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1. Einleitung

1.1. Lernen und Gedachtnis

Eine der wichtigsten Eigenschaften, zum Beispiel bei Sdugetieren, ist die Verarbeitung und
Speicherung von Informationen, die zum einen zur besseren Anpassung an den jeweiligen
Lebensraum, zur Orientierung und zum anderen zur Speicherung spezieller Erfahrungswerte
und Fakten dienen. Lernen stellt hierbei einen Prozess dar, der fiir die Aufnahme und
Verarbeitung von Informationen, sowie filir deren spétere Erinnerung an bestimmte Vorginge,
Abldufe und Erfahrungen notwendig ist (Squire, 2004). Die ersten Erkenntnisse auf dem
Gebiet der Gedichtnisforschung stammen von beobachteten Defiziten, die durch Schadigung
bestimmter Bereiche des Gehirns hervorgerufen wurden. Schon 1861 entdeckte Pierre Paul
Brocca, dass eine Verletzung des hinteren Teils des linken Frontallappens ein spezifisches
Sprachdefizit (Aphasie) hervorruft (Pierre Paul Broca, 1861). Es dauerte fast ein Jahrhundert
in denen sich Forscher mit vielen Fragen im Bezug auf das Lernen und der Gedéchtnisbildung
beschéftigten bis es zumindest auf einen Teil der Fragen die ersten Antworten gab. So gelang
es Wilder Penfield erste Belege dafiir zu finden, dass Gedichtnisvorginge in bestimmten
Bereichen des Gehirns lokalisiert sind (Penfield und Rasmussen, 1950). Bereits Charles
Sherrington hatte um die Jahrhundertwende die motorische Reprédsentation im Cortex
narkotisierter Affen kartiert, indem er die Cortexoberflache systematisch mit Elektroden reizte
und die Aktivitdt motorischer Neurone aufzeichnete (Sherrington, 1906). Ebenfalls Anfang
des 20. Jahrhunderts brachte Cajal zur Uberlegung, dass das neuronale Netzwerk nicht
cytoplasmatisch kontinuierlich ist, sondern untereinander iiber bestimmte Verbindungen in
Kontakt steht (Jones, 1994; Jones, 1999).

Einen wichtigen Aspekt fiir die Aufnahme von Informationen und der Formierung von
Gedichtnisinhalten stellt der Hippokampus dar. Dieses Hirnareal besitzt eine fundamentale
Bedeutung fiir Lern- und Gedéchtnisprozesse bei allen Tierklassen und beim Menschen. Erste
Hinweise wurden dabei in Studien von Milner et al. am Patienten ,,H.M. verdeutlicht (Milner
et al., 1955). Diese Untersuchung legte dar, dass bilaterale Lisionen des Hippokampus dazu
fiihrten, dass keine Speicherung von neuen personlichen Informationen mehr moglich war.
Erinnerungen aus der Zeit vor der Lision des Hippokampus blieben jedoch erhalten. Am
Tiermodell konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der Hippokampus in der Regel nur iiber
einen bestimmten Zeitraum fiir den Abruf von neu Erlerntem erforderlich ist. Dieser Zeitraum

kann sich von Wochen bis zu Monaten erstrecken (Lorenzini et al., 1996; Anagnostaras et al.,
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1999; Squire et al, 2001). Weiterhin fiihrten jedoch Uberlegungen zur Rolle des
Hippokampus beim Auffinden von episodischen Gedichtnisinhalten zur Entwicklung der
~multiple trace theory* (Nadel und Moscovitch, 1997; Moscovitch et al., 2006), welche
darlegt, dass der Hippokampus fiir das Wiederauffinden genauer episodischer und rdumlicher
Erinnerungen benotigt wird. Dies ist unabhingig vom Alter dieser Erinnerungen, so dass der
Hippokampus eine lebenslange Funktion beim Abruf von Erinnerungen inne hat. So wird
nach dieser Theorie angenommen, dass hippokampale Strukturen bei der Einspeicherung und
beim Abruf von deklarativen Gedéchtnisinhalten mit dem Neocortex interagieren und ein
hippokampales-neocorticales Netzwerk bilden, so dass fiir das Wiederauffinden zumindest
einiger Erinnerungen eine anhaltende Kommunikation zwischen dem Hippokampus und dem
Neocortex notwendig sein koénnte (Nadel und Moscovitch, 1997; Moscovitch, 1998;
Moscovitch, 1999). Durch jeden erneuten Abruf bilden sich nach der ,,multiple trace theory*
multiple Spuren im Hippokampus, die mit corticalen Netzwerken verlinkt werden. Weiterhin
gehen die Vertreter dieser Theorie davon aus, dass episodische Inhalte stirker als semantische
Inhalte von medialen Temporallappenstrukturen abhingig sind (Nadel und Moscovitch, 1997;
Moscovitch, 1999; Nadel, 2000).

Die Rolle des Hippokampus, im Besonderen bei der Kommunikation mit den neocortikalen
Arealen zur Langzeitspeicherung von Informationen und die dabei mdgliche Notwendigkeit
der Beteiligung des Hippokampus zum Wiederauffinden sowie der Neufestigung von
Gedichtnisinhalten wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So postuliert zum Beispiel die
bereits erlduterte ,,multiple trace theory* eine lebenslange Kommunikation zwischen dem
Hippokampus und neocortikalen Arealen (Nadel und Moscovitch, 1997; Moscovitch et al.,
2006). Wohingegen zum Beispiel das ,,standard consolidation model*“ davon ausgeht, dass der
Hippokampus tagliche Ereignisse speichert und diese dann an cortikale Areale weitergegeben
werden, so dass der Hippokampus als zeitlich begrenzte Zwischenstation fungiert, die eine
Gedichtnisspur speichert und nur eine temporiare Funktion besitzt (Marr, 1970, Marr, 1971,

Alvarez, 1994; Squire, 1995).

Einteilung

Untersuchungen an Patienten mit Temporallappenverletzungen lieBen die Vermutung zweier
grundlegend unterschiedlicher Hauptgedédchtnisformen zu. Zum einen handelt es sich dabei
um das explizite Gedéchtnis, welches erlernte Informationen tliber Fakten und Sachwissen

beinhaltet und zum anderen das implizite Gedachtnis, welches die Informationen iiber
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bestimmte Handlungsabldufe, zum Beispiel wie Prozesse ablaufen und diese automatisiert
gesteuert werden, beinhaltet. Abbildung 1 zeigt eine schematische Einteilung der beiden
genannten Gedéchtnisformen im Bezug auf deren Gedichtnisbildung und deren Inhalt.

(Squire, 2004).

Gedéachtnis
Deklaratives (explizites Gedachtnis) Nichtdeklaratives (implizites Gedachtnis)
Fakten —— Ereignisse Prozedural Grund- und Einfache, klassische Nichtassoziatives
(Fahigkeiten / Wahrnehmungs-  Konditionierung Lernen

Gewohnheiten) lernen

N

Emotionale Motorische
Reflexe Reflexe
Medialer Temporallappen Striatum Neocortex Amygdala Kleinhirn Reflexbahnen

Abb.1. Taxonomie der Gedédchtnisformen (modifiziert nach Larry R. Squire, 2004)

Das explizite Gedichtnis ist charakterisiert durch seine erworbenen Fakten, seine im
Vergleich zum impliziten Gedéchtnis schnelle Bildung, seine Flexibilitdit und dass dessen
Gedédchtnisinhalt im Vergleich zum impliziten Gedé4chtnis leicht zu beeinflussen ist (Cohen
und Squire, 1980; Squire, 2004; Squire et al., 1993). Das implizite Gedéchtnis ist unbewusst
und eher automatisierter Natur, das heillt sowohl die Bildung der Gedichtnisinhalte, als auch
deren Abruf ist nicht unbedingt an eine bewusste Aufmerksamkeit gekoppelt. Des Weiteren
erfolgt seine Bildung langsamer und es ist unflexibler im Vergleich zum expliziten
Gedéchtnis (Squire, 2004).

Das explizite Gedichtnis beruht auf Strukturen des medialen Temporallappen, wie dem
Hippokampus, dem entorhinalen, parahippokampalen und perirhinalen Cortices (Squire et al.,
1993). Aus mehreren Studien geht hervor, dass Schidigungen innerhalb dieser Strukturen die
expliziten Gedéchtnisinhalte negativ beeinflussen (Scoville und Milner, 1957; Scoville und

Milner, 2000; Zola-Morgan et al., 1986; Squire et al., 1993; Squire und Alvarez, 1995). Bei
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Untersuchungen von Patienten mit beidseitiger Schiadigung des Hippokampus und der
umliegenden Bereiche, wie Subiculum, entorhinaler, parahippokampaler und perirhinaler
Cortex, zeigten sich eine ausgeprigte anterograde Amnesie sowie retrograde Amnesie fiir
explizite Gedichtnisleitungen (Scoville und Milner, 2000). Es wurde festgestellt, dass mit der
Schwere der Schadigung der Temporallappen auch der Umfang der Gedéchtnisdefizite fiir das
explizite Geddchtnis zunahm. Im Gegensatz zum AusmaBl der Amnesie fiir neue
Informationen zeigten Patienten mit Schadigung der Temporallappen nur eine begrenzte
retrograde Amnesie, die hauptséchlich Ereignisse betraf, welche der Hirnschddigung zeitnah
vorangegangen waren (Squire und Zola-Morgan, 1991; Squire et al., 2001; Rosenbaum et al.,
2000). Das implizite Geddchtnis war hingegen nicht beeintrachtigt (Squire und Zola-Morgan,
1991; Squire et al., 2001). Dies verdeutlicht, dass der Hippokampus fiir die Bildung und
Konsolidierung zumindest spezieller expliziter, jedoch nicht impliziter Geddchtnisinhalte
notwendig und in der Regel nicht flir deren permanente Speicherung verantwortlich ist. Durch
Schadigungen im Temporallappenbereich ist demzufolge der Aufbau neuer expliziter
Gedichtnisinhalte gestort, wohingegen bereits etablierte Fakten im expliziten Gedéichtnis
unbeeinflusst bleiben. Auch bei tierexperimentellen Lésionsstudien wurde diese Bedeutung
des Hippokampus bei Lern- und Gedéchtnisprozessen verdeutlicht (O'Keefe und Nadel, 1978;
Jarrard, 1983; Jarrard et al., 1986; Jarrard und Davidson, 1991; Jarrard, 1993; Zola-Morgan et
al., 1993; Moser et al., 1993) sowie ebenfalls die Unabhingigkeit von impliziten
Lernparadigmen gezeigt (O'Keefe und Nadel, 1978; Squire, 1992; Jarrard, 1993; Bliss und
Richter-Levin, 1993).  Um  Gedichtnisleistungen  zu  beschreiben,  welche
hippokampusabhéngig sind und somit zur Bildung des expliziten Gedichtnisses bei
Sadugetieren von malgeblicher Bedeutung sind, konnte bei tierexperimentellen Studien
gezeigt werden, dass Tiere mit Lésionen des Hippokampus vorrangig Gedéchtnisdefizite bei
Lernaufgaben mit rdumlich-zeitlicher Integration aufwiesen (Eichenbaum, 2001). Die
rdumliche Komponente kommt dabei besonders bei Gedédchtnisaufgaben zum Tragen, die fiir
eine addquate interne Reprdsentation eine vielfiltige Assoziation verschiedener
Umgebungsmerkmale erfordern, wie es zum Beispiel bei Paradigmen des rdumlichen Lernens
der Fall ist (Morris, 1984; Leis et al., 1984). Die zeitliche Komponente spielt grundsétzlich in
Lernparadigmen eine Rolle, bei denen zeitlich versetzte Informationen miteinander assoziiert
werden miissen (McEchron und Disterhoft, 1999; Clark et al., 2001).

Die Bedeutung des Hippokampus ist nach diesen Untersuchungen und Erkenntnissen vor
allem fiir die Speicherung expliziter Gedédchtnisinhalte von groBer Bedeutung. Besonders in

Bezug auf die synaptische Plastizitit, welche die zelluldren Prozesse der Erhohung oder



Verminderung der synaptischen Effizienz beschreiben, wie bei der Langzeitpotenzierung
(engl. long-term potentiation, LTP) oder Langzeitdepression (engl. long-term depression,
LTD) ist der Hippokampus des Saugetierhirns in den letzten Jahrzehnten sehr intensiv
untersucht worden. Dabei stellen zum Beispiel die erste Beschreibung der hippokampalen
LTP durch Bliss und Lomo (Bliss und Lomo, 1973) und der LTD durch Dunwiddie und
Lynch (Dunwiddie und Lynch, 1978) sowie die Aufstellung der Hypothese des ,,Synaptic
Tagging® (Frey und Morris, 1997; Frey und Morris, 1998a) Grundpfeiler zur Erforschung der

synaptischen Plastizitdt innerhalb des Hippokampus dar.

1.2. Der Hippokampus

Der Hippokampus (Abb. 2) ist entwicklungsgeschichtlich betrachtet aus einer Einrollung des
Archicortex bei der Neubildung des Neocortex hervorgegangen und bildet eine zentrale
Struktur des Limbischen Systems. Die Lage des Hippokampus im Rattenhirn beginnt in der
Néhe des Apex, zieht sich bis zur Hirnbasis und ist damit im Vergleich zum Menschen
weniger temporal gelegen. Die anatomische Form des Hippokampus &hnelt einem
Seepferdchen, so dass dieser Begriff, aus dem griechischen stammend, auch die
Namensgebung fiir dieses Gebiet bildet. Besonders anhand eines Transversalschnittes 14sst
sich gut die charakteristische Struktur des Hippokampus verdeutlichen (Abb. 2, oberer
Bereich). Diese unterschiedlichen Zellschichten und Bereiche sind durch eine Reihe von
Verbindungen innerhalb des Hippokampus und zu anderen Hirnarealen gekennzeichnet.
Dabei gliedern sich diese Verschaltungen in die haupthippokampalen Ein- und Ausgénge und
in die intrahippokampalen Verbindungen, wie der exzitatorischen trisynaptischen Kaskade
(Enthorinaler Cortex-Area dentatus-CA3-CAl). Im folgenden Abschnitt wird nidher auf diese
Verschaltungen, sowohl innerhalb des Hippokampus, als auch zu und von anderen

Hirnarealen eingegangen.



Abb.2. Schematische Darstellung der Position der hippokampalen Formation am Beispiel des
Rattenhirns mit einem Transversalschnitt im oberen Bereich der Abbildung (CAl: Cornu
ammonis 1; CA3; Cornu ammonis 3; DG: Gyrus dentatus; mf: Moosfasern; pp: Tractus

perforans; S: Subiculum; SC: Schaffer-Kollaterale; D. G. Amaral und M. P. Witter, 1989).

1.2.1. Anatomischer Aufbau und dessen Verbindungen

Der Hippokampus oder besser gesagt das hippokampale Areal umfasst im weiteren Sinne 4
Regionen. Diese beinhalten den Gyrus dentatus (DG); die eigentlichen hippokampalen
Unterstrukturen CA1, CA2, CA3 und CA4 (CA: Cornu ammonis; lat. Ammonshorn); den
subicularen Komplex, welcher sich seinerseits wieder in das Subiculum, das Presubiculum
und Parasubiculum unterteilt, und letztendlich den entorhinalen Cortex, welcher sich bei
Nagern teilweise wieder in mediale und laterale Unterbereiche aufteilt. Die eigentliche
anatomische Struktur des Hippokampus begrenzt sich im Wesentlichen auf die CAl-4
Unterstrukturen und dem sich zytoarchitektonisch davon abgrenzbaren DG. Die
Hauptneuronenpopulation bilden in den CA Regionen die Pyramidenzellen und im DG die
Kornerzellen. Im Hippokampus existieren drei wesentliche afferente Verbindungswege, die

sich vom entorhinalen Cortex bis zur CAl Region erstrecken. Dabei stehen die
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hippokampalen Gebiete tiiber individuelle weitgehend unidirektionale Verbindungen
miteinander in Kontakt. Die Axone des Tractus perforans, welcher dem entorhinalen Cortex
entspringt, enden auf den Kornerzellen im Hilus des DG und es erfolgen dabei im Speziellen
synaptische Kontakte in der Dendritenschicht (Stratum moleculare) der Kdrnerzellen. Die
Axone dieser Kornerzellen, die so genannten Moosfasern, projizieren als Faserbiindel zu den
Axonen der CA3 Region und von da aus ziehen die Schaffer-Kollateralen (erregende
Axonkollaterale der Pyramidenzellen der CA3 Region) zu den Dendriten der Pyramidenzellen
in der CAl Region (Amaral und Witter, 1989; Amaral und Witter, 1995). AuBler diesen
Verbindungswegen erhélt der Hippokampus Afferenzen vom kontralateralen Hippokampus
und von weiteren (subkortikalen) Gebieten, worauf im Folgenden eingegangen wird (Amaral
und Witter, 1995; Dutar, 1995; Lisman, 2005). In dieser hier vorgelegten Arbeit erfolgte dabei
die kontralaterale elektrische Stimulation der CA3 (cCA3) und es konnten somit durch
Aktivierung des kommissuralen Eingangs zur CA1, sowohl das exzitatorische postsynaptische
Feldpotential (fEPSP), als auch das Summenaktionspotential (PS, engl. population spike) in
dieser Region registriert werden (Scherf et al., 2010). Neben diesen glutamatergen Eingéingen
bestehen unter anderem subcortikale Eingéinge verschiedener neuromodulatorischer Systeme,
wie zum Beispiel vom Locus coeruleus (noradrenerg); Raphe nuclei (serotonerg); basolaterale
Amygdala (B-adrenerg und / oder muscarinerg); Septum medialis (f-adrenerg); Tegmentum,
Substantia nigra und des ventralen tegmentalen Areals (dopaminerg) zum Hippokampus
(Amaral und Witter, 1995; Dutar, 1995; Lisman, 2005). Diese erwidhnten subcortikalen
Projektionen zum Hippokampus konnten auch indirekt durch elektrophysiologische
Untersuchungen nachgewiesen werden (siche zum Beispiel: Spencer und Wheal, 1990; Frey
et al., 2001; Frey et al., 2003; Bergado et al., 2007; Bergado et al., 2009; Krnjevic und Ropert,
1982; Martig und Mizumori, 2010). Neben diesen elektrophysiologischen Nachweisen fiir
subcortikale Projektionen zum Hippokampus, konnten auch intrahippokampale Verbindungen
durch elektrophysiologische Untersuchungen nachgewiesen werden. So erfolgte zum Beispiel
durch Stimulation der cCA3 oder der kontralateralen CA1 (cCAl) die Aktivierung des
kommissuralen Einganges zur CA1 (Bliss et al., 1983; Diamond et al., 1988; Leung et al.,
1992; Hassan et al., 2006; Scherf et al., 2010).
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1.2.2. CAl-Pyramidenzellen

Die Pyramidenzellen gehoren zur Gruppe der multipolaren Zellen, welche den hdufigsten
Neuronentyp im Nervensystem der Sdugetiere bilden und sich im Hippokampus sowie der
gesamten GroBhirnrinde befinden. Sie besitzen einen pyramidendhnlichen Zellkorper mit
einem Axon und mehreren Dendriten, wobei der Dendrit an der Spitze des Zellkorpers im
Stratum pyramidale als so genannter ,,apikaler Dendrit* entspringt und sich {iber das Stratum
radiatum bis zum Stratum lacunosum moleculare erstreckt. An der Basis des Zellkorpers
entspringen die so genannten ,basalen Dendriten®, welche sich in das Stratum oriens

erstrecken (Abb.3).

