-
trollierbare Belohnung war assoziiert mit der inversen Beziehung zwischen der
DA-Konzentration und der Wahrscheinlichkeit der Belohnung. Da der Anstieg
der DA-Konzentration in den Tests 2 und 3 sehr ahnlich war, lasst dieses
Resultat und auch die Ergebnisse anderer Arbeiten (Ragozzino et al., 1999;
Birrell and Brown, 2000; Ragozzino, 2002; Floresco et al., 2006) vermuten,
dass zum einen die DA-Rezeptoren im einzelnen zum anderen der mediale PFC
als Ganzes ausreichend flr die Aneignung der den Tests zugrunde liegenden
Regeln sind. Fur die Anderung und Verifizierung der Regeln kann der Einfluss
des PFC auch auf andere, nachgeschaltete Hirnregionen unabdingbar sein.

Unter Nicht-Stress-Bedingungen ist das Abrufen einer erlernten Testlésung in
erster Linie vom HC abhangig. Kommt durch die Gabe eines FuBschocks eine
Stresssituation hinzu, erfordert das Abrufen der Losung eines zweiten Tests
einen unversehrten PFC sowie eine erhéhte Konzentration des extrazellularen
Corticosterons im PFC. Allerdings beeintrachtigt eine klnstliche Erhdhung des
Corticosteronlevels im HC das hippocampusabhdngige Abrufen der Lésung des
ersten Tests (Chauveau et al.,, 2009). Eine erhdéhte Konzentration von Cor-
ticosteron im PFC beeintrachtigt das Arbeitsgedachtnis (Coburn-Litvak et al.,
2003; Mizoguchi et al., 2004; Cerqueira et al., 2005; Roozendaal et al., 2004).

Verstarkte und verringerte Stressantworten kénnen vdllig die Kognition und
das Verhalten beeinflussen. Unkontrollierbarer Stress behindert das hippo-
campale Gedachtnis und die LTP. Da der HC wichtig fUr die Stabilitat des Lang-
zeitgedachtnisses ist und die LTP Qualitaten besitzt, die flr einen Mechanismus
zur Speicherung von Informationen wiinschenswert waren, wurde die Hypothe-
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se aufgestellt, dass stressinduzierte Anderungen der LTP an Beeintridchtigun-
gen des Gedachtnisses beteiligt sind (Kim und Haller, 2007). Aber auch die
Qualitat des raumlichen Lernens wird von Stress deutlich beeinflusst (Kim et
al., 2006). Auch aus diesem Grund wurde bei der Habituation darauf geachtet,
dass alle Ratten den gleichen Vertrautheitsgrad mit der Versuchsapparatur und
dem Experimentator erreichten. So wurden die mdglicherweise stress-
induzierten Veranderungen der Neurotransmitterkonzentrationen auf ein Mini-
mum und bei allen Tieren auf ein (angenommenes) ahnliches Niveau reduziert.

Dass die D1-Rezeptorstimulation alleine schon ausreichend ist, um eine
Fehlfunktion des PFC auszuldsen, schlieBt eine Beteiligung der D2-Rezeptoren
nicht aus. Durch Stress (Murphy et al.,, 1997) oder Ketamin (Verma und
Moghaddam, 1996) ausgeldste kognitive Defizite kdnnen durch selektive D2-
Rezeptor-Antagonisten blockiert werden. Beide Rezeptorgruppen, D1 und D2,
sind an den Aktionen des DA im PFC beteiligt und arbeiten zusammen, um den
PFC wahrend Stresssituationen voribergehend zu beeintrachtigen. Das
bedeutet, dass in Gefahrensituationen die aufwandigere Verarbeitung
assoziativer Informationen zugunsten basalerer, dem unmittelbaren Uberleben
zutraglicherer neuronaler Kreise, wie dem Auslésen von Fluchtstrategien,
beeintrachtigt wird.

Im Gegensatz zu den DA-Rezeptor-Antagonisten hat der [p-adrenerge-
Rezeptor-Antagonist Propranolol (Murphy et al.,, 1996b), der 5-HT-Reuptake-
Blocker Fluoxetin (Murphy et al.,, 1996a) keinen effektiven Einflusss auf die
Umkehrung der Symptome des pharmakologischen Stress. Daher beeinflusst
zumindest pharmakologischer Stress direkt eventuell nur das dopaminerge
Neurotransmittersystem, wahrend es das noradrenerge und serotonerge
moglicherweise nur indirekt Uber die Interaktionen mit dem dopaminergen
beeinflussen kann.

Eine gegenseitige Beeinflussung des dopaminergen und des serotonergen
Systems zeigten bereits Benes et al. (2000). Dass es Interaktionen zwischen
dem dopaminergen und dem noradrenergen System gibt, zeigt die vorliegende
Untersuchung zumindest flir den Fall eines arttypischen Suchverhaltens unter
kontrollierten, vergleichbar einheitlichen Bedingungen.

Schlussfolgerungen 4: Die extrazellularen DA-Konzentrationen im PFC und
im HC verdndern sich infolge eines rdumlichen Lern- und Geddéchtnistestes.
Signifikante Erh6hungen traten vor allem bei Tieren auf, die auf ein konstantes
Muster trainiert wurden. DA ist primdr mit der Vermutung Gber die Belohnung
verbunden.

Folgeuntersuchungen 4: Genauere Bestimmung der Rolle von DA bei der
Antizipation der Belohnung. Untersuchung der stressbedingten DA-Konzen-
trationen und deren Interaktionen mit den anderen Neurotransmittersystemen.
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5.5 Serotonin und Lernen

Serotonerge Aktivitat im HC hangt mit kognitiver Leistung zusammen
(Stemmelin et al., 2000). Bei alteren Tieren mit Gedachtnisdefiziten wurde eine
beeintrachtigte 5-HT-Ubertragung beobachtet (Almaguer-Melian et al., 2005).

Bei der Untersuchung des Einflusses eines selektiven 5-HT-Wiederaufnahme-
Inhibitors (Fluvoxamin) auf die synaptische Effizienz und die synaptische
Plastizitat des hippocampalen-mPFC-Pfades wurde die modulierende Wirkung
des 5-HT auf die synaptische Plastizitat der hippocampalen-mPFC-Synapsen
nachgewiesen (Ohashi et al., 2002).

Bei weiteren Experimenten an Ratten mit Lasionen in 5-HT-Neuronen wurde
der Einfluss des serotonergen Systems auf die synaptischen Eigenschaften des
hippocampalen-mPFC-Kreises untersucht. Die lasionierten Ratten wiesen keine
Anderungen in den basalen synaptischen Transmissionen des hippocampalen-
mPFC-Pfades auf. Jedoch war die GroBe der LTP in den lasionierten Tieren sig-
nifikant erhéht. Diese war ebenfalls signifikant mit der Konzentration des korti-
kalen 5-HT korreliert (Ohashi et al., 2003).

Die Ergebnisse der Untersuchung von Almaguer-Melian et al. (2005) Uber die
modulierenden Rollen von NA und 5-HT auf die LTP lassen eine indirekte Beein-
flussung Uber andere Hirnstrukturen als wahrscheinlich erscheinen. Auch der in
jener Arbeit durchgeflihrte Verhaltenstest (Wasserdeprivation) und dessen Re-
sultat (keine Anderung der NA- und 5-HT-Konzentrationen bei abschlieBender
Wassergabe) lasst sich nicht mit den Verhaltenstests der vorliegenden Unter-
suchung vergleichen. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Futterrestriktion
bzw. -deprivation Uber einen langeren Zeitraum. AbschlieBend mussten die
Tiere eine kognitive Aufgabe I6sen, um an die Futterrationen zu gelangen.

Ratten, deren 5-HT-Terminals im PFC zerstdért wurden, zeigten ein Verhalten,
das nicht durch den affektiven Wert der Belohnung bestimmt war. Demzufolge
ist das 5-HT im mPFC notwendig fur einen affektiven Prozess im zielgerichteten
Verhalten (van der Plasse et al., 2007).

Das serotonerge und das dopaminerge System beeinflussen sich gegenseitig
im mPFC der Ratten. Dabei zeigen beide einen hohen Grad an Konvergenz und
Plastizitat (Benes et al., 2000). DA und 5-HT spielen eine Schllsselrolle bei der
Neuromodulation von synaptischen Ubertragungen. Lernen und Gedéchtnis
werden sehr stark von der Aktivitat der Neurotransmitter DA und 5-HT beein-
flusst. In zahlreichen Fallen interagieren DA und 5-HT miteinander, um die
psychobiologische Organisation kognitiver Prozessen zu unterstitzen (Iyer und
Bradberry, 1996; Gonzalez-Burgos und Feria-Velasco, 2008; di Matteo et al,,
2008). Obwohl die Anderungen der 5-HT-Konzentrationen in pharmakologisch
unbehandelten Tieren der vorliegenden Untersuchung in erster Linie aktivitats-
abhangig erschienen, zeigten sich doch diskrete Hinweise auf eine Beeinflus-
sung des serotonergen Systems durch das dopaminerge (Abbildung 4.6-C auf
Seite 62) sowie durch das noradrenerge (Abbildung 4.8-C auf Seite 65). Ein-
deutige Hinweise auf eine kognitive Abhdngigkeit der 5-HT-Konzentrationen im
PFC (Lernen und Gedachtnis) wurden jedoch nicht gefunden. Allerdings konnte
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gezeigt werden, dass die Applikation von gemischten Monoamin-Wieder-
aufnahme-Inhibitoren (wie Venlafaxine flir 5-HT und NA) die Erhéhung der ex-
trazellularen Konzentrationen von NA und 5-HT sondern auch von DA im PFC
wie auch im HC auslésen kann (Weikop et al., 2004 und 2007). Es ist bemer-
kenswert, dass durch die Applikation eines spezifischen oder unspezifischen
Inhibitors Einfluss auf die Konzentrationen mehrerer Neurotransmitter genom-
men werden kann. Das sind weitere Hinweise auf das Zusammenspiel der in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Neurotransmittersysteme.

Schlussfolgerungen 5: Die extrazelluldren 5-HT-Konzentrationen im PFC und
im HC verdndern sich infolge eines rdumlichen Lern- und Geddéchtnistestes.
Signifikante Anderungen traten bei beiden Gruppen auf. 5-HT interagiert als
Neurotransmitter mit DA und NA.

Folgeuntersuchungen 5: Untersuchungen der Wechselwirkungen der
verschiedenen Neurotransmittersysteme in den einzelnen Hirnarealen bei Lern-
und Gedéachtnistests.