AXon

Basale Dendriten N @ S.0.
Zellkorper :Y
S.p.
Apikale Dendriten
S.I.
s.Im.

Abb.3. Schematische Darstellung einer CAl-Pyramidenzelle. (Abkiirzungen: s.o. Stratum

oriens; s.p. Stratum pyramidale; s.r. Stratum radiatum; s.Im. Stratum lacunosum moleculare.)
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Eine Aktivierung der CA1 Region und damit deren Pyramidenzellen kann experimentell {iber
den Eingang der Schaffer-Kollateralen von der ipsilateralen Seite, meist iiber elektrische
Stimulation der CA3 (siche zum Beispiel: Manahan-Vaughan, 1997) oder iiber die
kommissuralen Fasern von der kontralateralen Seite, meist iiber Stimulation der CA3 oder
CA1 (Bliss et al., 1983; Diamond et al., 1988; Leung et al., 1992; Hassan et al., 2006; Scherf
et al., 2010) sowie iiber die Verbindung der Axone vom entorhinalen Cortex direkt zur CA1
erfolgen (Ramon y Cajal, 1968; Steward und Scoville, 1976; Witter et al., 1989; Empson und
Heinemann, 1995).

Dabei kommt es zum Beispiel bei der Aktivierung der CA3 Neurone der ipsilateralen Seite
zur Erhéhung der glutamatergen Neurotransmitterfreisetzung in den Nervenendigungen der
Schaffer-Kollateralen oder bei Aktivierung der Neurone der cCA3 zur Erhohung der
glutamatergen Neurotransmitterfreisetzung in den Nervenendigungen der kommissuralen
Fasern. Dadurch kommt es zur Aktivierung ionotroper und metabotroper Glutamatrezeptoren
(mGluR). Die ionotropen Glutamatrezeptoren werden nach dem Ligand, der sie aktiviert in
Gruppen eingeteilt. Zum einen gibt es die N-methyl-D-asparat-Rezeptoren (NMDA-
Rezeptoren), welche von dem Aminosdureanalogon NMDA aktiviert werden. Die non-N-
methyl-D-asparat-Rezeptoren (non-NMDA-Rezeptoren) werden von a-amino-3-hydroxyl-5-
methyl-4-isozaol-propionsdure (AMPA), Kainat oder Quisqualat aktiviert und vermitteln ein
»schnelles EPSP (Karnup und Stelzer, 1999), wobei im Ruhemembranpotential die
Anwesenheit von Mg*" das Offnen des NMDA-Rezeptorkanals verhindert und somit die
Aktivitit im Ruhemembranzustand im Wesentlichen von den non-NMDA-Rezeptoren
abhingt. Erst mit zunchmender Depolarisation des Neurons wird Mg®™ aus dem NMDA-
Rezeptorkanal entfernt und damit kénnen Na' und K™ die Kanalpore passieren. Die NMDA-
Rezeptoren vermitteln ,,langsamere® EPSPs und daher tragen sie eher zur spdaten Phase des
EPSP bei. Diese NMDA-Rezeptoraktivierung ist fiir die Formen der synaptischen
Langzeitplastizitit verantwortlich (Tsien et al., 1996; Kullmann et al., 1996). Die mGIluR sind
sowohl an der prd-, als auch an der postsynaptischen Seite vorhanden, sind fiir die
prasynaptische  Neurotransmitterausschiittung  verantwortlich und modifizieren die
postsynaptischen Antworten (fiir reviews siehe zum Beispiel: Riedel und Reymann, 1996;
Riedel et al., 1996; siche auch zum Beispiel: Manahan-Vaughan, 1997; Manahan-Vaughan,
1998; Wilsch et al., 1998; Xiao et al., 2001).

Fiir den spezifischen Informationsfluss innerhalb des Nervensystems und damit ebenfalls im
Hippokampus ist neben der exzitatorischen Informationsweitergabe auch die Regulation

durch inhibitorische Schaltkreise notwendig. Im hippokampalen Areal ist, wie auch in den
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iibrigen Arealen des Gehirns und des Riickenmarks, die y-Aminobuttersdure (GABA) der
wichtigste inhibitorische Neurotransmitter. Dieser hemmende Informationsfluss, welcher tliber
GABA-Ausschiittung induziert wird, erfolgt dabei iiber inhibitorische Interneurone in Form
einer negativen Riickkopplung (Feedback-Hemmung) oder einer vorwértsgerichteten
Hemmung (Feedforward-Hemmung). Dabei spielen die GABAs- und GABAg-Rezeptoren
eine entscheidende Rolle. Durch diese GABA Freisetzung werden 2 Arten inhibitorischer
Antworten unterschieden, ein schnelles inhibitorisches postsynaptisches Potential (IPSP),
welches durch die GABAa-Rezeptoren und ein langsameres IPSP, welches durch die

GABAGg-Rezeptoren vermittelt wird.

1.3. Feldpotentiale

Die Messung der neuronalen Aktivitit kann sowohl extrazelluldr, als auch intrazellulér
erfolgen. Bei der Betrachtung der Feldpotentiale handelt es sich um eine Mdoglichkeit der
extrazelluldren Ableitung. Im Folgenden wird die Bildung von Feldpotentialen anhand des
Beispiels der hippokampalen CA1 dargelegt, wobei in dieser hier vorgelegten Arbeit zwei
Haupttypen von Feldpotentialen untersucht wurden, das fEPSP (Abb. 4A) und der PS (Abb.
4B). Dabei handelt es sich, bei diesem Beispiel um monosynaptisch evozierte Feldpotentiale,
welche bei Reizung definierter monosynaptischer Bahnen an Neuronen oder

Neuronenpopulationen erzeugt werden.

A fEPSP ® " ps

L

Abb. 4. Darstellung von Feldpotentialen der hippokampalen CA1 (A) fEPSP im Stratum
radiatum und (B) PS im Stratum pyramidale. Kalibrierung: 2 mV/10 ms.
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Durch die glutamaterge Aktivierung der CA1 Neurone iiber den Schaffer-Kollateralen oder
kommissuralen Eingang kommt es zu einer Potentialdinderung an der postsynaptischen
Membran, welche durch das Offnen von Kationenkanilen und dem damit stattfindenden
Einstrom von Na’ in das Zellinnere hervorgerufen wird. Das ZelliuBere ist dadurch im
Vergleich zum Zellinneren negativ geladen. Die sich extrazelluldr ausbildenden Feldlinien,
die am Beispiel der CA1 Region im Stratum radiatum im Bereich der apikalen Dendriten eine
negative Polaritét in Form einer Stromsenke (,,sink*) aufweisen, konnen als fEPSP registriert
werden. Das Potential, welches im Bereich der Zellkorper extrazellulédr tiber die Feldlinien
registriert werden kann, ist durch eine positive Polaritit gekennzeichnet. Dieser passive
zellauswirts gerichtete Ausgleichstrom wird als ,,source” bezeichnet (Bliss and Gardner-
Medwin, 1971; Bliss und Richards, 1971). Wenn eine Stimulation stark genug ist, um die
Entladungsschwelle der Neurone zu iibersteigen, dass heift, dass es durch die erhohte
Leitfahigkeit fir Na' zum Einstrom von Na'-Ionen in das Zellsoma und damit zur
Depolarisation der Membran kommt, wird das synaptisch generierte fEPSP durch einen PS,
welcher die Summation synchron hervorgerufener Aktionspotentiale und damit die aktive
Entladung der Neurone darstellt, iiberlagert. Dieser PS weiit zum fEPSP eine inverse
Polaritit auf, da der Stromfluss im Bereich des Zellkorpers entgegengesetzt erfolgt ,,source™
(positiv und ,,sink* (negativ) im Bereich der Dendritenschicht). Dies verdeutlicht den

Dipolcharakter der sich dabei ausbildenden Feldlinien (Abb. 5).

Abb. 5. Darstellung des Feldlinienverlaufs. Es ist
der schematische Aufbau eines Neurons gezeigt,

source . _ source wobei dies den entgegengesetzten Verlauf der
e

N

+ intra- und extrazelluliren Polaritit und im

NIFF

Besonderen den Verlauf der extrazelluldren
Feldlinien verdeutlicht. Nédhere Angaben sind,

dem obigen Text zu entnehmen.
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Die Registrierung von Feldpotentialen, zum Beispiel innerhalb eines hippokampalen Areals,
beruht auf der extrazellularen Messung der Potentialdifferenz zwischen zwei Elektroden. Eine
der beiden FElektroden befindet sich dabei in dem Gewebe, zum Beispiel in der
hippokampalen CA1 Region, wo die Registrierung der neuronalen Aktivitit von Interesse ist
und die andere Elektrode befindet sich auBerhalb dieser Region und dient damit als
Referenzelektrode. Fiir die Messung der elektrischen Spannung sind demzufolge immer zwei
Punkte, in diesem Fall zwei Elektroden, notwendig. Die Bezugselektrode (Referenzelektrode)
stellt dabei die Elektrode mit bekanntem Potential, elektrochemischen Zustand dar, wobei die
Spannung dieser Referenzelektrode mit 0 festgesetzt wird. Wéhrend der Aktivitdt des
neuronalen Gewebes, zum Beispiel der Neurone in der hippokampalen CA1 Region, erfolgt
die Erzeugung einer Potentialdifferenz, welche durch der Stromfluss zwischen Abschnitten
einer Zelle durch Ionenbewegungen und demzufolge durch den externen Widerstand
hervorgerufen wird. Somit kann die Anderung des Potentials gegen die Zeit registriert
werden. Da die extrazelluldr festgestellte Potentialdifferenz bei Betrachtung eines Neurons
sehr gering ist, erfolgt bei der Feldpotentialbestimmung eine Summation der
Potentialinderungen mehrerer Neurone. Dabei erlaubt die spezielle Schichtstruktur des
Hippokampus mit seiner groen Anzahl dicht gepackter Neurone in derselben Orientierung
die Registrierung relativ groBler neuronaler Antworten und somit die Aufzeichnung
summierter, gut messbarer Potentialdifferenzen durch die simultane Aktivierung mehrerer

Neurone.

1.4. Hippokampale synaptische Plastizitat — LTP und LTD

Bevor der Psychologe Donald Hebb seine bedeutenden Thesen 1949 postulierte, welche die
grundlegenden Uberlegungen zum Verstindnis der Gedichtnisbildung iiber die Verstirkung
der Kontakte zwischen den Neuronen bilden, schlug bereits Ramon y Cajal vor, dass die
Kontaktstellen zwischen den Neuronen plastische Strukturen darstellen, welche abhingig von
Art und Stéirke ihrer Aktivierung eine variable Effizienz ihrer Reizweiterleitung aufzeigen

(Ramon y Cahal, 1896: in Fuster, 1999).
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Donald Hebb postulierte 1949 Folgendes:

»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 efficiency, as one of the cells firing B, is increased." (Hebb,
1949, S.62)

“...any two cells or systems of cells that are repeatedly active at the same time will
tend to become “associated”, so that activity in one facilitates activity in the other...
what I am proposing is a possible basis of association of two afferent fibres of the

same order-in principle, a sensory-sensory association” (Hebb, 1949, S.70)

Diese ersten Postulate, im weitestgehenden Bezug auf die synaptische Ubertragung, stimmen
im Wesentlichen mit den spéter festgestellten Prozessen der LTP iiberein. Als erstes
beschrieben 1973 Bliss und Lomo das Phanomen der LTP (Bliss und Lomo, 1973). Diese in
vivo Arbeit an anisthesierten Kaninchen zeigte, dass eine kurzzeitige, hochfrequente
Stimulation (Tetanisierung) des Tractus perforans zu einer lang anhaltenden Potenzierung der
synaptischen Transmission flihrt, wobei dies durch den Vergleich der Stirke von evozierten
Feldpotentialen vor und nach der Tetanisierung an den Kornerzellen des DG festgestellt
wurde. Diese erhohte Effizienz kann bei gesunden Tieren einige Tage oder sogar Wochen
anhalten. In der Folgezeit wurden durch eine Vielzahl von Untersuchungen die lang
anhaltende Erhohung der synaptischen Effizienz im DG eines Tieres durch kurzzeitige
hochfrequente Stimulation des Tractus perforans bestétigt (Abraham, 2003; Abraham et al.,
1995; Abraham et al., 2006; Abraham und Williams, 2008; Bekenstein und Lothman, 1991;
Lynch et al., 1990; Manahan-Vaughan et al., 2003). Die LTP wurde dabei zum beststudierten
Modell fiir zelluldre Prozesse, welche dem Lernen und der Gedichtnisbildung zu Grunde
liegen. Neben den Hauptuntersuchungen der LTP im Hippokampus zur Charakterisierung von
Gedéchtnisprozessen, ist das Phanomen der LTP auch in andern Hirnstrukturen, wie in der
Amygdala (Yaniv et al.,, 2001), dem Septum (Racine et al., 1983) oder dem Neocortex
(Heynen und Bear, 2001) nachgewiesen worden. AuBler bei Sdugetieren wurden auch
Vorginge, die der Charakterisierung der LTP entsprechen, bei weiteren Spezies, wie zum
Beispiel bei Aplysia (Walters und Byrne, 1985) nachgewiesen. Dabei erfolgten

Untersuchungen an sensorischen Neuronen durch intra- und extrazelluldre Stimulation, wobei
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zum Beispiel festgestellt wurde, dass es durch Paarung hochfrequenter monosynaptischer
Aktivierung mit heterosynaptischer Modulation zu einer Verstirkung des monosynaptischen
EPSPs kam. Neben den Untersuchungen an Aplysia wurden ebenfalls in vitro
Untersuchungen im Hinblick auf LTP zum Beispiel am Goldfisch durchgefiihrt (Lewis und
Teyler, 1986), wobei durch Stimulation des Sehnervs bei den Frequenzen von 1 und 5 Hz die
Induktion einer LTP bei den Feldpotentialen im optischen Tectum registriert werden konnte.
Zur Untersuchung von unterschiedlichen Formen der synaptischen Plastizitit in der CAl
Region des Hippokampus im intakten S&ugetierorganismus erfolgt in der Regel die
Aufzeichnung der evozierten Potentiale im Stratum radiatum in der CAl, der Registrierung
des fEPSPs, wobei die Stimulation {iber die ipsilaterale CA3 zum Beispiel bei in vivo
Arbeiten an frei beweglichen Ratten (sieche zum Beispiel: Manahan-Vaughan, 1997) oder iiber
die cCA1l / cCA3 zur Aktivierung des kommissuralen Eingangs zur ipsilateralen CA1 bei in
vivo Studien (Bliss et al., 1983; Diamond et al., 1988; Leung et al., 1992; Hassan et al., 2006;
Scherf et al., 2010) erfolgte. Das registrierte fEPSP im Stratum radiatum der CA1 Region ist
durch eine typische Form charakterisiert, welche abhdngig von der Position der
Stimulationselektrode ist. So kann zum Beispiel ipsi- oder kontralateral die Stimulation des
direkt verbindenden oder des kommissuralen Weges erfolgen. Diese Art der Préparation mit
den unterschiedlichen Stimulationsmdglichkeiten fand in vielen Studien zur Erforschung der
synaptischen Plastizitdt, wie LTP und LTD ihre Anwendung (Bliss et al., 1983; Diamond et
al., 1988; Doralp und Leung, 2008; Kaibara und Leung, 1993; Kemp und Manahan-Vaughan,
2004; Kemp und Manahan-Vaughan, 2008; Leung et al., 1992; Manahan-Vaughan, 1997;
Staubli und Lynch, 1987).