5.6 Verhaltenscharakteristika

Betrachtet man die einzelnen Auspragungen des Verhaltens der Versuchstiere
im Holeboard, so bemerkt man deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen
der auf ein konstantes Verteilungsmuster der Pellets trainierten Tiere und der
pseudotrainierten, ein zufalliges Verteilungsmuster suchenden Tiere. Die das
konstante Muster suchenden Ratten verfolgten bereits nach wenigen Versuchs-
durchgangen eine offensichtlich andere Strategie als die das zufallige Ver-
teilungsmuster suchenden Tiere. Die Auspragungen der einzelnen Verhaltens-
merkmale ahneln und bestatigen die in vorangegangenen Arbeiten ermittelten
Daten (Uzakov et al., 2005; Korz und Frey 2007; Makhracheva-Stepochkina et
al., 2008). Es traten aber auch Unterschiede zwischen den Ratten mit einer Mi-
krodialysesonde im HC und denen mit einer Sonde im PFC auf. Die Applikation
von Propranolol bzw. SCH 23390 in den PFC verursachte klare Anderungen im
Verhalten der Versuchstiere.

5.6.1 Latenz und Suchgeschwindigkeit

Bereits in der Darstellung der Latenzen in Abbildung 4.11 auf Seite 69 werden
die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen deutlich. Ratten, denen eine
Mikrodialysesonde in den PFC implantiert wurde, verbesserten ihre Latenz-
zeiten im Laufe eines Versuchstages stetig. Bei der Gruppe dieser Ratten, die
ein zufalliges Muster suchten, stagnierten jedoch die Latenzzeiten ab etwa dem
6. Trial. Diesen Ratten gelang es nicht, ihre Suchstrategie im Sinne einer
weiteren Verringerung der Suchzeit zu verbessern. Sie hatten die fur die
gegebenen Bedingungen optimale Suchstrategie und die bestmdégliche Latenz-
zeit erreicht. Dagegen hatte die andere Gruppe bei ihrer Suche nach den
konstant verteilten Pellets, das Optimum gegen Ende der Versuchsreihe wohl
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noch nicht erreicht, da ein Vergleich zwischen den Werten des 6. und 10. Trials
fir einen theoretischen, nach dem 10. Trial liegenden Lauf eine weitere Ver-
ringerung der Latenzzeit als wahrscheinlich erscheinen ldsst Wenn man voraus-
setzt, dass die hungrigen Tiere so schnell wie mdglich an die verborgene Nah-
rung gelangen wollen, wovon man ausgehen kann.

Die Applikation von SCH 23390 in den PFC erhohte die Latenzzeiten beider
Gruppen. Propranolol hatte keinen direkten Einfluss auf die Latenzzeit.

Bei einer im HC implantierten Mikrodialysesonde war der Verlauf der Latenz-
zeiten beider Gruppen sehr ahnlich denen der unbehandelten Tiere mit Sonde
im PFC. Jedoch fallt auf, dass die Werte der HC-Tiere immer etwas grdBer sind
als die der PFC-Tiere. Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Im-
plantation der Mikrodialysesonde im HC doch gréBere Schaden anrichtet als im
PFC. Da sich jedoch die Latenzen gleichférmig verandern, ist wahrscheinlich
eher die Effektivitat als die Art und Weise der Informationsverarbeitung durch
die Implantation beeintrachtigt.

Der Anteil der wahrend der einzelnen Trials inspizierten Lécher an der Zahl
aller Locher ist in Abbildung 4.15 auf Seite 78 flir die verschiedenen Gruppen
dargestellt. Die Anzahl der kontrollierten Lécher nahm bei den unbehandelten
PFC-Tieren einen dhnlichen Verlauf wie deren Latenz. Sie verringerte sich stetig
und stieg nur zu Beginn des folgenden Versuchstages noch einmal leicht an.
Auch die Unterschiede zwischen der trainierten und der pseudotrainierten
Gruppe glichen denen der Latenz. Wahrend die trainierten Tiere auch nach
dem 9. Trial noch nicht ihre optimale Anzahl erreichten, dies aber aufgrund der
Tendenz des Zeitverlaufs mdglich erschien, stagnierte die Anzahl bei den pseu-
dotrainierten Tieren bereits ab dem 7. Trial. Hier sind die theoretischen Hinter-
grinde offensichtlich. Zum einen kdnnen die trainierten Tiere bei einer fortge-
fUhrten Versuchsreihe irgendwann die 5 Pellets in direkter Linie suchen und fin-
den. Andererseits wird dies den pseudotrainierten Tieren nur zufallig und daher
nicht in der gleichen RegelmaBigkeit moéglich sein. Eventuell ist der Anteil von
etwa 45 % (oder 16 verschiedene Ldcher) auch flur die Ratten unter diesen
Versuchsbedingungen schon das Optimum, um 5 auf 36 Ldcher zufallig ver-
teilte Pellets innerhalb von 4 min zu finden.

Die in Abbildung 4.12 auf Seite 71 dargestellten Suchgeschwindigkeiten der
Ratten im Holeboard weisen ebenfalls interessante Differenzen in den ein-
zelnen Gruppen auf. Bei allen Gruppen wurde ab dem 2. Versuchstag eine
groBere Suchgeschwindigkeit verzeichnet. Die Gruppe der unbehandelten PFC-
Tiere unterschied sich nur unwesentlich von der mit SCH 23390 behandelten.
Die Suchgeschwindigkeit der HC-Tiere war auffallend gréBer. Noch deutlicher
ist die Erhéhung der Suchgeschwindigkeit bei den mit Propranolol behandelten
PFC-Tieren. Die Propranolol-Gruppen wiesen gegenlber den unbehandelten
Tieren keine Differenzen in den Latenzzeiten auf. Daher muss sich die wahrend
der einzelnen Trials zuriickgelegte Wegstrecke vergréBert haben.