Neben der LTP gibt es noch weitere Formen der synaptischen Plastizitit, wie die bereits
erwidhnte LTD. Das Phdnomen der LTD wurde von Dunwiddie und Lynch bei auftretenden
Prozessen an den Synapsen zwischen den Schaffer-Kollateralen und den CAl-
Pyramidenzellen im Hippokampus entdeckt (Dunwiddie und Lynch, 1978). Die LTD ist dabei
definiert durch eine andauernde Erniedrigung der synaptischen Effizienz nach einer relativ
kurzen Episode einer niedrigfrequenten Stimulation (LFS; engl. low-frequency stimulation),
wobei die LTD im Hippokampus von Vertebraten untersucht wurde (Bear und Malenka,
1994; Braunewell und Manahan-Vaughan, 2001; Sajikumar et al., 2007; Sajikumar und Frey,
2003).

Eine hippokampale LTD ist vor allem in der CAl Region in vitro gut und zuverléssig
induzierbar. So konnte zum Beispiel in der Arbeit von Sajikumar und Frey gezeigt werden,

dass durch die Applikation eines spezifischen Stimulationsprotokolls, sowohl eine early-LTD
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durch eine einzelnes LFS-Protokoll (900 Impulse bei einer Frequenz von 1 Hz), als auch eine
proteinsyntheseabhidngige late-LTD durch ein wiederholtes LFS-Protokoll (900 kurze
Signalfolgen, bestehend jeweils aus 3 Impulsen bei einer Frequenz von 20 Hz) im
hippokampalen CA1 Schnitt induziert werden kann (Sajikumar und Frey, 2003). Weitere
Studien zeigten auch eine gute LTD Induzierbarkeit bei in vivo Versuchen. So konnte zum
Beispiel in einer Arbeit von Ursula Staubli und Joey Scafidi dargestellt werden, dass es
moglich ist, sowohl eine LTD {iber einen Schaffer-Kollateralen Eingang, als auch {iiber
kommissurale Projektionen zur CA1 bei sich frei beweglichen Ratten hervorzurufen (Staubli
und Scafidi, 1997). Eine Induzierbarkeit einer LTD in der hippokampalen CA1 Region iiber
den Schaffer-Kollateralen Eingang bei freibeweglichen Ratten konnte ebenfalls in Arbeiten
von Manahan-Vaughan gezeigt werden (sieche zum Beispiel: Manahan-Vaughan, 1997,
Manahan-Vaughan, 2000). Weiterhin wurde bei Verhaltensstudien, zum Beispiel anhand
einer Arbeit von Manahan-Vaughan und Braunewell verdeutlicht, dass die Induktion einer so
genannten Kurzzeitdepression (STD) erreicht wird, wenn bei den verwendeten Ratten (Wistar
und Hooded Lister) eine Neuigkeitserkundung mit der Prdsentation von Teststimulationen
gekoppelt wird (Manahan-Vaughan und Braunewell, 1999). Es war dabei keine Pridsentation

einer LFS notwendig, jedoch die Gabe von Teststimulationen.

1.5. Hippokampale LTP und LTD

1.5.1. Zeitliche Phaseneinteilung von LTP und LTD

Die Stirke der Induktion und die Dauer einer LTP/LTD werden durch die Aktivierung
verschiedener molekularer Prozesse bestimmt. Diese Aktivierung ist experimentell fiir die
LTP von verschiedenen Tetanisierungsprotokollen und fiir die LTD von dem Aufbau des LFS
Protokolls abhéngig, wobei neben dem speziellen Muster der Stimulationsprotokolle, auch
dessen Frequenz und die Anzahl der Stimuli sowie die Stimulusintensitit eine wesentliche
Rolle spielen. So konnte zum Beispiel bei in vitro Untersuchungen von Sajikumar und Frey
am hippokampalen CA1 Schnitt gezeigt werden, dass eine early-LTP durch ein schwaches
Tetanisierungsprotokoll mit 21 Impulsen bei einer Frequenz von 100 Hz im Stratum radiatum
induziert werden konnte, wohingegen die Tetanisierung durch ein stirkeres

Stimulationsprotokoll von 3 Stimulationsfolgen mit 100 Impulsen bei einer Frequenz von
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100 Hz zur Induktion einer late-LTP fiihrte (Sajikumar und Frey, 2004; Sajikumar et al.,
2007). Bei in vitro Untersuchungen zur Induktion einer LTD in hippokampalen CA1l
Schnitten konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Induktion einer early-LTD oder late-LTD
vom Stimulationsprotokoll abhéngig war (Sajikumar und Frey, 2003; Sajikumar und Frey,
2004). Bei in vivo Untersuchungen an Ratten konnte ebenfalls die Abhdngigkeit der Induktion
einer LTP vom Stimulationsprotokoll nachgewiesen werden. So ist es zum Beispiel moglich
eine early-LTP in der hippokampalen CA1 Region fiir fEPSP und PS durch Applikation, zum
Beispiel in der cCA3, eines so genannten Primed burst Stimulationsprotokoll mit einem
einzelnen Initialimpuls gefolgt von einer Reizfolge von 10 Impulsen préasentiert 190 ms spéter
bei einer Frequenz von 100 Hz zu induzieren (Leung et al., 1992; Scherf et al., 2010). Die
Applikation eines stirkeren Stimulationsprotokolls in der cCAl oder cCA3 mit 2 x 50
Impulsen bei einer Frequenz von 100 Hz, bei frei beweglichen Ratten, fiihrte zur Induktion
einer late-LTP fiir das fEPSP in der ipsilateralen CA1, wobei deren genauer Zeitverlauf von
der Simulationsintensitit abhdngig war (Hassan et al., 2006). Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass in der CA1 Region des Hippokampus bei Sdugetieren verschiedene Formen von
LTP und LTD induziert werden kdnnen. Dies kann sowohl iiber die CA3 Aktivierung des
ipsilateralen Hippokampus (Manahan-Vaughan, 1997), als auch iiber die CA1 oder die CA3
Aktivierung des kontralateralen Hippokampus (Bliss et al., 1983; Diamond et al., 1988;
Leung et al., 1992; Hassan et al., 2006; Scherf et al.; 2010) erfolgen.

PTP STP early-LTP late-L TP
(présynaptische (z B. + ("synaptic Tag", + (Proteinsynthese, PKA,
Mechanismen) CAMKII) z B. PKC) Genexpression)

Potenzierung

T ¥ ™ >

Oeeccccccccccncnna

Zeit (h)

Abb.6. Schematische Darstellung der Phasen der LTP. PTP + STP + early-LTP + late-LTP.
Die genaueren Erkldrungen und Abkiirzungen sind dem Text zu entnehmen.
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Generell unterscheidet man hinsichtlich der Dauer der hippokampalen LTP die posttetanische
Potenzierung (PTP; engl. posttetanic potentiation), die Kurzzeitpotenzierung (STP; engl.
short-term potentiation), die early-LTP (frithe LTP) und die late-LTP (spiate LTP) (Abb. 6).
Die so genannte PTP, die initiale Phase der LTP, mit einer Zeitdauer von Sekunden bis zu
Minuten ist gekennzeichnet durch prasynaptische Mechanismen, einer kurzzeitigen und
voriibergehenden Erhohung der Transmitterfreisetzung. Dieser Form der Potenzierung (PTP)
folgt die STP, welche durch eine Aufrechterhaltung der Potenzierung bis zu 1-2 Stunden
charakterisiert ist. Dabei kommt es zu einer initialen NMDAR- und auch zum Teil mGluR-
Aktivierung, welche bereits bei der Tetanisierung einsetzt, und dem damit verbundenen Ca*"
Einstrom. Postsynaptische Abldufe, wie die Aktivierung von Rezeptoren durch lokale
Proteinkinasen, wie CaMKII und der Tyrosinkinase, kaum jedoch von Proteinkinase A (PKA)
oder Proteinkinase C (PKC) sind zusténdig fiir die Verstidrkung dieser Phase (Huang, 1998;
Dobrunz et al., 1997). Der STP schlielen sich 2 weitere Phasen der Potenzierung an, die LTP-
Phasen (Matthies et al., 1990b; Reymann et al., 1988b; Reymann und Frey, 2007), welche die
STP mit einschlieBen. Dies sind zum einen die early-LTP, welche die transiente Form der
LTP darstellt und eine maximale Dauer von 3-4 h in vitro sowie in vivo von maximal 3-6 h
zeigt und zum anderen die late-LTP, welche eine Verstiarkung der synaptischen Aktivitét in
vitro flir 8-10 h und in vivo bis zu Tagen oder sogar Monaten aufweist (Krug et al., 1984;
Krug et al., 1989; Frey et al., 1988; Otani und Abraham, 1989; Matthies et al., 1990b). Die
early-LTP ist neben dem bereits erwdhnten transienten Zeitverlauf weiterhin charakterisiert
durch den Ca®" Einstrom, der Aktivierung der CaMKII, der Tyrosinkinase und der
Proteinkinase C sowie der Unabhéngigkeit von Proteinsynthese (Malenka und Nicoll, 1999;
Soderling und Derkach, 2000). Die late-LTP unterscheidet sich von der early-LTP, neben dem
charakteristischen Zeitverlauf, weiterhin durch ihre Abhingigkeit von Proteinsynthese (engl.
plasticity-related proteins, PRPs), wobei diese bereits in der frithen Phase der LTP einsetzt,
sowie von der PKA-Aktivitit (Krug et al., 1984; Frey et al., 1988; Frey et al., 1989; Frey et
al., 1991b; Frey et al., 1993a; Otani et al., 1989; Matthies et al., 1990b; Matthies und
Reymann, 1993; Frey und Morris, 1997; Abel et al., 1997).

Generell wird zu Beginn der frithen Phase einer LTP nach der Theorie des ,,Synaptic
Tagging® bei der synaptischen Aktivierung ein ,,Synaptic Tag* gesetzt, wobei zum Beispiel
bei in vivo Untersuchungen im DG an frei beweglichen Ratten eine Halbwertzeit von etwa 30
min postuliert wurde (Frey et al., 2001). Die Stimulation des Tractus perforans erfolgte dabei
mit einem schwachen Tetanus zur Induktion einer early-LTP im DG. Die zusétzliche

heterosynaptische Aktivierung erfolgte durch die hochfrequente Stimulation der basolateralen
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Amygdala innerhalb eines Zeitfensters von 30 min nach Induktion der LTP. Bei einer solchen
heterosynaptischen Aktivierung handelt es sich um eine zusétzliche Rezeptoraktivierung
mittels modulatorischer Neurotransmitter an den bereits aktivierten Neuronen, welche fiir die
Aktivierung der spédten Phase einer LTP notwendig ist. In diesem bereits beschriebenen
Zeitraum muss es zur Synthese von PRPs gekommen sein, damit diese mit den ,,Tags* an den
aktivierten Synapsen interagieren konnen und somit eine spite Phase der LTP (late-LTP)
induziert wird. Diese beginnt allmihlich wihrend der ersten 2-3 h Stunden und dauert bei
hippokampalen Schnitten in vitro 6-10 h, sowie bei in vivo Untersuchungen fiir Tage bis
sogar Monate an (Krug et al., 1984; Krug et al., 1989; Frey et al., 1988; Reymann et al., 1985;
Otani und Abraham, 1989; Frey et al., 1995; Kandel, 2001). Im Abschnitt 1.7. wird genauer
auf eine solche heterosynaptische Aktivierung am Beispiel der CA1l und der dopaminergen
Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren eingegangen.

Es konnte ebenfalls in einigen Studien gezeigt werden, dass die Applikation von
Translationshemmern wéhrend oder kurz nach der LTP Induktion die Ausbildung einer late-
LTP verhindert und es lediglich zur Ausbildung einer early-LTP kommt (Krug et al., 1984;
Stanton und Sarvey, 1984; Deadwyler et al., 1987; Abraham und Kairiss, 1988; Frey et al.,
1988; Frey et al., 1996; Mochida et al., 2001).

Neben den Untersuchungen der LTP erfolgten in den letzten Jahrzehnten nach ihrer ersten
Beschreibung von Lynch et al. ebenfalls Untersuchungen zur LTD (Lynch et al., 1977). Nach
aktuellen Erkenntnissen besitzt der zeitliche Verlauf der LTD ebenfalls einen phasenhaften
Charakter und deren molekulare Eigenschaften sind dhnlich zu denen der LTP (Manahan-
Vaughan et al., 2000; Sajikumar und Frey, 2003; Sajikumar und Frey, 2004; Navakkode et al.,
2005; Sajikumar et al., 2007). Auch zur Induktion der hier betrachteten NMDA-
Rezeptorabhhingigen LTD ist ein postsynaptischer Ca®” Einstrom und die NMDA-
Rezeptoraktivierung notwendig (Mulkey und Malenka, 1992). Diesen Studien zu folge ist der
Zeitverlauf der intrazelluliren Ca** Konzentrationserhdhung und deren intrazellulire
Konzentration selbst verantwortlich fiir die Auslésung einer LTP oder einer LTD. Weiterhin
zeigte sich, dass ein geringer Einstrom von Ca*" und demzufolge eine geringe intrazellulire
Ca®" Konzentration mit selektiver Aktivierung von Proteinphosphatasen zur Induktion einer
LTD fiihrt (Lisman, 1989).

Bei der LTD konnte ebenfalls gezeigt werden, dass deren unterschiedliche Formen vom
Induktionsprotokoll abhingig sind. Wie schon beschrieben kann eine LTD zum Beispiel
durch Applikation von LFS Protokollen induziert werden. Bei in vitro Arbeiten wurde

gezeigt, dass eine early-LTD mit einem Stimulationsprotokoll von 900 Impulsen bei einer
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Frequenz von 1 Hz und eine late-LTD mit einer Stimulation von 900 kurzen Signalfolgen,
bestehend aus jeweils 3 Impulsen bei einer Frequenz von 20 Hz mit einer sich daraus
ergebenden Gesamtanzahl von 2700 Impulsen in der hippokampalen CAl Region sehr
effektiv induziert werden konnte (Sajikumar und Frey, 2003; Sajikumar und Frey, 2004;
Dudek und Bear, 1992; Staubli und Ji, 1996). In vivo Untersuchungen zur LTD Induktion in
der CA1 Region, nach Studien von Ursula Staubli und Joey Scafidi zeigten, dass eine
Stimulation mit 900 Impulsen bei einer Frequenz von 1 Hz nicht zu einer Induktion einer
LTD fiihrte. Auch eine Erhéhung der Frequenz auf 5 Hz und die Erh6hung der Anzahl der
Stimuli auf 3000 konnte keine LTD induzieren, erst die Stimulation mit 3000 Impulsen bei

einer Frequenz von 10 Hz fiihrte zur Ausbildung einer early-LTD (Staubli und Scafidi, 1997).

1.5.2. Prozesse der hippokampalen LTP /LTD und deren molekulare Mechanismen

Die Prozesse von LTP und LTD sind momentan die einzigen zelluldr identifizierten Korrelate,
welche der Gedichtnisbildung zu Grunde liegen. Die Vorgédnge beim Lernen und der
Gedéchtnisbildung sind weit reichende und komplexe Prozesse, welche nicht nur auf der
lokalen Betrachtung synaptischer Vorginge beruhen. Bei der am besten untersuchten Form
der LTP, welche auch im tierischen Organismus induziert werden kann, handelt es sich um
eine assoziative, NMDA-Rezeptorabhéngige LTP. Im Folgenden wird speziell auf diese Form
eingegangen.