Eine Erkldrung hierfir kénnte folgende Uberlegungen bieten. Die Tiere beider
Gruppen (mit und ohne Propranolol) versuchten, die angelernte Suchstrategie
abzuarbeiten. Dabei machten die unbehandelten Tiere offensichtlich weniger
Fehler als die Tiere, denen Propranolol injiziert wurde, da die Latenz annahernd
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gleich blieb. Die mit Propranolol behandelten Tiere liefen also schneller
zwischen den Loéchern umher, ohne dabei jedoch dementsprechend schneller
alle Pellets zu entdecken. Den beiden mit Propranolol behandelten Gruppen
gelang es nicht, ihre angelernte Suchstrategie erfolgreich abzuarbeiten, da sie
haufiger bereits geleerte Locher erneut kontrollierten (s.a. Kapitel 5.6.3). Da
sie jedoch aufgrund der fehlenden Belohnung bemerken (mussten), dass sie
einen oder mehrere Fehler machten, versuchten sie diese Fehlleistung mdg-
licherweise durch eine Erhéhung der Suchgeschwindigkeit auszugleichen.

Unterstltzend flr diese Theorie waren auch die differierenden Erhédhungen der
Geschwindigkeit fur die beiden mit Propranolol behandelten Einzelgruppen. Die
ein konstantes Muster suchenden Tieren zeigten eine héhere Suchgeschwindig-
keit als die ein zufalliges Muster suchenden Ratten. Mdéglicherweise ist die Ur-
sache hierflr, dass die auf ein konstantes Muster trainierten Tiere nicht nur
eher den/die gemachten Fehler bemerken, sondern vor allem die Beschrankt-
heit der Belohnung auf eben diese wiederholt kontrollierten Locher wegen des
erlernten Musters (er)kennen. Die hochgradige Erregung, die die Tiere dem
Anschein nach im Zuge dieser Fehler befdllt, lasst die Geschwindigkeit des
Suchens in einem MaBe ansteigen, dass trotz der Fehler und der Mehrzahl an
kontrollierten Léchern die Latenzzeit sich nicht von den der unbehandelten
Tiere unterscheidet.

Da die pseudotrainierte Gruppe eine ungewissere Verteilung der Futterpellets
vor sich hat, ist deren Erwartung an ein Futterpellet in einem bestimmten Loch
madglicherweise nicht so groB wie bei der ein konstantes Muster suchenden
Gruppe. Die Wahrscheinlichkeit in einem weiteren, noch nicht kontrollierten
Loch eine Belohnung zu finden, ist flr diese Gruppe deutlich gréBer als flr die
auf ein konstantes Muster trainierten Ratten. Und doch ist ihre Suchge-
schwindigkeit erhéht. Das lasst die Schlussfolgerung zu, dass diese pseudo-
trainierten Ratten ebenfalls bemerken, dass sie ein Loch zum wiederholten Mal
kontrollieren. Wenn auch zu spat, um die Inspektion noch abzubrechen.

Schlussfolgerung 6: Durch die gréBeren Zerstérungen der Mikrodialysesonde
im HC wird dort mehr die Effektivitdt der Ausfuhrung gedéchtnisrelevanter
Aufgaben als ihre Durchfiihrung beeintrédchtigt. Die erhbéhte Suchgeschwindig-
keit ist wegen der unterschiedlich groBen Anderung in den beiden Gruppen
eine indirekte Folge der Propranolol-Applikation in den PFC. Dieser Erh6hung
muss eine kognitive Leistung vorangegangen sein, die die Informationen (ber
das eventuell vorhandene Verteilungsmuster, die angewandte Suchstrategie,
die bereits gefundenen Pellets, die Anzahl der noch vermuteten Belohnungen
und moglicherweise auch der noch zur Verflugung stehenden Versuchszeit
bertcksichtigt.

Folgeuntersuchungen 6: Wie bei allen vorgestellten Versuchen kénnte die
Entwicklung und Verwendung einer Mikrodialysesonde mit kleinerer aber
durchldssigerer (im Sinne von Molekilen pro Zeiteinheit), semipermeabler
Membran neue Erkenntnisse bringen. Auch die Anwendung der Voltammetrie
als Kontrollmethode oder die Entwicklung einer neuen Methode, die in ihrer
zeitlichen wie rdumlichen Auflésung zwischen der Mikrodialyse und der
Voltammetrie liegt, wére als weiterfiihrende Untersuchung zu bedenken.
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5.6.2 Referenzgedachtnis

Die Anzahl der Referenzgedachtnisfehler, also die Zahl der durch die Tiere
inspizierten, urspringlich unbekdderten Lécher (s.a. Seite 79), ist in Abbildung
4.16 auf Seite 80 dargestellt. Auch bei dieser Verhaltensauspragung zeigte sich
bei den unbehandelten PFC-Tieren eine klare, systematische Tendenz. Die Feh-
lerzahl der pseudotrainierten Gruppe lag nahezu immer Uber der ein konstan-
tes Muster suchenden Gruppe.Bei der pseudotrainierten Gruppe war offensicht-
lich die minimale Fehlerzahl ab dem 6. Trial bereits erreicht. Eine weitere Ver-
ringerung der Referenzgedachtnisfehler und damit eine weitere Optimierung
der Suchstrategie ist nicht mdéglich, da dies bedeuten wirde, die Zufallsvertei-
lung der Futterpellets zufallig immer rascher und richtiger zu erkennen. Dage-
gen kdnnen die ein konstantes Muster suchenden Tiere ihre Strategie noch im-
mer weiter verbessern. Hier ist nach einer unbestimmten Reihe von Versuchen
ein theoretischer Wert von Null durchaus mdglich, da das bedeutet, das alle
Versuchstiere in einem bestimmten Trial das Muster so gut erlernt haben, dass
sie es fehlerlos abarbeiten.