Bei den bereits erwdhnten NMDA-Rezeptoren handelt es sich um einen Untertyp ionotroper
spannungsabhingiger Glutamatrezeptoren. Der Aufbau von NMDA-Rezeptoren beruht auf
dem Zusammenspiel von den NR1 und NR2 Untereinheiten (Gomperts et al., 2000; Racca et
al., 2000; Robert et al., 2000), wobei deren Expression flir die Funktionalitit der NMDA-
Rezeptorkanédle notwendig ist. Dabei erfolgt der korrekte Aufbau der glutamatergen
Bindungsdoméne iiber die Verbindung der beiden erwihnten Untereinheiten NR1 und NR2
(Yamakura und Shimoji, 1999), wobei die NR1 Untereinheit eine Bindungsstelle fiir Glycin
aufweist, welches fiir die volle Funktionalitit (Offnen) des NMDA-Rezeptorkanals notwendig
ist. Die fiir die Auslosung einer LTP notwendige Depolarisierung wird dabei durch eine
summierte Erregung von exzitatorischen Synapsen iiber die glutamatinduzierte Aktivierung
der AMPA- und Kainat-Rezeptoren erreicht. Durch die Losung der Mg*" Blockade des

NMDAR gekoppelten Kanals stromt Ca>* aus dem Extrazellularraum in die Zelle ein, welches
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die LTP relevanten, intrazelluldren, enzymatischen Abldufe auslost. Ca”" aktiviert seinerseits
eine Reihe von Ca®" sensitiven second-messenger Prozessen. So kann neben dieser Erhohung
der intrazelluliren Ca®" Konzentration durch den Einstrom iiber die geéffneten NMDAR
Kanile, die intrazellulidre Konzentration auch iiber spannungsabhingige Ca**-Kanile und dem
intrazelluldren Ca*"-Speicher erhdht werden. Bei Betrachtung der Proteinkinasen im Hinblick
auf ihre Beteiligung an den Phasen einer LTP zeigte sich, dass nicht nur die NMDA-
Rezeptoraktivierung fiir die Induktion einer LTP, sondern auch die Aktivierung von
calmodulin-abhingigen Enzymen, sowohl fiir eine early-, als auch eine late-LTP notwendig
sind. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass eine alleinige Aktivierung der NMDA-
Rezeptoren nur zur Bildung einer dekrementalen LTP fiihrte (Collingridge, 1985; Kauer et al.,
1988). Auch die Hemmung der PKC fiihrte zu einem Verlust der LTP in hippokampalen CA1
Schnitten (in vitro) bereits in der frithen Phase nach 1-2 h (Reymann et al., 1988a; Reymann
et al., 1988b). Weiterhin konnte anhand intrazelluldrer Untersuchungen die Notwendigkeit der
postsynaptischen PKC und von CaMKII fiir die Ausbildung der friihen Phase der LTP
nachgewiesen werden (Malinow et al., 1989). Fiir die Induktion und Ausbildung einer early-
LTP sind demzufolge eine NMDA-Rezeptoraktivierung, die Phosphorylierung von PKC und
CaMK Substrate notwendig.

Die bereits erwdhnte LTD unterliegt dhnlichen Mechanismen, wie die LTP. Fiir deren
Induktion sind ebenfalls die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren und der postsynaptische
Ca®" Einstrom notwendig. So konnte bei Untersuchungen von Mulkey und Malenka gezeigt
werden, dass bei einer Injektion von BAPTA (Calcium Chelator) oder einer Unterdriickung
der NMDA Strome bei intrazelluldrer Hyperpolarisation die Induktion einer LTD verhindert
wird (Mulkey und Malenka, 1992). Dabei wurde festgestellt, dass die NMDA-
Rezeptoraktivierung sowie der Ca*" Einstrom notwendig fiir die LTP/LTD Induktion sind.
Die intrazellulire Ca®" Konzentration bestimmt, ob eine LTP oder LTD induziert wird. So
fiihrt ein geringer Ca*" Einstrom zu einer Aktivierung bestimmter Proteinphosphatasen, wobei
deren Aktivierung zur Induktion einer LTD fiihrt (Lisman, 1989).

An der Aktivierung der spiten Phase der LTP sind bestimmte Proteinkinasen und vor allem
die Proteinsynthese sowie die dabei gebildeten PRPs notwendig. Zuerst wird auf die
Beteiligung der Proteinsynthese bei der spaten Phase der LTP und die Rolle der Transkription
eingegangen. Als erstes wurde die Notwendigkeit der Proteinsynthese zur Ausbildung einer
late-LTP durch Arbeiten von Manfred Krug und Kollegen 1984 beschrieben (Krug et al,
1984). Dabei konnte die Verstiarkung der hippokampalen transienten LTP zu einer late-LTP in

vivo am DG durch die Applikation eines reversiblen Translationshemmers (Anisomycin)
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verhindert werden. Diese Rolle der Proteinsynthese wurde in den darauf folgenden Jahren von
vielen Laboren ebenfalls festgestellt und untersucht (zum Beispiel: Frey et al., 1988; Otani
und Abraham, 1989; Fazeli et al., 1993; Osten et al., 1996; Nayak et al., 1998). Auch in vitro
Untersuchungen zum Beispiel von Frey et al. bestitigten, dass die Aktivierung der spéten
Phase der LTP von Proteinsynthese abhingig war (zum Beispiel: Frey et al., 1989). Dabei
wurde die Zellkorperschicht von den apikalen Dendriten im hippokampalen CA1 Schnitt
abgetrennt, da der Zellkorper den Hauptort der Proteinsynthese darstellt. Es zeigte sich eine
normale Ausbildung der early-LTP, jedoch kam es nicht zur Ausbildung einer late-LTP. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen nach Applikation des reversiblen Proteinsynthesehemmers
Anisomycin und verdeutlicht, dass die Mechanismen der Proteinsynthese und damit die
Zellkorperbeteiligung notwendig zur Ausbildung einer NMDA-Rezeptorabhéngigen late-LTP
in der hippokampalen CA1 Region sind.

Im Hinblick auf die Beteiligung der Transkription bei der Verstirkung der LTP wurde
festgestellt, dass die Synthese von Boten-Ribonukleinsdure (engl. messenger ribonucleic acid,
mRNA) an der Etablierung des Langzeitgedichtnisses bei Sdugetieren beteiligt ist (Alkon et
al., 1991; Matthies, 1974; Matthies et al., 1990a). Wobei Studien von Otani et al. keinen
Einfluss des mRNA-Synthesehemmers Actinomycin D feststellen konnten (Otani und
Abraham, 1989). Spitere in vitro Studien des Labors von Kandel an hippokampalen CAl
Schnitten mit verschiedenen Inhibitoren zeigten, dass die Induktion einer LTP, die
normalerweise sowohl die friihe, als auch die spite Phase ausbildet, nach 1-3 h unterdriickt
wurde, wenn die Transkription unmittelbar nach der Tetanisierung verhindert wird (Nguyen et
al., 1994). Dabei konnten pharmakologische Nebeneffekte auf die Mechanismen der LTP
Generierung jedoch nicht ausgeschlossen werden. Fiir das Verstindnis der Beteiligung der
mRNA-Synthese bei den Mechanismen der LTP, late-LTP, erfolgten eine Reihe weiterer
Untersuchungen. So zeigten sowohl in vitro Studien in der hippokampalen CA1 Region, als
auch in vivo Studien im DG der Ratte, dass die Applikation von Actinomycin D oder von 5,6-
dicloro-1-B-D-ribofuranosyl benzimidazole (DRB) vor der Tetanisierung zu einer
Beeinflussung des fEPSPs und des PS fiihrte, wobei sich fiir das fEPSP, welches
entscheidender fiir die synaptische Effizienz ist, nur ein verzogerter schwacher Effekt nach
etwa 6-8 h zeigte (Frey et al., 1993b; Frey et al., 1996). Die Resultate konnten auch bei in
vivo Studien in der hippokampalen CA1 Region bestitigt werden (Manahan-Vaughan et al.,
2000). Diese Studien belegen, dass sowohl im normalen physiologisch intakten
Sdugetierorganismus, als auch bei in vitro Schnitten, eine LTP, bei normal funktionierender

Proteinsynthese, zumindest fiir die ersten 8 h aufrechterhalten werden kann, wenn die mRNA
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Synthese gehemmt ist (Sajikumar et al., 2005b). Daraus ldsst sich ableiten, dass die
Proteinsynthese abhidngigen ersten 8 h durch vorheriges Vorhandensein von mRNA aufrecht
erhalten werden, wohingegen spétere Abschnitte der LTP zusitzlich die Regulation von PRPs
durch Genexpression benétigen. In Ubereinstimmung mit diesen Studien zeigten Vicker et al.,
dass die Ausbildung einer late-LTP in hippokampalen CA1 Schnitten durch einen
Translationshemmer nach etwa 1-2 h verhindert wurde, wohingegen die Hemmung der
mRNA-Synthese die LTP erst nach etwa 4-6 h blockierte (Vickers et al., 2005). Dies legt den
Schluss nahe, dass Genexpression notwendig flir die Aufrechterhaltung von Plastizitdtsevents,
wie die vollstindige Ausbildung einer late-LTP ist.

Eine wesentliche Rolle bei der Ausbildung einer late-LTP spielt die cAMP-abhéingige PKA.
Generell werden Proteinphosphorilierungen durch Proteinkinasen vermittelt. Es handelt sich
dabei um einen entscheidenden regulatorischen Mechanismus in Neuronen, wie die
Auslosung und Modulation von einer Vielzahl wichtiger zelluldrer Prozesse, welche die
neuronale Entwicklung, das Wachstum und Plastizititsprozesse beinhalten (Walaas und
Greengard, 1991). Eine grole Anzahl von Neurotransmittern, Hormonen etc. benutzen das
zyklische Adenosin-3’, 5-monophosphat (cAMP) als einen intrazelluliren ,second
messenger* (Nguyen and Woo, 2003). Ein wesentliches Ziel des cAMP ist dabei die cAMP-
abhingige PKA, welche intrazellulire Signaltransduktion und Signaltransmission bei
Invertebraten und Vertebraten libermittelt (Frey et al., 1993a; Nguyen und Kandel, 1996;
Brandon et al., 1995). Die Aktivierung dieser cAMP-abhidngigen PKA wihrend der LTP
Induktion ist notwendig fiir die Ausbildung einer late-LTP (Frey et al., 1993a; Huang und
Kandel, 1994; Abel et al.,, 1997; Nguyen und Kandel, 1997; Nguyen und Woo, 2003).
Letztendlich fiihrt die gesteigerte Synthese von cAMP-Molekiilen, die dadurch bedingte
Aktivierung der PKA und die  Phosphorylierung  von  Substratproteinen
(Transkriptionsfaktoren) zur Synthese von PRPs und damit zur Interaktion dieser PRPs mit
den gesetzten ,,Tags* an den aktivierten Synapsen, demzufolge zur Bildung einer late-LTP. In
den folgenden beiden Abschnitten wird genauer auf diese Vorgidnge eingegangen. Des
Weiteren konnte nach der Entdeckung eines Isozyms der PKC, Proteinkinase M-Zeta (PKMJ{)
(Sacktor et al., 1993), auch dessen Beteiligung an der Verstirkung einer early-LTP in eine
late-L TP nachgewiesen werden (Ling et al., 2002). Damit konnte ein weiteres Enzym, was in
die spite Phase der LTP involviert ist festgestellt werden. In neueren Studien wurde
aufgezeigt, dass PKMC( spezifisch an der LTP Verstirkung und am LTP-Tagging beteiligt ist,
jedoch nicht bei der LTD-Verstiarkung und beim LTD-Tagging (Sajikumar et al., 2005b).
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1.6. Synaptic-Tagging

Wie schon in den vorangegangen Abschnitten erldutert, ist die Thematik des Lernens und der
Gedédchtnisbildung an viele komplexe Vorgéinge gekoppelt. Dabei stellen die hippokampalen
Prozesse von LTP und LTD wesentliche Bestandteile dar. Diese Prozesse sind mit der
Erhohung oder Erniedrigung der synaptischen Aktivitit verbunden. Dabei sind Modulationen
von transienten Formen der LTP im Bezug auf dessen lingerfristige Verstirkung zu einer
late-LTP mit Prozessen der Genexpression und Proteinsynthese verbunden. Diese Prozesse
der Genexpression und Proteinsynthese finden im Zellkdrper / Zellkern oder fiir die
Proteinsynthese in den dendritischen Kompartimenten statt, in der Regel weit entfernt von
denen, durch zum Beispiel elektrische Stimulationen, aktivierten Synapsen. Diesen dabei
synthetisierten PRPs muss es jedoch moglich sein nur mit den aktivierten Synapsen zu
interagieren. Prozesse, wie LTP und LTD sind durch eine Eingangsspezifitit gekennzeichnet,
so dass deren Ausbildung nur an den, durch zum Beispiel ein spezifisches
Stimulationsprotokoll, aktivierten Synapsen nachweisbar ist. Eine mogliche Erkldrung fiir
diese Vorginge bildet die Hypothese des ,,Synaptic Tagging* (Frey und Morris, 1997; Frey
und Morris, 1998a), wobei die Verstiarkung und damit die Aktivierung der spaten Phase einer
LTP von 2 Faktoren abhingig sind. Zum einen wird nur an den aktivierten Synapsen wéhrend
der Induktion einer LTP ein lokaler ,,synaptischer Tag* gesetzt und zum anderen erfolgt die
Synthese von PRPs, welche dann ausschlieBlich mit den an den aktivierten Synapsen
gesetzten ,,Tags® interagieren. Diese Hypothese beschreibt demzufolge die Vorgénge, welche
zur spezifischen Aktivierung von Synapsen notwendig und fiir die proteinsyntheseabhidngige
spite Phase einer LTP verantwortlich sind sowie die spezifische Interaktion der ,,Tags* mit
den PRPs (Frey und Morris, 1997; Frey und Morris, 1998a; Frey und Morris, 1998b; Martin
und Kosik, 2002). In dieser Studie zum ,,Synaptic Tagging™ wurde bei in vitro Schnitten in
der hippokampalen CA1 Region iiber den einen Eingang (S1) eine proteinsyntheseabhingige
late-LTP induziert ohne Applikation eines Proteinsyntheseblockers. Kurz bevor ein weiterer
unabhingiger Eingang (S2) derselben Neuronenpopulation tetanisiert (3 Serien von 100
Impulsen bei einer Frequenz von 100 Hz) wurde, erfolgte die Applikation eines
Proteinsyntheseblockers (in diesem Fall: Anisomycin). Normalerweise wiirde hier nur eine
early-LTP induziert werden, da die Anwesenheit von Anisomycin die Proteinsynthese
blockiert, aber diese induzierte LTP in S2 war iiber einen Zeitraum von 8 h stabil potenziert
(Frey und Morris, 1997). Diese Etablierung einer late-LTP iiber den S2 Eingang suggerierte,

dass die ausgeloste Proteinsynthese durch die Induktion einer late-LTP in S1 ebenfalls die
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Induktion einer late-LTP in S2 erlaubt. Dies verdeutlicht, dass ein ,,Synaptic Tag* bereits in
der frithen Phase der LTP gesetzt wird und dieser ,,Tag® der iiber den S2 Eingang gesetzt
wurde, kann demzufolge mit den PRPs interagieren, welche durch die Aktivierung iiber den

S1 Eingang derselben Neuronenpopulation synthetisiert wurden.

1.7. Heterosynaptische Aktivierung und neuromodulatorische Systeme

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte und aktuell wurden/werden die hippokampalen, zelluldren
Hauptprozesse, die entscheidend fiir das Lernen und der Gedichtnisbildung sind, immer
intensiver erforscht und in vielen Punkten besser aufgeklirt. Ein wichtiger Aspekt bei den
Vorgéngen der hippokampalen LTP ist nicht nur deren Induzierbarkeit, sondern sind vor
allem die Prozesse und Bestandteile, die zu deren dauerhaften oder zumindest deutlich
langerfristigen Aufrechterhaltung notwendig sind. Bei der Induktion einer NMDA-
Rezeptorabhéngigen LTP erfolgt mittels einer Serie von kurzen hochfrequenten Stimulationen
eine Erhohung der synaptischen Aktivitit, wobei fiir deren Verstirkung heterosynaptische
Aktivierungen notwendig sind (Frey, 1997; Frey and Morris, 1998a). Die nicht glutamatergen
heterosynaptischen Eingédnge spielen dabei eine wesentliche Rolle. Dabei ist nicht nur diese
heterosynaptische Aktivierung essentiell, sondern ebenfalls die stattfindende Proteinsynthese,
die fir die spite Phase der LTP/LTD eine grundlegende Voraussetzung darstellt (Abb. 7;
Krug et al., 1984; Frey et al., 1988; Frey et al., 1993a; Frey et al., 1996; Reymann, 1988,
Reymann et al., 1988b; Matthies et al., 1990b; Nguyen et al., 1994; Frey und Morris, 1997).
Im Gehirn von Sédugetieren sind neuromodulatorische Systeme bekannt, die einen Einfluss auf
die sich entwickelnde Plastizitdt, auf funktionelle Plastizitdtsprozesse und im Generellen auf
die Bildung von Gedichtnisinhalten haben (Izquierdo und Medina, 1997; Izquierdo und
McGaugh, 2000). Im Besonderen soll in diesem Abschnitt auf den Einfluss der Aktivierung
von modulatorischen Gehirnarealen und deren plastizititsrelevanten Vorgénge bei der
Modulation einer hippokampal induzierten LTP eingegangen werden. Das Hauptaugenmerk
soll dabei auf die Modulation der evozierten Potentiale in der hippokampalen CA1 Region
gelegt werden.