Im Gegensatz zur Applikation von SCH 23390 in den PFC hatte die Gabe von
Propranolol einen offensichtlichen Effekt auf die Zahl der Referenzgedachtnis-
fehler. Besonders bemerkenswert ist, dass die Zahl der Fehler der pseudotrai-
nierten Gruppe nur selten gréBer als die der auf ein konstantes Muster trainier-
ten Gruppe war. Oft lagen deren Anzahlen sogar unter den entsprechende Wer-
ten der trainierten Gruppe. Da es sich hierbei um die Zahl der kontrollierten,
jedoch urspringlich unbekéderten Lécher handelte und die pseudotrainierte
Gruppe in jedem Trial ein neues Muster suchen musste, der Anteil der durch
diese Gruppe besuchten Ldcher trotzdem recht hoch war und im Zusammen-
hang mit der hohen Zahl an Arbeitsgedachtnisfehlern, bedeutet dies, dass die-
se Tiere deutlich mehr Lécher wiederholt aufsuchten, in denen sie ein Futter-
pellet fanden als unbekédderte Lécher. Das kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass
die Applikation von Propranolol in den PFC auch die Belohnungserwartung ver-
andern kénnte. Trotz des bis dahin Gelernten, dass es pro Loch nur ein Futter-
pellet gibt, scheinen die Tiere eine wiederholte Belohnung im gleichen Loch zu
vermuten. Oder der Einfluss des Propranolols ist so stark, dass die Ratten
nahezu unmittelbar wieder vergessen, welches Loch sie eben inspizierten.

Die Tiere, deren Mikrodialysesonde im HC implantiert wurde, zeigten wie die
unbehandelten PFC-Tiere Tendenzen zu einer allmahlichen, aber stetigen Ver-
ringerung der Referenzgedachtnisfehleranzahl. Jedoch ist hier die Anzahl der
Fehler bei der ein zufalliges Muster suchenden Gruppe in den ersten 6 Trials
immer geringer als in der trainierten Gruppe. Im Sinne der in diesen beiden
Gruppen offensichtlichen, abweichenden Verarbeitung der zur Verfligung ste-
henden Informationen - wie u.a. Verteilung der Pellets, Suchstrategie, bereits
gefundene Pellets, noch zu erwartende Pellets — kann als Ursache hierflir der
qualitative und quantitative Grad der Zerstérung bedeutender Strukturen durch
die Implantation der Sonde angefuhrt werden. Die Beschadigungen dieser rele-
vanten Strukturen im HC flUhren dazu, dass Ratten, die auf ein konstantes
Muster trainiert sind, haufiger ein urspriinglich unbekddertes Loch aufsuchen
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als Ratten der pseudotrainierten Gruppe. Die umgekehrte Ldsung, dass Zer-
stérungen durch die Mikrodialysesonde im PFC eine Erhéhung der Fehlerzahl in
der pseudotrainierten Gruppe verursachen, ist bereits aufgrund der durch das
Lernen des konstanten Musters durch die andere Gruppe geringeren Wahr-
scheinlichkeit, mit der die pseudotrainierte Gruppe auf ein bekddertes Loch
stéBt, wenig Uberzeugend.

Schlussfolgerungen 7: Vermutlich fihrt die Implantation der Mikrodialyse-
sonde im HC zu Zerstérungen relevanter Strukturen, die eine Verschlechterung
des Referenzgedéchtnisses zur Folge haben. Im PFC kénnte das Referenz-
gedachtnis mit der Belohnungserwartung in engerem Zusammenhang stehen.

Folgeuntersuchungen 7: Applikation von Antagonisten in den HC zur
Bestimmung der Relevanz der Zerstérungen durch die Mikrodialysesonde.
Welche Bedeutung hat das Referenzgedachtnis flur die Ratte? Kann die
Belohnungserwartung genauer untersucht werden? Welchen Einfluss haben
verschiedene Konzentrationen von Neurotransmittern darauf? Kann die
hungrige, an den Versuch adaptierte Ratte durch Applikation bestimmter Sub-
stanzen von der Futtersuche abgehalten werden?

5.6.3 Arbeitsgedachtnis

Die Anzahl der Arbeitsgedachtnisfehler, also die Anzahl der durch die Tiere kon-
trollierten, urspringlich bekdderten, aber bereits geleerten Lécher (s.a. Seite
82), ist in Abbildung 4.18 auf Seite 84 dargestellt. Die in Diagramm B dieser
Abbildung wiedergegebenen Ergebnisse flr die Zahl der Arbeitsgedachtnisfeh-
ler nach der Applikation von SCH 23390 in den PFC weist groBe Schwankungen
und damit keine klaren Trends auf. Dies durfte der geringeren Versuchstierzahl
geschuldet sein. Lediglich die Tendenz ist bemerkenswert, dass in 7 von 10
Trials die Arbeitsgedachtnisfehlerzahl bei der pseudotrainierten Gruppe ge-
ringer als bei den auf ein konstantes Muster trainierten Ratten ist. Zudem sind
in den 3 anderen Fallen die Fehlerzahlen der trainierten Gruppe auBergewdhn-
lich gering. Diese Tendenz findet sich auch in den anderen Diagrammen wieder.

Das Phanomen der hdheren Arbeitsgedachtnisfehlerzahl bei den auf ein
konstantes Muster trainierten Ratten kénnte darin begriindet liegen, dass diese
Tiere die bereits geleerten Locher aufsuchen, weil sie dort mit weiteren Futter-
pellets rechnen (,Kommt hier noch was?"). Mit einer gréBeren Wahrscheinlich-
keit kann vermutet werden, dass diese Tiere die Locher auch zur Bestatigung
und zur besseren Einpragung ihrer raumlichen Lage erneut aufsuchen (,Genau
hier gab es was!"). Damit kdnnten die Arbeitsgedachtnisfehler auch einen Indi-
kator fur das Wiederholungslernen darstellen. Die pseudotrainierten Tiere mus-
sen, um ahnlich erfolgreich zu sein wie die trainierten Tiere und alle 5 ver-
steckten Pellets zu finden, eine andere Strategie wahlen. Sie sollten nach ei-
nem, individuell sicher vorhandenem Suchmuster (differierende Weglangen,
Sucherfolge und Latenzen) madglichst viele Lécher in der gegebenen Zeit nach
den Belohnungen absuchen. Daher lohnt es sich fur die pseudotrainierten Tiere
weniger, sich die Lage der einzelnen bekdderten Lécher bis in den nachsten
Trial hinein zu merken. Viel wichtiger ist flir diese Gruppe, sich zu erinnern,
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welche Locher sie in diesem Trial schon kontrollierten, um Zeit und Energie zu
sparen. Ein Hinweis auf die Richtigkeit dieser These kénnen die Fehlerzahlen in
den Diagrammen A (unbehandelte PFC-Tiere) und D (HC-Tiere) der Abbildung
4.18 geben. Dass die Unterschiede zwischen den GréBen konstanter und zufal-
liger Verteilung nicht noch gréBer sind, kdnnte daran liegen, dass die pseudo-
trainierten Tiere trotz der zufalligen Verteilung der Pellets versuchen, eine da-
hinter stehende Regel zu erkennen.

Bei den unbehandelten PFC-Tieren zeigte sich in den ersten 6 Trials, also Uber
den 1. Versuchstag hinaus, eine allmahliche Abnahme der Fehlerzahlen in bei-
den Gruppen. Ab dem 2. Trial des 2. Tages, dem 7., kam es in beiden Gruppen
zu einem Anstieg der Fehlerzahlen, die dann bis zum Ende der Versuche unge-
fahr auf diesem Niveau verblieben. Eine mdgliche Erklarung fur den, bis auf die
durchweg geringeren absoluten Werte, sehr ahnlichen Verlauf bei den HC-
Tieren kdnnte die allmahliche Manifestierung der jeweiligen Suchstrategie sein.
Ausgehend von der Annahme, dass die mit den Experimentierbedingungen und
eventuell vorhandenen -mechanismen unvertrauten Tiere beider Gruppen zu
Beginn der Versuchsreihe nicht voraussetzen kdnnen, dass nicht doch in einem
bereits geleerten Loch wahrend des gleichen Trials ein weiteres Futterpellet
auftaucht, lasst sich so die anfangs relativ hohe Fehlerzahl mit dem wiederhol-
ten Kontrollieren erklaren. Allmahlich erkennen die Tiere, dass pro bekdédertem
Loch nur ein Pellet als Belohnung flr dessen Entdeckung gegeben wird. Die An-
zahl der wiederholt kontrollierten Lécher und damit die Zahl der Arbeitsge-
dachtnisfehler sinkt. Der Anstieg wie auch das Verbleiben auf den hdheren
Werten der Arbeitsgedachtnisfehlerzahl ab dem 7. Trial in allen Gruppen der
HC- und der unbehandelten PFC-Tiere lasst sich momentan nur auf folgende
Weise erklaren. Wie bereits angedeutet, kdnnten sich die ein konstantes Mus-
ter suchenden Tiere durch das wiederholte Aufsuchen der bereits geleerten L6-
cher, deren Lage in den rdumlichen Verhadltnissen zu anderen Fundorten besser
einpragen. Diese Strategie verfolgen diese Tiere auch weiterhin. Méglicherwei-
se ist dieses Wiederholen immer noch wichtig fir das Lernen, wenn die Ratten
bereits den Eindruck hinterlassen, das Verteilungsmuster der Belohnungspel-
lets und damit die effektive Suchstrategie erkannt und schon gelernt zu haben.
Eine langere Versuchsreihe koénnte hierfir ndhere Erkenntnisse bringen. Bei
den ein zufalliges Muster suchenden Tieren kénnte die Losung deutlich kompli-
zierter sein. Nicht zuletzt die bei dieser Gruppe besonders gegen Ende der Ver-
suchsreihe relativ gleichbleibende Latenz, aber auch die anderen hier vorge-
stellten Verhaltensauspragungen sprechen daflir, dass diese Ratten noch im-
mer nach einem, der Verteilung der Pellets zugrunde liegenden Muster suchen
(kdnnten). Denn die Tiere suchen Uberraschenderweise nicht mehr oder weni-
ger systematisch alle Lécher ab. Sie vergewissern sich stattdessen der Lage
der urspringlich bekéderten und nun geleerten Locher fast ebenso intensiv wie
die auf ein konstantes Pelletmuster trainierten Ratten. Hinweise auf die Richtig-
keit dieser These geben beispielsweise auch die gegenlber den ersten Trials
erhohten Anzahlen der Arbeitsgedachtnisfehler bei den ein zufalliges Muster
suchenden Tiere.
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Da die Versuchsbedingungen identisch sind, kann der Unterschied in den abso-
luten Werten zwischen den unbehandelten PFC-Tieren und den HC-Tieren nur
auf der Position der implantierten Sonde beruhen. Die Implantation der Fih-
rungskanile im HC bzw. PFC zerstért verschiedene Hirnstrukturen, die flir die
einzelnen, hier naher untersuchten Verhaltensauspragungen eine unterschied-
lich groBe Rolle spielen kénnen. Die HC-Tiere zeigten im direkten Vergleich mit
den PFC-Tieren bei sehr ahnlicher Latenz, eine hdhere Suchgeschwindigkeit, ei-
ne groBere zurickgelegte Distanz, einen gréBeren prozentualen Anteil der Be-
wegung sowie eine etwas hohere Anzahl an Referenzgedachtnisfehlern.
Interessanterweise ist die Anzahl der Arbeitsgedachtnisfehler der HC-Tiere im
Vergleich mit den unbehandelten PFC-Tieren bei trainierten und pseudo-
trainierten Ratten deutlich kleiner.