Die Verstirkung einer transienten LTP in eine late-LTP durch Aktivierung modulatorischer
Gehirnareale in einem spezifischen Zeitfenster, in Bezug auf den Zeitpunkt der Induktion der

LTP, konnte bei in vivo Untersuchungen am DG der Ratte bereits gezeigt werden (siche zum
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Beispiel: Seidenbecher et al., 1997; Frey et al., 2001; Frey et al., 2003; Bergado et al., 2007).
Ein weiterer charakteristischer Faktor bei der Uberfiihrung einer early-LTP/LTD in eine late-
LTP /LTD ist die Aktivierung der cAMP abhingigen PKA (Brandon et al., 1995; Frey et al.,
1993a; Kameyama et al., 1998; Nguyen und Kandel, 1996). Fiir die Aktivierung einer late-
LTP in der hippokampalen CA1 Region ist demzufolge die Aktivierung des dopaminergen
D1/D5-Rezeptors bei adulten Tieren notwendig (Frey et al., 1991a; Frey et al., 1991b; Huang
und Kandel, 1995; Matthies et al., 1997; Swanson-Park et al., 1999). Bei dieser dopaminergen
Aktivierung des D1/D5-Rezeptors und den darauf folgenden Prozessen, die zur Verstirkung
einer LTP/LTD fiihren, ist zuerst die Bindung von Dopamin an die D1/D5-Rezeptoren
notwendig. Diese Neurotransmitter-Rezeptor Interaktion fithrt zur Aktivierung eines
stimulatorischen G-Proteins (Gs), welches im Ruhezustand an Guanaosin-3’,5’-diphosphat
(GDP) gebunden ist. Durch dessen Aktivierung wird dieses GDP-Molekiil mittels
Phosphorylierung durch ein Guanaosin-3’,5’-triphosphat (GTP)-Molekiil ersetzt. Dieses nun
aktivierte Gs stimuliert seinerseits das Enzym Adenylatcyclase. Dieses Membranprotein
katalysiert darauf die Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) zu cAMP, dabei ist die
katalytische Untereinheit der Adenylatcyclase nur im Komplex mit dem G-Protein und GTP
aktiv. Gs wirkt dabei in Verbindung mit der Cyclase als GTPase und hydrolisiert sein
gebundenes GTP zu GDP und Gs fillt von der Adenylatcyclase ab und die Synthese von
cAMP-Molekiilen stoppt. Das nun wieder zur Verfiigung stehende Gs kann erneut einen
Transmitter-Rezeptor Komplex binden und darauthin wieder erneut die Adenylatcyclase
aktivieren. Dieser Prozess wiederholt sich dabei solange wie der Transmitter-Rezeptor
Komplex vorhanden ist. Diese synthetisierten cAMP-Molekiile aktivieren die cAMP
abhédngige PKA, was eine notwendige Grundlage fiir die Verstarkung einer early-LTP in eine
late-L TP darstellt (Frey et al., 1993a; Huang und Kandel, 1994; Abel et al., 1997; Nguyen und
Kandel, 1997; Nguyen und Woo, 2003). Diese Aktivierung der PKA erfolgt, indem sich
cAMP-Molekiile an die regulatorischen Untereinheiten der Proteinkinase binden und die
beiden katalytischen Untereinheiten freigeben. Die aktiven katalytischen Untereinheiten
konnen mit der Phosphorylierung bestimmter Substratproteine beginnen, dem so genannten
»~CAMP  response element-binding protein® (CREB). Diese CREBs sind
Transkriptionsfaktoren, welche die Transkription bestimmter Gene, durch Bindung an einen
spezifischen Desoxyribonukleinsdure-Promotor (DNA-Promotor; cAMP response element,
CRE) regulieren (Brindle und Montminy, 1992; Mayr und Montminy, 2001). Das CREB kann
neben der cAMP Signalkaskade noch iiber weitere neuronale Signalwege aktiviert werden,

welche an der Gedéchtnisbildung beteiligt sind (West et al., 2001; Deisseroth et al., 1998).
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Durch die Aktivierung spezifischer Promotoren werden letztendlich PRPs produziert, welche
zur Aktivierung der spiten, Proteinsynthese abhingigen Phase der LTP/LTD notwendig sind
(Krug et al., 1984; Frey et al., 1988; Reymann et al., 1988a; Reymann et al., 1988b; Otani et
al., 1989; Matthies et al., 1990b; Bliss und Collingridge, 1993). Diese synthetisierten PRPs
interagieren mit den ,,Tag™ Molekiilen an den aktivierten Synapsen (Frey und Morris, 1997;
Frey und Morris, 1998a; Frey und Morris, 1998b). Die beschriebenen biochemischen
Vorginge liber die Aktivierung der NMDA- und D1/D5-Rezeptoren und der daraus folgenden
Aktivierung des cAMP/PKA Kaskade bis hin zur Produktion von PRPs und der Interaktion
mit den aktivierten Synapsen sind notwendige Vorginge, die zu einer Verstirkung von
LTP/LTD fiihren (Abel et al., 1997; Frey, 1997; Frey, 2001; Frey et al., 1993a; Frey und
Morris, 1998a; Swanson-Park et al., 1999). Dabei ist eine solche Interaktion zwischen einem
gesetzten ,, Tags“ und den gebildeten PRPs in Abhédngigkeit von einem spezifischen

Zeitfenster in Abbildung 7 dargestellt.

Eine Glutamatrezeptor- Ein verstarkender heterosynaptischer
abhéangige LTP/LTD Input fihrt zur Synthese von
setzt einen spezifischen "plastizitatsrelevanten Proteinen”

»Synaptic tag"
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Abb.7. Schematische Darstellung der Notwendigkeit und Dynamik von ,,Synaptic Tags* und
der Interaktion mit den synthetisierten plastizititsrelevanten Proteinen. Dabei verdeutlicht die
linke obere Darstellung den durch LTP/LTD an den aktivierten glutamatergen Synapsen
gesetzten ,,Tag™ und die rechte obere Darstellung die synthetisierten PRPs. Der untere Teil
der Abbildung verdeutlicht die Interaktion zwischen den ,Tags“ und den PRPs in
Abhingigkeit vom Zeitverlauf. Daraus wird ersichtlich, dass es nur zu einer Interaktion
kommen kann, wenn sowohl die ,,Tags“ an den aktivierten Synapsen, als auch die
synthetisierten PRPs in einem spezifischen Zeitfenster vorhanden sind. Eine spétere Synthese
der PRPs fiihrt durch das nicht mehr Vorhandensein des ,,Tags“ zu keiner Interaktion

(modifizierte Darstellung nach Frey und Morris 1998b).

«—

Neben in vitro Studien die zeigten, dass die dopaminerge Rezeptoraktivierung notwendig fiir
die Auslosung einer spiaten Phase der LTP ist (Frey et al., 1990; Frey et al., 1991a; Frey et al.,
1991b; Frey und Morris, 1998a; Huang und Kandel, 1995; Sajikumar und Frey, 2004),
konnten auch andere Studien verdeutlichen, dass die dopaminerge Rezeptoraktivierung
ebenfalls einen Einfluss auf die LTD hat und deren Stédrke in der CA1 modulieren kann (Chen
et al., 1995; Chen und Tonegawa, 1997). Im Speziellen konnten Huang und Kandel zeigen,
dass eine Applikation eines D1/D5-Rezeptoragonisten zu einer LTP-Induktion bei dem fEPSP
in einem hippokampalen CA1 Schnitt fiihrt (Huang und Kandel, 1995). Ahnliche Ergebnisse
wurden teilweise auch in anderen in vitro Arbeiten gezeigt (Sajikumar und Frey, 2004;
Navakkode et al., 2007). So konnte bei den Arbeiten von Sheeja Navakkode et al. die
Abhéngigkeit dieser induzierten so genannten delayed-onset Potenzierung von der
dopaminergen Aktivierung des D1/D5-Rezeptors mittels der Applikation des D1/D5-
Rezeptorantagonisten R (+)-SCH23390-Hydrochlorid (SCH23390) und die Abhéngigkeit von
Proteinsynthese durch die Applikation eines Proteinsyntheseblockers Anisomycin
pharmakologisch gezeigt werden (Navakkode et al., 2007). Ebenfalls wurde in dieser Studie
die Notwendigkeit der NMDA-Rezeptoraktivierung in Zusammenhang mit der D1/D5-
Rezeptoraktivierung durch pharmakologische Applikation des NMDA-Rezeptorantagonisten
APS5 oder durch Ausbleiben der glutamatergen-Rezeptoraktivierung fiir 3 h nach Aktivierung
des D1/D5-Rezeptors untersucht und bestitigt. So konnte festgestellt werden, dass eine

Induktion einer delayed-onset Potenzierung nur durch eine gemeinsame Aktivierung von
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NMDA- und D1/D5-Rezeptoren moglich war, sowie dass diese Form der Potenzierung
proteinsyntheseabhidngig war (Navakkode et al., 2007). Zur genauen Untersuchung der
molekularen Vorgédnge beim Lernen und der Gedéchtnisbildung sind in vitro Untersuchungen
sehr gut geeignet. Um jedoch die eigentliche physiologische Relevanz im gesamten
Saugetierorganismus zu studieren, sind in vivo Untersuchen von essentieller Bedeutung, um
zum Beispiel den Einfluss modulatorischer Eingdnge zur hippokampalen CA1 Region auf die
Prozesse der LTP/LTD im Saugetiergehirn zu untersuchen und letztendlich den Komplex des
Lernens und der Geddchtnisbildung besser zu verstehen. Das mesolimbische dopaminerge
System scheint eine bedeutete physiologische Relevanz fiir die Vorgédnge, welche beim
Lernen und der Gedéchtnisbildung beteiligt sind, zu besitzen. Es scheint, dass die Aktivierung
dopaminerger Neurone, induzierte Prozesse wiéhrend Lernvorgéngen verstirken kann
(Bischoff, 1986; Kemp und Manahan-Vaughan, 2004; Lemon und Manahan-Vaughan, 2006).
Auch Beobachtungen von Packard und White zeigten die Bedeutung der dopaminergen
Verstarkung von Lernprozessen, indem Sie die wichtige Funktion von dopaminergen
Rezeptoren bei der Gedichtnisverstirkung bei Lernvorgdngen verdeutlichten (Packard and
White, 1989).

Fiir die Untersuchung der Verstarkung von LTP und LTD in der hippokampalen CA1 Region
durch Aktivierung bestimmter Hirnstrukturen waren vorangegangene FErkenntnisse zu
Eingéngen moglicher plastizititsrelevanter Gehirnareale in die hippokampale CA1 Region
notwendig. Ein potentielles Gebiet ist dabei das ventrale tegmentale Areal (VTA), welches
aus einer heterogenen Gruppe dopaminerger Zellen besteht und einen Hauptbestandteil des
mesolimbischen dopaminergen Systems bildet, wobei diese dopaminergen Verbindungen auf
den D1/D5-Rezeptoren in der hippokampalen CA1 Region enden (Cooper, 1991; Parfitt KD
et al., 1992). In weiteren Studien, welche auf der Basis der ,retrograden fluoreszent tracer*
Technik beruhten, konnten Projektionen der dopaminergen Fasern von der VTA zur CAl
Region festgestellt werden (Verney et al., 1985) und zum anderen wurden Verbindungen von
der VTA zum Hilus sowie zur CA1 — Subiculum Region festgestellt (Scatton et al., 1980;
Verney et al, 1985). Untersuchungen, die auf einer Kombination von verschiedenen
Techniken, wie retrograde Markierung, retrograde Fluoro-Gold Tracer und Immunfarbungen
beruhen verdeutlichten, dass die temporale hippokampale Formation, hauptsidchlich das
Subiculum mit angrenzender CAl, die hauptdopaminergen Afferenzen von der VTA
empfangen. Die septale hippokampale Formation, teilweise mit CAl, erhdlt hingegen ihre
dopaminergen Einginge von Neuronen der ventralen Hilfte sowie von den oberen und

unteren Randgebieten der VTA (Gasbarri et al., 1994). Mit einem Anteil von 85% bilden
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innerhalb der VTA die dopaminergen Neurone den grofften Anteil der in dieser Region
lokalisierten Zellen (Swanson, 1982). Diese Erkenntnisse zu den Verbindungswegen der
afferenten Fasern der VTA zum Hippokampus und im Speziellen zur CA1 verdeutlichen das
starke Interesse an dieser Region, als wichtiges Areal zur Beteiligung am Lernen und der
Gedéchtnisbildung durch Modulation der synaptischen Effizienz. Neben dieser strukturellen
Verstarkung von plastizititsrelevanten Prozessen durch Stimulation von modulatorischen
Arealen, erfolgt ebenfalls eine Verstirkung durch bestimmte Verhaltensabldufe bei Tieren
und Menschen. So konnte in einer Verhaltensstudie gezeigt werden, dass eine early-LTP in
eine late-LTP im DG verstarkt wurde, wenn diese frithe Phase der LTP mit einem Holeboard
Training (Ratten) in einem spezifischen Zeitfenster innerhalb der Lernphase kombiniert wird
(Korz und Frey, 2004; Uzakov et al., 2005). Auch Studien von Seidenbecher et al.
verdeutlichten, dass eine early-LTP im Gyrus dentatus im Verhaltensexperiment durch
appetitive oder aversive Stimuli, wie einer Wassergabe nach vorheriger Wasserdeprivation
bzw. der Applikation leichter FuBBschocks, verldngert werden kann, wenn diese zusétzlichen
verhaltensbedingten Stimuli widhrend der ersten 30 min nach LTP-Induktion erfolgen
(Seidenbecher et al., 1997). Weitere Arbeiten von Moncada und Viola konnten ebenfalls
einen verstirkenden Einfluss auf das Kurzzeitgedichtnis durch verhaltensrelevante Vorginge
feststellen (Moncada und Viola, 2007). So konnte eine durch ein schwaches inhibitorisches
Vermeidungstraining hervorgerufene Kurzzeitspeicherung in eine Langzeitspeicherung
verstarkt werden, wenn dieses Training mit der Erkundung einen neuen Umgebung
kombiniert wird. Der verstirkende Effekt ist von der dopaminergen Aktivierung der D1/D5-
Rezeptoren und von Proteinsynthese im dorsalen Hippokampus abhéngig. Diese Studie von
Moncada und Viola zeigt das Vorhandensein eines verhaltensbedingten Tagging Prozesses, in
welchem die Erkundung einer neuen Umgebung und die dadurch synthetisierten Proteine zur

Verstarkung der inhibitorischen Vermeidungsgedéchtnisspur fithren.
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1.8. Zielstellung

Die Prozesse des Lernens und der Gedichtnisbildung bei Sdugetieren unterliegen komplexen
Mechanismen. Zur Kldrung der grundlegenden Mechanismen sind in vitro Untersuchungen
von entscheidender Bedeutung. Ein wesentlicher Nachteil ist jedoch deren Isolation von
anderen Hirnstrukturen, die assoziativ auf den Hippokampus wirken. Somit ist zur Kldrung
neuronaler Prozesse und fiir die Untersuchung der Verschaltungen, der miteinander in
Verbindung stehender neuronalen Areale sowie deren gegenseitige Beeinflussung und die
Betrachtung der Vorginge im normalen, physiologisch intakten Sadugetierorganismus von
essentieller Bedeutung. So wurde in vielen Studien die Beeinflussbarkeit der grundlegenden
hippokampalen Prozesse, wie LTP und LTD durch Stimulation modulatorischer Hirnareale,
vorzugsweise im DG der hippokampalen Region nachgewiesen. Dabei spielten
unterschiedliche Neurotransmittersysteme eine wesentliche Rolle. Anhand von in vitro
Untersuchungen und in vivo Verhaltensstudien konnte die Wichtigkeit des dopaminergen
Systems fiir Lern- und Gedéchtnisprozesse festgestellt werden. Besonders bei in vitro
Untersuchungen wurde eine entscheidende Bedeutung der Aktivierung der DI1/D5-
Rezeptoren, damit der Modulation von LTP/LTD sowie der Initialisierung einer Potenzierung
nachgewiesen. In dieser hier vorgelegten Arbeit sollte diese mogliche dopaminerge
Modifikation im Bezug auf den Zeitverlauf / Verstirkung der LTP, LTD und auf normale
Teststimulationen (biphasische, stromkonstante Impulse; 0.1 ms pro Halbwelle) anhand der
Registrierung des fEPSP und des PS in der hippokampalen CA1 geklirt werden. Zu dieser
Untersuchung sollte die Methode der Doppelableitung mafigeblich beitragen und deren
Anwendung in der CAl an frei beweglichen Ratten letztendlich etabliert werden. Die
Methode der Doppelableitung, welche bereits im DG an frei beweglichen Ratten zur
simultanen Registrierung von fEPSP und PS am Ort Threr Generierung in ein und demselben
Tier als Antwort auf das jeweilige Stimulationsparadigma etabliert wurde (Frey und Frey,
2009), soll auch einen wichtigen methodischen Bestandteil in dieser Promotionsarbeit
darstellen, um die Registrierung des fEPSP im Stratum radiatum und des PS im Stratum
pyramidale der CA1 Region ebenfalls am Ort ihrer Generierung in ein und demselben Tier als
Antwort auf das jeweilige Stimulationsparadigma zu ermoglichen.