Eine Erklarung kann nur in der Lokalisation der Sonde liegen. Aufgrund der
relativ geringen Datenmenge lasst sich theoretisch der unwahrscheinliche Fall
nicht ausschlieBen, dass die gezeigte Verbesserung des Arbeitsgedachtnisses
bei den HC-Tieren durch die in Folge der Implantation der Sonde auftretenden
Zerstérungen im HC und das daraufhin erfolgte Nutzen anderer Verbindungen
und Ubertragungswege verursacht wird. Doch ist es nur schwer versténdlich,
warum im Gehirn im Laufe seiner, unter dem Einfluss der Evolution erfolgten,
phylogenetischen und ontogenetischen Entwicklung diese Veranderungen nicht
bereits vollzogen wurden.

Bei den PFC-Tieren muss also bei der Praparation im PFC eine flr das effektive
Arbeiten des Arbeitsgedachtnis notwendige Struktur bzw. Verbindung teilweise
oder ganz zerstért worden sein. Dass diese Ausfallerscheinungen nicht total
sind, lasst sich mit der Flexibilitit des Gehirns erkldren. Uber die be-
eintrachtigte(n) Struktur(en) respektive Verbindung(en) lasst sich momentan
nur spekulieren. Zum einen kdénnen es die zentralen Bereiche des PFC selbst
sein, die fur diesen Teilausfall verantwortlich sind. D.h., die effektive Verarbei-
tung der einkommenden Informationen kann beeintrachtigt sein. Der erhdhte
Anzahl an Arbeitsgedachtnisfehlern konnte aber auch ein Hinweis darauf sein,
dass der PFC als Struktur hoéherer kognitiver Vorgange (Savage et al., 2001;
Bor et al., 2003) die notwendigen Informationen nur verzégert, verfalscht oder
gar nicht erhalt. Als dritte Mdéglichkeit kann die Weitergabe der Ergebnisse der
kognitiven Prozesse im PFC an weitere Hirnregionen gestort sein.

Besonders interessant sind auch die in Abbildung 4.18-C dargestellten
Resultate der Applikation von Propranolol in den PFC. Der signifikante Anstieg
der Zahl der Arbeitsgedachtnisfehler unter Einwirkung von Propranolol gewahrt
tiefe Einblicke in die Rolle des prafrontalen NA bei der Leistungsfahigkeit des
Arbeitsgedachtnisses bzw. des Kurzzeitgedachtnisses. Denn der hier gezeigte
Anstieg der Fehlerzahlen bedeutet in erster Linie ein Versagen des
Kurzzeitgedachtnisses. Die Ratten kénnen sich nicht mehr daran erinnern, das
respektive die urspriinglich bekdderten Lécher bereits gefunden und geleert zu
haben. Dagegen ist der Teil des Gedachtnisses — wie Vergleiche mit anderen
untersuchten Verhaltensmerkmalen zeigen - unbeeintrachtigt, der das Ver-
teilungsmuster der Futterpellets kodiert. Auch sonst lieBen sich keinerlei Aus-
fallerscheinungen, seien sie kognitiver oder physiologischer Art, feststellen. Die



5.6 Verhaltenscharakteristika 122

Blockade des NA an dessen B;- und B;-Rezeptoren fihrt somit zu einem in
seinem AusmaB bemerkenswerten Ausfall des Kurzzeitgedachtnisses. Ob diese
Afferenzen des PFC nun aus dem mesencephalitischen Locus coeruleus oder
doch aus dem flur das Gedachtnis unmittelbar relevanterem HC kommen, lasst
sich hier und jetzt nicht beweisen. Doch mdglicherweise hilft das Beispiel des
Patienten H.M. (s. S. 9) flur dieses Phanomen einer Erklarung zu finden. H.M.
wurden beide Hippocampi zu groBen Teilen entfernt. Danach konnte er sich
keinerlei neue Erlebnisse mehr dauerhaft merken (Scoville und Milner, 1957).
Wenn also der HC flr das Lernen und Einpragen von Fakten und Fertigkeiten
von entscheidender Bedeutung ist, kdnnten die durch die Applikation des
Propranolols in den PFC ausgeldsten Ergebnisse ein Hinweis darauf sein, dass
dadurch zumindest die Kommunikation vom HC zum PFC massiv beeintrachtigt
wird. NA wirde somit einen bedeutenden Beitrag hierflr leisten.

Die hier gezeigten Anstiege der Fehleranzahlen beider Gruppen haben nichts
mit der weiter oben erwahnten, mdglichen Strategie zu tun, durch das wieder-
holte Aufsuchen der urspringlich bekdderten Lécher sich deren Position besser
einpragen zu kénnen. Auch dass beide Gruppen, die trainierten wie die pseu-
dotrainierten Tiere, gleichermaBen vom Ausfall des Arbeitsgedachtnisses be-
troffen sind, gibt deutliche Hinweise darauf, dass kein Strategiewechsel hinter
dem Anstieg der Fehleranzahlen liegen kann. Warum sollte die eine Gruppe
(konstantes Muster) ploétzlich ein gut funktionierendes System aufgeben, wah-
rend die andere (zufélliges Muster) durch die gleichgeartete Anderung auch zu
keiner besseren Strategie gelangt?