Als Kernpunkt dieser Arbeit sollte festgestellt werden, ob und in welchem Umfang eine
elektrische hochfrequente Stimulation der VTA (VTAhfs) eine Modulation von fEPSP und PS
in der CA1 hervorrufen kann. Dabei lagen die folgenden spezifischen Fragestellungen dem

experimentellen Teil dieser Arbeit zugrunde:
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b)

b)

b)

Stabilitat

Ist es moglich mit der Methode der Doppelableitung eine stabile Registrierung von
fEPSP und PS durch elektrische Stimulation der cCA3 iiber einen Zeitraum von 24 h

zu erreichen?

Early-LTP / elektrische hochfrequente Stimulation der VTA nach Induktion
einer transienten LTP (early-LTP-VTAhfs)

Ist die Induktion einer early-LTP fiir fEPSP und PS in der CAl Region durch
elektrische Stimulation der cCA3 moglich und welchen Einfluss hat die VTAhfs der
ipsilateralen VTA zu einem spezifischen Zeitpunkt nach LTP Induktion auf deren

Zeitverlauf?

Welches Neurotransmittersystem liegt einer solchen Modifikation zugrunde und

besteht dabei eine Proteinsyntheseabhiangigkeit?

Elektrische hochfrequente Stimulation der VTA bei Teststimulationen der cCA3
(Test-VTANhfs)

Besteht eine Beeinflussung der neuronalen Basalaktivitdt von fEPSP und PS in der

hippokampalen CA1 Region durch eine VTAhfs?

Welches Neurotransmittersystem liegt einer solchen Modifikation zugrunde?

Early-LTD / elektrische hochfrequente Stimulation der VTA nach Induktion
einer transienten LTD (early-LTD-VTAhfs) und vor Induktion einer transienten
LTD

Mit welchem Aufbau eines Stimulationsprotokolls ist es moglich eine LTD durch
elektrische Stimulation der cCA3 fiir das fEPSP in der CAl zu induzieren und
welchen Einfluss hat die VTAhfs zu einem spezifischen Zeitpunkt nach und vor LTD

Induktion auf deren Zeitverlauf?

Welches Neurotransmittersystem liegt einer solchen Modifikation zugrunde?

35



2. Material und Methoden

2.1. VVersuchstiere

Alle Experimente wurden an mannlichen Wistar Ratten (Stamm: Schonwalde) durchgefiihrt,
welche zum Zeitpunkt der Préparation ein Alter von 7 Wochen hatten und deren Gewicht zu
diesem Zeitpunkt zwischen 270 und 320 g lag. Die Tiere wurden unter kontrollierten
Laborbedingungen einzeln in transparenten Plastikboxen mit freiem Zugang zu Futter und
Wasser gehalten. Die Raumtemperatur lag dabei um 20°C und die relative Luftfeuchtigkeit
betrug 55-60%. Weiterhin wurde darauf geachtet, dass ein Tag-/Nachtzyklus von jeweils 12
Stunden eingehalten wurde (Lichtperiode zwischen 6 und 18 Uhr und Dunkelperiode
zwischen 18 und 6 Uhr). Die Genehmigung zur Durchfiihrung dieser Tierversuche wurde von

der Landesbehorde des Bundeslandes Sachsen-Anhalt erteilt.

2.2. Praparation und Elektrodenimplantation

Wihrend der Priparation befanden sich die Versuchstiere in tiefer Narkose mit Pentobarbital
(40 mg/kg, i.p.). Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde das Tier zu variablen
Zeitabstinden ebenfalls mit Pentobarbital nachnarkotisiert.

Fiir die Durchfiihrung der Prédparation befand sich das Versuchstier in einer stereotaktischen
Apparatur (TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland). Dabei wurde das Versuchstier {iber
Ohrenstifte fixiert und die Schneidezihne in einen Gebisshalter eingehakt. Weiterhin wurden
dem Versuchstier auf der Kopfoberseite die Fellhaare entfernt und die Haut iiber dem
Schiadeldach lidngs der Sagitallinie auf einer Ldnge zwischen Ohren und Augenpaar
durchtrennt und seitlich verdréngt. Fiir die Entfettung und Entfernung, der sich auf dem
Schédeldach befindenden Kopfhaut, wurde 96%iger Ethanol aufgebracht und die dadurch
pergamentartige Knochenhaut konnte leichter entfernt werden. Ebenfalls wurde die
Schadeloberfiache mit 3%igem Wasserstoffperoxid desinfiziert und gereinigt. Mit Hilfe eines
Gewebeklebers (Histoacryl, B|Braun-Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) wurden die
Wundrinder versiegelt. Im Folgenden wurde der Abstand zwischen Bregma und Lambda auf
der Schideloberfliche ermittelt und die Lage des Kopfes des Versuchstieres bei Bedarf so

korrigiert, dass Bregma und Lambda in derselben horizontalen Ebene lagen. Die Koordinaten
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fiir das Einbringen der Reizelektroden, Ableitelektrode, Kaniile und der Referenz- /
Erdungselektroden  (Minischrauben mit  Silberdraht) konnten mit Hilfe eines
Mikromanipulators auf der Schéddeloberfliche markiert werden (Abb. 8). Die Wahl der
Koordinaten fiir die anvisierten Gehirnareale erfolgte unter Zuhilfenahme des stereotaktischen
Atlas von Paxinos und Watson (1982). An den gesetzten Markierungen wurden kleine
Bohrungen im Schédeldach durchgefiihrt, die Referenz- / Erdungselektroden eingedreht und
epidural platziert, die intracerebroventriculdre Kaniile (i.c.v.-Kaniile) an den festgelegten
Koordinaten (anterior-posterior (AP): -0,8 mm; medio-lateral (ML): 1,5 mm; Abb. 9) bis in
die Tiefe des Ventrikels eingefiihrt und mit Zahnzement (Paladur, Heraus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Deutschland) befestigt. Fiir die Positionierung der Reizelektroden und
Ableitelektrode liber den Bohrldchern wurden die zuvor gesetzten AP Markierungen auf der
Mittellinie des Schidels zwischen Bregma und Lambda genutzt. Nach der Registrierung der
Duraoberfliche wurde diese angeritzt, um das Einbringen der Elektroden zu erleichtern und

das Gewebe nicht unnétig in die Tiefe zu driicken.

290 g Male Wistar

Abb. 8. Schédeloberfldache einer miannlichen Wistar-Ratte mit den eingezeichneten Positionen
fiir (A) die Referenz- / Erdungselektroden, (B) der i.c.v-Kaniile, (C) der Stimulationselektrode
(cCA3), (D) der ,,.Doppel‘“-ableitelektrode (CA1, rechte Hemisphére) und (E) der ipsilateralen
VTA-Stimulationselektrode. Die Koordinaten wurden dem stereotaktischen Atlas von Paxinos

und Watson (1982) entnommen.
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Fiir den spiteren Versuchsablauf waren die Implantationen folgender Elektroden notwendig:
einer ,,Doppel“-ableitelektrode in der CAl Region des rechten Hippokampus, einer
Reizelektrode in der cCA3 des Hippokampus und einer weiteren Reizelektrode in der
ipsilateralen VTA.

Eine methodische Besonderheit stellt die ,,Doppel“-ableitelektrode dar. Sie besteht aus zwei
direkt aneinander liegenden Edelstahldrdhten, welche eine Lackisolierung besitzen und deren
Einzeldrahtdurchmesser 125 pm betrigt. Diese ,,Doppel“-ableitelektroden wurden mit einem
vom Institut selbst hergestellten Spanngerdt gezogen. Durch diese Methode verlieren die
Drihte ihre Weichheit und erhalten so eine groBere Stabilitét, die fiir die Implantation dieser
Elektroden eine Voraussetzung darstellt. Die beiden Einzeldrdhte wurden mit einem kleinen
Stiick Pappe fixiert und mit Kleber daran befestigt. Um die spezielle Funktion dieser
,Doppel“-ableitelektrode zur Registrierung der beiden Feldpotentiale, des exzitatorischen
postsynaptischen  Feldpotentials ~ (fEPSP) im  Stratum  radiatum und  des
Summenaktionspotentials (PS, engl. population spike) im Stratum pyramidale zu
ermdglichen, mussten die beiden Einzeldrihte eine unterschiedliche Linge besitzen. Dazu
wurde ein Draht vor Préparationsbeginn mit einer speziellen Schere und unter
Mikroskopkontrolle abgeschnitten, so dass dieser am Ende zwischen 260 pm und 280 um
kiirzer war, als der andere von den beiden Drihten. Der ldngere der beiden Drihte diente fiir
die Registrierung des fEPSP im Stratum radiatum und der kiirzere Draht zur Registrierung des
PS im Stratum pyramidale.

Diese ,,Doppel‘“-ableitelektrode wurde an den folgenden Koordinaten: AP: -4,0 mm; ML: 2,3
mm; dorso-ventral (DV): 2,0 mm bis 2,6 mm gemessen von der Oberfliche der Dura,
implantiert (Abb. 9). Wobei die korrekte Tiefenposition dieser Elektrode mittels visueller
Kontrolle der evozierten Potentiale iiber einen Monitor erfolgte.

Die Implantation der beiden bipolaren Reizelektroden erfolgte zum einen in der cCA3
(Koordinaten: AP: -2,1 mm; ML: -1,4 mm; DV: 2,6 mm bis 3,3 mm gemessen von der
Oberfliche der Dura; Einzelstahldrahtdurchmesser: 125 pm) und zum anderen in der
ipsilateralen VTA (Koordinaten: AP: -5,3 mm; ML: 2,3 mm, DV: 8,1 mm gemessen von der
Oberfliche der Dura) (Abb. 9). Diese bipolare VTA Reizelektrode bestand aus 2
Wolframdrdhten mit Teflonbeschichtung, um eine noch groBere Stabilitit bei
Gehirntiefenimplantationen zu erreichen und wurde in einem Winkel von 10° zur Mittellinie

implantiert.
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(A) (B) ©)

Stimulationselektrode - “Doppel”-ableitelektrode - Stimulationselektrode —
kontralaterale CA3 CA1 - rechte Hemisphire ipsilaterales ventrales
(cCA3) tegmentales Areal (VTA)

D)

i.c.v.-Kaniile

Abb. 9. Schematische Darstellung von
Frontalschnitten des Rattengehirns nach
dem stereotaktischen Atlas von Paxinos
und Watson (1982). (A) und (C) zeigen
die Positionen der Stimulationselektroden,
(C) die Position der ,Doppel“-
ableitelektrode und (D) die Position der

1.c.v.-Kaniile.

Alle implantierten Elektroden waren mit einer Lackisolierung versehen und nur die untere
Querschnittsfliche der Elektroden war unisoliert, um den Kontakt zum jeweiligen Gewebe
herstellen zu konnen. Alle zu implantierenden Elektroden wurden an den Halterungen der
Mikromanipulatoren befestigt, senkrecht ausgerichtet und konnten somit exakt platziert
werden und iiber einen Feintrieb in die jeweilige Tiefenposition gebracht werden, welche im

Laufe der Priparation, anhand der abgeleiteten Feldpotentiale, festgestellt wurde. Die VTA
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Reizelektrode wurde sehr langsam, gleich zu Beginn als erste Elektrode in die anvisierte
Tiefenposition gebracht und mit Zahnzement direkt fixiert. Die Drdhte der
Stimulationselektroden wurden jeweils mit kleinen Plastiksockeln verbunden, die spéter die
Kontaktstellen fiir die Verbindung zur elektrischen Versuchsapparatur bildeten.

Die beiden Drihte der ,,Doppel“-ableitelektrode wurden jeweils ebenfalls mit einem kleinen
Plastiksockel verbunden, wobei iiber diesen jeweiligen Plastiksockel zusétzlich eine
Verbindung zu je zwei Referenz- / Erdungselektroden bestand. Dadurch entstanden zwei
weitere Kontaktstellen fiir die Verbindung mit der elektrischen Versuchsapparatur, eine zur
Registrierung des fEPSP und die andere fiir den PS. Ein Beispiel fiir eine solche Registrierung
ist anhand eines Tiefenprofils in Abbildung 10 dargestellt.

Abb. 10 Schematische Darstellung
eines pyramidalen CA1l Neurons

mit zugehorigen Feldpotentialen in

Abhingigkeit von der Tiefe der
—A/\/\\——‘ ., Registrierung (Tiefenprofil). (A)

zeigt einen PS aufgenommen in

der Pyramidenzellschicht der CAl

|

Region. Beim weiteren Vortrieb
der Elektrode éndert sich die Form
des aufgenommenen Potentials und

J (8) in der Schicht der apikalen
> Dendriten wechselt die
Potentialform in die typische
Charakteristik (B) des fEPSP.

s.Im. Kalibrierung: 2mV/10ms.
(B) (Abkiirzungsverzeichnis: S.0.
Stratum  oriens; s.p. Stratum
pyramidale; s.r. Stratum radiatum;
s.Im. Stratum lacunosum

|— moleculare.)
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Nach Fertigstellung aller Implantationen, der Reizelektroden und der ,,Doppel“-
ableitelektrode wurde ein Gesamtsockel aus Zahnzement gebildet, die Wundrander der Ratte
mit einem medizinischen Heilpuder (Riemser Arzneimittel AG, Greifswald, Deutschland)

versorgt, das Tier zuriick in einen Einzelkifig gesetzt, sowie mit Futter und Wasser versorgt.

2.3. Experimentalablauf und Stimulationsprotokolle

Nach einem Zeitraum von mindestens 10 Tagen nach der Praparation wurden die Tiere fiir die
anstehenden Versuche auf die Ableitbarkeit von fEPSP und PS iiberpriift. Dafiir wurden die
Tiere vor Beginn der elektrophysiologischen Experimente in spezielle Stimulations-,
Ableitboxen gesetzt (Hohe: 40 cm x Breite: 40 cm x Tiefe: 40 cm.), in welchen die
Versuchstiere sich frei bewegen konnten, freier Zugang zu Futter sowie Wasser bestand und

diese Tiere iliber ein flexibles Kabel mit einem 10 Kanal Swivel mit der elektrischen

Versuchsapparatur verbunden waren (Abb. 11).

Abb. 11. Stimulations-, Ableitboxen mit einem Versuchstier, wobei die Verbindung des

Versuchtieres mit dem Swivel und der freie Zugang zu Futter und Wasser dargestellt sind.
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Am ersten Versuchstag wurden die Tiere, bei denen die Registrierung von fEPSP und PS oder
nur fEPSP moglich war, in die Stimulations-, Ableitboxen zunéchst fiir mindestens 4 Stunden
zur Habituation in der neuen Umgebung gesetzt, um mogliche versuchsbeeinflussende
Erkundungen des neuen Areals zu vermeiden. Im Folgenden wurden die Tiere iiber ein
flexibles Kabel mit einem 10 Kanal Swivel verbunden, wobei dieser in Kontakt mit der
technischen Versuchsapparatur stand. Uber diese Verbindung konnten die vom PC
stammenden digitalen Stimulusinformationen iiber den Digital/Analog-Wandler (CED 1401°;
Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) in analoge transformiert werden und iiber die
direkte Verbindung zu einem Stimulusgenerator (,,isolated pulse stimulator®, Model 2100, A-
M Systems, Carslborg, USA) zur Applikation liber den Swivel fiir das Versuchstier generiert
werden. Dieser eingesetzte Stimulator war vom normalen Stromnetz isoliert, um die exakte
Weitergabe der festgelegten Stimulationsintensititen an das Tier zu ermdglichen und das
Risiko von auftretenden Spannungsspitzen und damit deren Ubertragung auf das Tier zu
verhindern.

Um die analogen Signale (fEPSP und PS) von der Registrierung in der spezifischen Region
des Rattenhirns letztendlich auf dem PC darstellbar zu machen, bestand eine Verbindung von
den Steckkontakten (Verbindung zur ,,Doppel“-ableitelektrode) auf dem Schidel des
Rattenhirns tiber ein flexibles Kabel, einem Swivel und einem Verstirker (differential AC
amplifier, model 1700, A-M System, Carslborg, USA), welcher die elektrophysiologischen
Antworten fiir die Weiterverarbeitung verstiarkte, zu einem Analog/Digital-Wandler (CED
14017; Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK), welcher die abgeleiteten, analogen,
neuronalen Signale in digitale transformierte und letztendlich zu einem PC. Auf diesem PC
konnen die Signale iiber eine speziellen Software (PWIN, Institut fiir Neurobiologie,
Magdeburg, Deutschland) weiterverarbeitet, dargestellt und letztendlich gespeichert werden.
Um zusitzlich eine EEG Kontrolle zu ermoglichen bestand vom Verstérker aus eine weitere
Verbindung zu einem Oszilloskop (HM 507, HAMAG Instruments, Mainhausen
Deutschland).

Am ersten Versuchstag erfolgte nach Habituation die Input/Output (I/O) Registrierung. Diese
war zur Ermittlung der maximalen exzitatorischen, neuronalen Antwort auf die dargebotenen
Reizstirken notwendig, um eine genaue Kalkulation fiir die im eigentlichen Versuchsablauf
notwendigen Stimulationsintensititen zu ermdglichen, die eine spezifische prozentuelle
Stirke des Antwortsignals repréisentieren. Fiir die Aufnahme der I/O-Kurven wurde die cCA3
Region des Hippokampus der Versuchstiere mit biphasischen stromkonstanten Impulsen

stimuliert (0,1 ms pro Halbwelle), wobei Stimulationsintensititen zwischen 50 und 600 pA
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genutzt wurden (Abb. 12). Dabei unterlag die Stimulation und Ableitung der oben

beschriebenen technischen Abfolge.
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Abb. 12. (A) Darstellung der Analogbeispiele von I/O Aufnahmen des fEPSP im Stratum
radiatum und des PS im Stratum pyramidale in der CA1 Region des Hippokampus bei
Stimulation der cCA3 mit steigenden Stimulationsintensititen: 50, 100, 150, 200, 300, 400
und 600 pA, Kalibrierung: 2mV/10ms. (B) Zugehorige 1/0O-Kurven fiir fEPSP und PS am
Beispiel eines Einzeltieres. Dabei sind zusétzlich die maximal registrierten Werte fiir den
fEPSP-slope und den PS markiert, sowie die davon kalkulierten prozentualen Werte fiir die
Stimulationsintensitit fiir den Versuchseinsatz gekennzeichnet.

«—

Bei jeder Stimulationsintensitit wurden 3 Stimulationen bei einer Frequenz von 0,05 Hz
durchgefiihrt, wobei die dabei aufgezeichneten Potentiale (fEPSP, PS) unter Verwendung der
PWIN Software gemittelt wurden. Zwischen den Stimulationenserien bei den
unterschiedlichen Stimulationsintensititen lag jeweils ein Zeitraum von 5 min. Aus der I/O
Ermittlung wurden zum einen der 25%-Wert der Amplitude des Populationsspikes (PSA) und
zum anderen der 60%-Wert des Anstieges (Slope) des fEPSPs ermittelt, sowie die
entsprechenden Stimulationsintensitdten bestimmt. Bei der Messung der ,,Slope function® des
fEPSP wurde der steilste Anstieg wihrend der ersten negativen Auslenkung ermittelt, wobei
zur Berechnung noch jeweils zwei weitere Punkte oberhalb und unterhalb des maximalen
Anstieges mit einbezogen wurden (Abb. 13A). Um die Amplitude des Populationsspikes zu
erfassen, wurde die Amplitude vom Peak der ersten, hier markierten, positiven Auslenkung

zum Peak der darauf folgenden negativen Auslenkung ermittelt (Abb. 13B).

A fEPSP ®  ps
©)

L |@ ,,J

lo) ) .

fEPSP-slope: mV/ms Amplitude des PS: mV
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Abb. 13. Darstellung des (A) fEPSP, registriert im Stratum radiatum und des (B) PS,
registriert im Stratum pyramidale, sowie die Bestimmung des (A) fEPSP-slope berechnet im
Bereich der beiden dargestellten Marker (a) und (b) sowie der (B) PSA, berechnet zwischen
den beiden dargestellten Markern (c¢) und (d). Genauere Erlduterungen konnen dem obigen
Text entnommen werden. Kalibrierung: 2mV/10ms.

«—

Am zweiten Experimentaltag wurden zuerst die Elektrodenkontakte auf dem Kopf des
Versuchstieres mit der Versuchsapparatur liber das flexible Kabel / Swivel verbunden und bei
den Experimenten mit den pharmakologischen Versuchsgruppen wurden ebenfalls zusétzlich
Injektoren in die i.c.v.-Kaniilen eingebracht. Nach einer Wartezeit von etwa 30 min wurden
die Werte flir den Slope des fEPSPs (60% vom Maximalwert) und der PSA (25% vom
Maximalwert) mittels Teststimulation (biphasische, stromkonstante Impulse; 0.1 ms pro
Halbwelle) registriert und mit den am Vortag ermittelten Werten bei der I/O Bestimmung
verglichen, sowie mdogliche kleine Abweichungen in der Stimulationsintensitit korrigiert.
Nach weiteren etwa 30 min wurde mittels jeweils 4 Teststimulation (biphasische,
stromkonstante Impulse mit einer Frequenz von 0,05 Hz; 0.1 ms pro Halbwelle) der cCA3 mit
den Baselineaufnahmen begonnen. Dabei erfolgte im Wechsel mit einer Pause von jeweils 5
min die elektrische Stimulation der cCA3 zum einen mit der Stimulationsintensitét fiir 25%
von der Maximalamplitude des PSs und zum anderen mit der Stimulationsintensitit fiir 60%
vom Maximalwert des fEPSP-slopes. Nach der Aufzeichnung einer stabilen Baseline von 60
min wurde mit dem jeweiligen spezifischen Stimulationsprotokoll und einer eventuellen
pharmakologischen Applikation fortgefahren. An diesem Hauptversuchstag (2.Tag) erfolgten,
nach Registrierung einer stabilen Baseline, die Aufnahmen der elektrophysiologischen
Antworten von fEPSP und PS fiir die Dauer von 8 h, wobei dabei jeweils die cCA3 im 10
miniitigen Wechsel zum einen mit der Stimulationsintensitit fiir 25% von der
Maximalamplitude des PS und zum anderen mit der Stimulationsintensitdt fiir 60% vom
maximal registrierten slope des fEPSP stimuliert wurde.

Am darauf folgenden dritten Versuchstag erfolgten die 24 h Aufnahmen der
elektrophysiologischen Antworten von fEPSP und PS iiber einen Zeitraum von einer Stunde.
Fiir die Registrierung des fEPSP und des PS widhrend der Baseline, den 8 h und 24 h
Aufnahmen wurden bei jeder Stimulationsserie jeweils 4 Antwortsignale aufgezeichnet, diese

iber die PWIN Software gemittelt und auf dem Laborcomputer gespeichert.
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Stabilitatskontrolle

Fir die Stabilititskontrolle des fEPSP und PS in der CAl Region wurden die
elektrophysiologischen Antworten bei Teststimulation (biphasische, stromkonstante Impulse;
0.1 ms pro Halbwelle) der cCA3 iiber einen Zeitraum von 24 Stunden aufgezeichnet (Abb.
14).

™
3
m

1.Tag 3. Tag
— | —

1/0 Kurve 1 h Baseline 8 h Aufnahmen 24 h Aunahmen

Abb. 14. Stimulationsprotokoll fiir die 24 h Stabilitdtskontrollen. Die Stimulation erfolgte
mittel Teststimulationen der cCA3 mit der jeweiligen Stimulationsintensitdt von 25% der

Maximalamplitude des PS und von 60% des maximalen slopes des fEPSP.

Early-LTP und elektrische hochfrequente Stimulation der VTA (early-LTP-VTAhfs)

Fiir die Induktion einer early-LTP fiir das fEPSP und den PS in der CA1 Region erfolgte die
Stimulation der cCA3 mit einem schwachen Tetanisierungsprotokoll (primed burst (PB)), ein
einzelner Initialimpuls gefolgt von einer Reizfolge von 10 Impulsen priasentiert 190 ms spéter
bei einer Frequenz von 100 Hz bei einer Impulsdauer von 0,1 ms pro Halbwelle (Abb. 15A).
Fiir diese Tetanisierung wurde als Stimulationsintensitit immer der 25%-Wert der maximalen
PSA verwendet. Zur Untersuchung des Einflusses der elektrischen Aktivierung der VTA auf
die evozierten Potentiale in der CAl Region wurde die ipsilaterale VTA 15 min nach
Induzierung einer early-LTP (PB-Stimulation) hochfrequent stimuliert (3 Serien von 15
Impulsen bei einer Frequenz von 200 Hz, 300 pA Stimulationsintensitit) (Abb. 15B). Fiir
diese Teilversuchsreihe erfolgten ebenfalls pharmakologische Untersuchungen mit einem
D1/D5-Rezeptorantagonisten (SCH23390), einem Proteinsyntheseblocker (Anisomycin oder
Emetin) (Abb. 15C).
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Abb. 15. Induktion einer early-LTP und Einfluss der VTAhfs auf den Zeitverlauf dieser
induzierten early-LTP in der CA1 Region fiir fEPSP und PS. (A) 24 h Experimentalprotokoll
mit Induktion einer early-LTP fiir fEPSP und PS durch PB-Stimulation der cCA3 mit
Darstellung dieses Stimulationsprotokolls anhand des Beispiels des PS. (B) 24 h
Experimentalprotokoll mit VTAhfs 15 min nach Induktion einer early-LTP. (C) 24 h
Experimentalprotokoll zur pharmakologischen Untersuchung. Induktion einer early-LTP und
Applikation des DI1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390, des Proteinsyntheseblockers

Anisomycin oder Emetin 10 min vor VTAhfs.

Elektrische hochfrequente Stimulation der VTA auf Teststimulationen (Test-VTAhfs)

Fiir eine weitere Teilversuchsreihe wurde der Einfluss der Aktivierung der VTA auf

Teststimulationen der cCA3 und damit auf die evozierten Potentiale in der CA1 Region
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untersucht. Dafiir erfolgte die VTAhfs 5 min nach der letzten Baselineaufnahme (Abb. 16A).
Um das Zusammenspiel von glutamaterger und dopaminerger Rezeptoraktivierung zu
untersuchen, erfolgte nach der VTAhfs eine Pause von 3 Stunden, in welcher keine
Teststimulationen durchgefithrt wurden und demzufolge keine glutamaterge NMDA-
Rezeptoraktivierung durch Stimulation der cCA3 stattfand (Abb. 16B). Bei dieser
Teilversuchsreihe erfolgten ebenfalls pharmakologische Untersuchungen mit einem D1/D5-
Rezeptorantagonisten (SCH23390), mit einem NMDA-Rezeptorblocker (AP5) und einer
Kontrollapplikation (NaCl) (Abb. 16C).

(A)
1. Tag 2. Tag 3.Tag
VTAhfs
I I l | I I
I |
1/0 Kurve  1h Baseline 8 h Aufnahmen 24 h Aufnahmen
(B)
VTAhfs
I I | l | I I
| I |
1/0 Kurve 1h Baseline 3 h Pause 5 h Aufnahmen 24 h Aufnahmen
©)
Applikation (i.c.v.) von SCH23390, AP5 oder NaCl
VTAhfs
1/0 Kurve 1 h Baseline 8 h Aufnahmen 24 h Aufnahmen

Abb. 16. Einfluss der VT Ahfs auf den 24 h Zeitverlauf bei Teststimulation in der CA1 Region
fiir fEPSP und PS. (A) 24 h Experimentalprotokoll mit Teststimulationen der cCA3 Region
und VTAhfs nach Aufnahme einer stabilen Baseline. (B) 24 h Experimentalprotokoll mit
Teststimulationen der cCA3 Region und VTAhfs nach Aufnahme einer stabilen Baseline,
wobei die Teststimulationen nach VTAhfs fiir 3 h gestoppt wurden. (C) 24 h
Experimentalprotokoll zur pharmakologischen Untersuchung mit Applikation des D1/D5-
Rezeptorantagonisten SCH23390, APS oder NaCl jeweils 10 min vor VT Ahfs.
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Early-LTD und VTAhfs (early-LTD-VTAhfs)

Bei einer weiteren Teilversuchsreihe zur Untersuchung von plastizitétsrelevanten Prozessen in
der hippokampalen CA1 Region erfolgten Experimente, um Langzeitdepressionsprozesse zu
charakterisieren. Fiir diese Untersuchungen wurde jedoch nur der Einfluss auf das fEPSP
untersucht. Der Grund fiir diese Beschrinkung auf das fEPSP in dieser Versuchsgruppe lag
darin, dass nach einem Zeitraum von mindestens 10 Tagen nach der Implantation der
,Doppel“-ableitelektrode es nicht immer moglich war neben dem fEPSP, auch den PS
abzuleiten. In diesen Fillen wurden die Tiere in dieser Versuchsgruppe eingesetzt. Fiir die
Induktion einer early-LTD fiir das fEPSP in der CA1 Region erfolgte die Stimulation der
cCA3 mit 3000 Impulsen bei 10 Hz (LFS), einer Impulsdauer von 0,1 ms pro Halbwelle und
einer Stimulationsintensitit, die dem Erreichen des 60%-Wertes der maximalen ,slope
function* entsprach (Abb. 17A). Im Folgenden wird die Stimulation mit 3000 Impulsen bei
einer Frequenz von 10 Hz immer als LFS bezeichnet. Um den Einfluss der Aktivierung der
VTA auf den Verlauf einer early-LTD zu untersuchen, wurde die VTA zum einen 15 min
nach Induktion einer LTD (LFS-Protokoll) hochfrequent stimuliert, wie bei den LTP
Experimenten (Abb. 17B) und in einem anderen Versuchsablauf 15 min zuvor (Abb. 17C).
Die pharmakologischen Untersuchungen erfolgten mit einem D1/D5-Rezeptorantagonisten
(SCH23390) und einer Kontrollapplikation (NaCl), wobei die Applikationen jeweils 10 min
vor VTAfs intracerebroventriculdr erfolgten (Abb. 17D).
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|_| | \ | |_|
| | |
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Abb. 17. Induktion einer early-LTD und Einfluss der VTAhfs auf den Zeitverlauf dieser
early-LTD in der CA1 Region fiir fEPSP. (A) 24 h Experimentalprotokoll zur Induktion einer
early-LTD durch LFS der cCA3. (B) 24 h Experimentalprotokoll zur VTAhfs 15 min nach
Stimulation der cCA3 mit dem LFS-Protokoll. (C) 24 h Experimentalprotokoll zur VT Ahfs
15 min vor Stimulation der cCA3 mit dem LFS-Protokoll. (D) 24 h Experimentalprotokoll zur
pharmakologischen Untersuchung mit Applikation des D1/D5-Rezeptorantagonisten
SCH23390 oder NaCl 10 min vor VTAhfs.

Pharmakologie

Fir die pharmakologischen Untersuchungen innerhalb der einzelnen Versuchskomplexe
erfolgten generell intracerebroventriculdre Applikationen mit einem Gesamtvolumen von 5 pl
iber einen Zeitraum von 2 min, dies beinhaltete die wirksame Substanz mit dem
entsprechenden Losungsmittel. Dabei kamen fiir die einzelnen Versuchskomplexe folgende
pharmakologische Substanzen mit den angegebenen spezifischen Konzentrationen zum

FEinsatz:

early-LTP-VTAhfs

- D1/D5-Rezeptorantagonist SCH23390 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland;

Konzentration: 3,08 nmol, geldst in 0,9 %iger physiologischer Kochsalzlosung)
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- Proteinsyntheseblocker Anisomycin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland;
Konzentration: 0,905 pmol, geldst in einer gepufferten Losung aus 0,9 %iger
physiologischer Kochsalzlosung, I N HCL und 1 N NaOH)

- Proteinsyntheseblocker Emetin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland;

Konzentration: 0,5 pmol, gelost in 0,9 %iger physiologischer Kochsalzlosung)

Test-VTAhfs

- D1/D5-Rezeptorantagonist SCH23390 (Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland;
Konzentration: 3,08 nmol, gelost in 0,9 %iger physiologischer Kochsalzlosung)

- NMDA-Rezeptorblocker AP5 (Tocris, Bristol, UK; Konzentration: 100 nmol, gelost
in 0,9%iger physiologischer Kochsalzlosung)

- 0,9 %ige physiologischer Kochsalzlosung (pharmakologische Kontrollgruppe)

early-LTD-VTANhfs

- D1/D5-Rezeptorantagonist SCH23390 (Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland;
Konzentration: 3,08 nmol, gelost in 0,9 %iger physiologischer Kochsalzldsung)

- 0,9 %ige physiologischer Kochsalzlosung (pharmakologische Kontrollgruppe)

2.4. Histologie

Bevor die Entnahme der Gehirne erfolgte, wurden die Tiere mit einer letalen Dosis von
Halotan getotet. Nach der Entnahme der Gehirne erfolgte deren Vorbereitung fiir das
Anfertigen von Gefrierschnitten. Dabei wurden die Gehirne bei -60°C schnell tiefgefroren
und dann bei -20°C aufbewahrt. Fiir die Verifizierung der Elektrodenpositionen und der
exakten Position der i.c.v.-Kaniile im lateralen Ventrikel wurden 40um diinne Gefrierschnitte
angefertigt, auf einem Objekttriger aufgezogen und eine Tuloidinblau-Ubersichtsfirbung
durchgefiihrt. In der Abbildung 18 sind Beispiele zur Lokalisation der Stimulations- und
Ableitorte dargestellt.