Der essentielle Beitrag des extrazelluldaren, prafrontalen NA bei der Funktion
des intakten Arbeitsgedachtnisses wird durch das Ergebnis dieses Versuches
deutlich.

Schlussfolgerungen 8: Eine Art Wiederholungslernen erhéht zwar die Zahl
der Arbeitsgedédchtnisfehler und sichert aber den Lernerfolg ab. Dieses Lernen
tritt bei allen Tieren unabhdngig vom Lernziel auf.

NA leistet wahrscheinlich einen bedeutenden Beitrag der hippocampalen-
préfrontalen Kommunikation beziglich des funktionsfédhigen Arbeits-
respektive Kurzzeitgedachtnisses.

Folgeuntersuchungen 8: Welche neuronalen Bahnen wurden durch die
Implantation der Mikrodialysesonde im PFC zerstort? Verlduft die NA-basierte
Kommunikation direkt zwischen HC und PFC oder (ber Zwischenstationen? Wie
kommunizieren die anderen Neurotransmittersysteme zwischen den einzelnen
Hirnarealen?

5.6.4 Korrelationen

Um die komplizierten Zusammenhange der einander bedingenden Verhaltens-
auspragungen wenigstens ansatzweise und statistisch nachweisbar darstellen
zu koénnen, erfolgte die Auswertung (Abbildungen 4.20 bis 4.26) dieser
Parameter mit Hilfe der Methode der Spearman-Korrelation. Diese kann lineare
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Beziehungen zwischen zwei oder mehr GréBen charakterisieren. Eine nachge-
wiesene Korrelation, und sei sie auch statistisch signifikant, kann keine Aus-
sage darlUber erbringen, ob eine Variable die andere kausal beeinflusst, ob bei-
de von anderen Variablen kausal abhangen oder ob Uberhaupt ein kausaler Zu-
sammenhang besteht.

Doch kann man Hinweise auf Beziehungen ablesen. Beispielhaft sollen einige
Relationen erlautert werden.

1. Bei den ein konstantes Muster suchenden HC-Tieren (Abbildung 4.20)
war eine erhdéhte Suchgeschwindigkeit mit einem Anstieg der Zahl der
Arbeitsgedachtnisfehler aber auch mit einem vergréBerten Anteil der Be-
wegung korreliert. Das konnte darauf hinweisen, dass die Tiere begin-
nen, das Holeboard hektischer abzusuchen, wenn sie die richtigen Lécher
des erlernten Musters nicht rasch genug finden. Dabei kontrollierten sie
auch bereits geleerte Lécher (Arbeitsgedachtnisfehler).

2. Bei einer Verbesserung der Latenzzeit und einer Verringerung der Zahl
der Referenzgedachtnisfehler erhéhten sich die Konzentrationen von DA
und NA im PFC (Abbildung 4.20-C). Das kdnnte ein Hinweis darauf sein,
dass beide Neurotransmitter bei der kognitiven Leistung des Erkennens,
Lernens und Abrufens des konstanten, raumlichen Verteilungsmusters
der Futterpellets eine Rolle spielen. Unterstitzt wird diese These da-
durch, dass weitere Verhaltensmerkmale (Anzahl der besuchten Lécher,
zuriickgelegte Distanz) ebenfalls signifikante, negative Korrelationen zu
DA und NA aufwiesen.

3. Wahrend bei der ein konstantes Muster suchenden Gruppe (Abbildung
4.22) die signifikanten Korrelationen bei DA und 5-HT zahlreich auf-
traten, kamen sie bei den pseudotrainierten Tiere (Abbildung 4.23) nur
sparlich vor. Das kann bedeuten, dass diese Korrelationen durch das Er-
lernen und Abrufen des konstanten Musters verursacht wurden.

4. In Abbildung 4.24 weisen die Kombinationen aus hippocampalen DA (HC-
DA) und prafrontalen NA (PFC-NA) deutlich mehr signifikante Korrelatio-
nen auf als die umgekehrten Vergleiche. Das kdénnte darauf hinweisen,
dass das PFC-DA die Konzentration des HC-DA beeinflusst.

Diese Beispiele sind Versuche, Aspekte und Méglichkeiten dieser Korrelationen
anzudeuten. Lassen sich aus den Abbildungen 4.20 bis 4.26 auch keine Kau-
salitéten ableiten, so ergeben sich doch auf jeden Fall Hinweise auf mégliche
Zusammenhange, die zu weiteren Forschungsansatzen fihren.

Schlussfolgerungen 9: Die Korrelationen bleiben zum Teil spekulativ. Das
kann am gewdéhlten Signifikanzniveau liegen, aber auch an fehlenden kausalen
Relationen. Signifikante wie auch fehlende Korrelationen bieten die Mbglichkeit
neuer Assoziationen, die zu neuen Forschungsansétzen fiihren kénnen.

Folgeuntersuchungen 9: Kann man andere Verhaltensmerkmale als
Charakteristika fur eine kognitive Leistung beim rdumlichen Lernen erkennen
und verwenden? Wie kbénnen Zusammenhdnge zwischen Verhaltensaus-
prdgungen und Konzentrationsénderungen der Neurotransmitter direkter
untersucht werden?
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