51



(A) (B)
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Abb. 18. (A) Beispiel eines histologischen Nachweises der Position des Stimulationsortes in
der CA3 Region des Hippokampus, (B) der Position einer ,,Doppel‘“-ableitelektrode in der
CAl Region des Hippokampus mit (a) dem ldngeren Teil dieser Elektrode im Stratum
radiatum und (b) dem kiirzeren Teil im Stratum pyramidale und (C) der Position der
Stimulationselektrode in der VTA (cCA3: kontralaterale cornu ammonis 3; CAl: cornu
ammonis 1; hf: Hippokampale Fissur; s.p. Stratum pyramidale; s.r. Stratum radiatum; VTA:

ventrales tegmentales Areal)

2.5. Statistik

Fiir die statistische Absicherung der Versuchsdaten kam zum Vergleich innerhalb der
einzelnen Gruppen der parameterfreie Wilcoxon-signed rank Test zum Einsatz und zum
Vergleich zwischen den Gruppen wurde der parameterfreie Mann-Whitney U-Test eingesetzt.
Als statistisch signifikant wurde ein Wert von p<0,05 festgesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Aufnahmen zur Stabilitatskontrolle von fEPSP und PS

Eine wichtige Grundlage fiir die durchgefiihrten Untersuchungen bildeten die
Stabilitdtskontrollen, wobei iiber einen Zeitraum von 24 h durch Stimulation der cCA3 mittels
Teststimulationen die evozierten Potentiale (fEPSP und PS) in der CA1 Region aufgezeichnet
und deren fEPSP-slope und PSA ermittelt wurden. Es zeigte sich, dass sowohl das fEPSP, als
auch der PS stabil iiber diesen langen Zeitraum abgeleitet werden konnten (p>0,05;
Wilcoxon-signed rank test) (Abb. 19). Als Bezugspunkt zur Stabilitdtskontrolle der
Aufnahmen von fEPSP und PS iiber einen Versuchszeitraum von 24 h wurden die 60 min
Baselineaufnahmen vor Beginn des 24 h Versuches herangezogen. Diese Charakterisierung
der Baseline wird in allen dargestellten Grafiken und innerhalb dieser gesamten Arbeit
verwendet. Die durchschnittlichen Werte fiir die 60 min Baseline des fEPSP-slopes betrugen
99,9 + 2,33 % und die 8 h Aufnahmen lagen bei 95,2 £+ 1,48 %. Die durchschnittlichen Werte
fiir die 60 min Baseline der PSA betrugen 99,8 + 4,68 % und die 8 h Aufnahmen lagen bei
97,7 + 3,83 %.
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Abb. 19. Zeitverlauf der 24 h Stabilitatskontrollen. Im linken Diagramm dieser Abbildung ist

der Zeitverlauf des fEPSP-slopes und im rechten Diagramm ist der Zeitverlauf fiir die PSA in
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prozentualen Mittelwertsangaben = SEM dargestellt (schwarzer Kurvenverlauf, geschlossene
Kreise), wobei deren prozentuale Anderungen immer im Verhiltnis zur jeweiligen Baseline
stehen.

Im oberen Bereich dieser Abbildung sind Analogbeispiele fiir das fEPSP (links) und fiir den
PS (rechts) dargestellt. Dabei ist jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte eine 5 min
Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet (Skalierung
2mV/10ms). In Klammern hinter dem jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der
Versuchstiere angegeben.

«—

3.2. Induktion einer early-LTP und deren Modulation durch elektrische
hochfrequente Stimulation der VTA (VTANhfs)

3.2.1. Induktion einer early-LTP

Es konnte gezeigt werden, dass eine Tetanisierung der cCA3 mit dem PB-Protokoll zur
Induktion einer early-LTP fiir fEPSP und PS in der CAl fiihrt (Abb. 20). Dabei wurde eine
initiale Potenzierung fiir den fEPSP-slope von 137,4 + 10,14 % gemessen (5 min Wert nach
PB, p<0,05; Wilcoxon-signed rank test). Diese Potenzierung war signifikant erhoht fiir 4
Stunden nach der PB-Stimulation, verglichen mit der Stabilititskontrollgruppe (p<0,05;
Mann-Whitney U-Test). Nach 5 h erreichte der Wert fiir den fEPSP-slope wieder das Niveau
der Baseline (106.2 + 6.33 %; p>0,05; Wilcoxon-signed rank test).

Die initiale Potenzierung fiir die PSA wies einen Wert von 238,6 + 34,64 % (5 min Wert nach
PB, p<0,05; Wilcoxon-signed rank test) auf. Diese Potenzierung war fiir 7 h nach der PB-
Stimulation statistisch signifikant erhoht verglichen mit der Stabilitdtskontrollgruppe (p<0,05;
Mann-Whitney U-Test). Nach 8 h erreichte der Wert fiir die PSA wieder das Niveau der
Baseline (127,2 + 9,13 %; p>0,05; Wilcoxon-signed rank test). Bei der
Stabilitatskontrollgruppe konnten fiir das fEPSP, wie ebenfalls fiir den PS stabile Potentiale
iiber einen Zeitraum von 24 h registriert werden (fEPSP-slope: 8 h (95,2 + 1,48 %); PSA: 8 h
(98,7 + 2,83 %); Abb.20).
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Abb. 20. 24 h Zeitverlauf fiir das fEPSP und den PS bei Teststimulation und Verwendung
eines schwachen Tetanisierungsprotokolls (PB-Stimulation). Die hier dargestellten Graphen
repriasentieren die Zeitverlaufe des fEPSP-slopes (links) und der PSA (rechts) fiir die
Induktion einer early-LTP (roter Kurvenverlauf, geschlossene Kreise) und die jeweiligen
Stabilititskontrollen  (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in prozentualen
Mittelwertsangaben + SEM, wobei deren prozentuale Anderungen immer im Verhiltnis zur
jeweiligen Baseline stehen. Der Tetanisierungszeitpunkt ist durch einen Pfeil beim Zeitpunkt
,,0° markiert.

Im oberen Bereich dieser Abbildung sind Analogbeispiele fiir das fEPSP (links) und fiir den
PS (rechts) dargestellt. Dabei ist jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte eine 5 min
Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei die jeweils
oberen Analogbeispiele die Stabilititskontrollen und die unteren Analogbeispiele die
Induktion einer early-LTP verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In Klammern hinter dem

jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere angegeben.
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3.2.2. Verstarkung einer early-LTP in eine late-LTP durch VTAhfs

In fritheren Studien der Abteilung fiir Neurophysiologie am Leibniz-Institut fiir Neurobiologe
erfolgten bereits Untersuchungen, vor allem im DG, wobei es durch elektrische Stimulation
plastizititsrelevanter Areale, wie zum Beispiel der BLA, zur Uberfiihrung einer early-LTP in
eine late-LTP kam (Frey et al., 2001). Dabei wurden die plastizititsrelevanten Areale zum
Beispiel zu einem Zeitpunkt 15 min nach Induktion einer transienten LTP elektrisch
stimuliert. Dieser Zeitpunkt zeigte bei Untersuchungen im DG deutliche Verstiarkungseffekte
einer early-LTP in eine late-LTP. Somit wurde dieser spezifische Zeitpunkt von 15 min nach
der Induktion einer transienten LTP auch in dieser hier vorgelegten Arbeit VT Ahfs genutzt. In
diesem Versuchsabschnitt wurde der Einfluss der VT Ahfs auf die Plastizitdt des fEPSP und
PS in der CA1 Region untersucht. Diese VTAhfs zu einem spezifischen Zeitpunkt, in diesem
Fall 15 min nach der PB-Stimulation, fiihrte zu einer Verstirkung einer transienten LTP in
eine late-LTP, sowohl fiir das fEPSP, als auch fiir den PS (Abb. 21). Diese verldngerte
Potenzierung wurde iiber den gesamten 24stlindigen Zeitverlauf der Potentialaufzeichnung
registriert. Dabei war der fEPSP-slope von der 6. h bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant
erhoht gegeniiber der early-LTP Kontrollgruppe (p<0,05; Mann-Whitney U-Test) und die
PSA von der 4. h bis zu den 24 h Aufnahmen ebenfalls signifikant gegeniiber der early-LTP
Kontrollgruppe erhoht (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Der Kurvenverlauf der verstarkten
LTP war von dem 5 min-Wert nach PB-Stimulation bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant
gegeniiber der zugehorigen Baseline fiir das fEPSP und den PS erhoht (P<0,05; Wilcoxon-
signed rank test). Die Mittelwerte der Initialpotenzierungen, der Gruppe mit VTAhfs (5 min
Wert nach PB: fEPSP: 140,0 + 7,37; PS: 248,1 + 25,44 %) unterschieden sich nicht
signifikant von der early-LTP Kontrollgruppe (5 min Wert nach PB: fEPSP: 134.7 + 10.14;
PS: 238.6 + 34.64 %) (p>0,05; Mann-Whitney U-Test).

Der Einfluss der VTAhfs vor Induktion einer early-LTP auf deren Induktion und Verlauf
konnte im zeitlichen Rahmen der Dissertation nicht durchgefiihrt werden. Diese

Untersuchung ist jedoch fiir weitere Studien vorgesehen.
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Abb. 21. Einfluss der VTAhfs auf den Zeitverlauf einer early-LTP. Die hier dargestellten
Graphen reprisentieren die Zeitverldufe des fEPSP-slopes (links) und der PSA (rechts) fiir die
Verstarkung einer early-LTP durch VTAhfs (roter Kurvenverlauf, geschlossene Kreise) und
der zugehorigen early-LTP Kontrollen (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in
prozentualen Mittelwertsangaben = SEM, wobei deren prozentuale Anderungen immer im
Verhiltnis zur jeweiligen Baseline stehen. Die Tetanisierungszeitpunkte sind durch Pfeile
markiert.

Im oberen Bereich dieser Abbildung sind Analogbeispiele fiir das fEPSP (links) und fiir den
PS (rechts) dargestellt. Dabei ist jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte eine 5 min
Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei die jeweils
oberen Analogbeispiele die early-LTP Kontrollen und die unteren Analogbeispiele die
Verstarkung einer early-LTP in eine late-LTP verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In
Klammern hinter dem jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere

angegeben.
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3.2.3. Pharmakologische Untersuchungen zur Uberfiihrung einer early-LTP in eine
late-LTP durch VTAhfs

Es konnte festgestellt werden, dass es durch die VTAhfs zur Verstdrkung einer induzierten
early-LTP fiir das fEPSP und den PS in der CA1 Region kommt. In den darauf folgenden
pharmakologischen Untersuchungen wurde geklart, ob diese Verstirkung zum einen durch die
Blockierung der DI1/D5-Rezeptoren und zum anderen durch die Unterdriickung der

Proteinsynthese verhindert werden konnte.

3.2.3.1. Einfluss der Applikation eines D1/D5-Rezeptorantagonisten

Es erfolgte die Induktion einer early-LTP durch das PB-Protokoll und deren Verstirkung
durch die VTAhfs 15 nach Induktion der LTP (early-LTP-VTAhfs). Dieser Versuchsablauf
diente dabei als early-LTP-VTAhfs Kontrollgruppe. Fiir die pharmakologische
Experimentalgruppe mit der intracerebroventriculiren Applikation des DI/DS5-
Rezeptorantagonisten SCH23390 10 min vor VTAhfs konnte gezeigt werden, dass diese
Applikation die Uberfiihrung der early-LTP in eine late-LTP fiir das fEPSP und den PS in der
CA1 Region verhinderte (Abb. 22).

Dabei war der fEPSP-slope von der 2. h bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant erniedrigt
gegeniiber der early-LTP-VTAhfs Kontrollgruppe (p<0,05; Mann-Whitney U-Test) und die
PSA von der 1. h bis zu den 24 h Aufnahmen ebenfalls signifikant erniedrigt gegeniiber der
early-LTP-VTAhfs Kontrollgruppe (p<0,05; Mann-Whitney U-Test).

Nach 3 h erreichte der Wert fiir den fEPSP-slope wieder das Niveau der Baseline (105,7 +
4.57 %; p>0,05; Wilcoxon-signed rank test), wobei festgestellt wurde, dass das Niveau der
Baseline ab der 6. h unterschritten wurde und von diesem Zeitpunkt an bis zum Ende des 24 h
Experimentes signifikant erniedrigt gegeniiber der Baseline war (8 h-Wert: 89,0 + 3,99;
p<0,05; Wilcoxon-signed rank test). Auf mdgliche Ursachen dieses Unterschreitens des
Niveaus der Baseline im Bereich der spiten Phase der LTP wird unter Punkt 4.2.1. der
Diskussion eingegangen werden. Nach 5 h erreichte der Wert fiir die PSA ebenfalls wieder
das Niveau der Baseline (114,1 + 10,03 %; p>0,05; Wilcoxon-signed rank test), welches bis
zum Ende des 24 h Experiments gehalten wurde (8 h-Wert: 98,4 + 9,32; P>0,05; Wilcoxon-

signed rank test).

58



Wty
Nt~ h PR

=0=cCA3 PB + VTAhfs 15 min danach (Kontrolle, 7) =0— cCA3 PB + VTAhfs 15 min danach (Kontrolle, 7)
—e— cCA3 PB + SCH23390 + VTAhfs (9) —e— cCA3 PB + SCH23390 + VTAhfs (9)
160- 300+
N
’g\ 140- 2504
= R
S o S 2004 ¢
£ 1204 S
o £ 150+
S 1009~ (<J() 100 VSRRSO S, vmrts. 2= S U8
i JScH2s3e0 W ¢ o IscH23390 M
D 801 A yrants 501 VT Ahfs
Y psl el .
60-=—r—r—r—rrTTTT71 o-—r—r—rrTrTrTTTTT
10 1 2 3 45 6 7 8 24 101 2 3 45 6 7 8 24
Zeit (h) Zeit (h)

Abb. 22. Einfluss der D1/D5-Rezeptorblockade auf die Verstirkung einer induzierten early-
LTP. Die hier dargestellten Graphen repriasentieren den zeitlichen Verlauf des prozentualen
fEPSP-slopes (links) und der PSA (rechts) bei intracerebroventriculdrer Applikation des
D1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390 nach PB-Stimulation und 10 min vor VTAhfs (roter
Kurvenverlauf, geschlossene Kreise) sowie die jeweiligen early-LTP-VTAhfs Kontrollen
(schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in prozentualen Mittelwertsangaben + SEM, wobei
deren prozentuale Anderungen immer im Verhiltnis zur jeweiligen Baseline stehen. Die
Tetanisierungszeitpunkte und der Zeitpunkt der Applikation sind durch Pfeile markiert.

Im oberen Bereich dieser Abbildung sind Analogbeispiele fiir das fEPSP (links) und fiir den
PS (rechts) dargestellt. Dabei ist jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte eine 5 min
Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei die jeweils
oberen Analogbeispiele die early-LTP-VTAhfs Kontrollen und die unteren Analogbeispiele
eine durch Applikation von SCH23390 verhinderte Verstirkung der early-LTP verdeutlichen
(Skalierung 2mV/10ms). In Klammern hinter dem jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die

Anzahl der Versuchstiere angegeben.
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3.2.3.2. Einfluss der Applikation zweier Proteinsyntheseblocker

In diesem Versuchsabschnitt wurde die Abhédngigkeit der Verstirkung der early-LTP von dem
Vorhandensein von Proteinsynthese untersucht.

Die Proteinsyntheseblocker Anisomycin (Abb. 23A) oder Emetin (Abb. 23B) wurden jeweils
10 min vor der VTAhfs intracerebroventriculdr appliziert und verhinderten beide die
Verstiarkung der induzierten early-LTP zu einer late-LTP. Dabei war der fEPSP-slope von der
2. h bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant erniedrigt bei Applikation von Anisomycin
gegeniiber der early-LTP-VTAhfs Kontrollgruppe (Abb. 23A) sowie von der 1. h bis zu den
24 h Aufnahmen bei Applikation von Emetin ebenfalls signifikant erniedrigt gegeniiber der
early-LTP-VTAhfs Kontrollgruppe (Abb. 23B) (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Die
ermittelte PSA war von der 2. h bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant erniedrigt
(Applikation von Anisomycin) gegeniiber der early-LTP-VTAhfs Kontrollgruppe (Abb. 23A)
sowie von der 1. h bis zu den 24 h Aufnahmen bei Applikation von Emetin ebenfalls
signifikant erniedrigt gegeniiber der early-LTP-VTAhfs Kontrollgruppe (Abb. 23B) (p<0,05;
Mann-Whitney U-Test).

Nach 2 h erreichte der Wert fiir den fEPSP-slope bei Applikation von Anisomycin wieder das
Niveau der Baseline (103,1 £ 7.61 %; p>0,05; Wilcoxon-signed rank test) und unterschied
sich bis zum Ende des 24 h Experiments nicht mehr signifikant von dieser (8 h-Wert: 88,8 +
7,85; p>0,05; Wilcoxon-signed rank test). Nach 4 h erreichte der Wert fiir die PSA bei
Applikation von Anisomycin ebenfalls wieder das Niveau der Baseline (123,6 = 14,89 %;
P>0,05; Wilcoxon-signed rank test), welches sich bis zum Ende des 24 h Experiments nicht
mehr signifikant von dieser unterschied (8 h-Wert: 91,3 + 9,16 %; P>0,05; Wilcoxon-signed
rank test). Durch die Applikation des Proteinsyntheseblockers Emetin wurde ebenfalls die
Verstarkung einer early-LTP fiir fEPSP und PS in eine late-LTP durch VTAhfs verhindert.
Durch die geringe Anzahl der Versuchstiere (3) innerhalb dieser Gruppe kann zunéchst
einmal nur von einem vorldufigen Endergebnis gesprochen werden. Fiir ein endgiiltiges
Ergebnis ist eine groflere Anzahl von Versuchstieren notwendig. Dies wird in den folgenden
Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Auf mogliche Ursachen des Unterschreitens des Niveaus der Baseline des fEPSP im Bereich
der spiten Phase der LTP wird unter Punkt 4.2.1. der Diskussion eingegangen werden. Es ist
jedoch festzuhalten, dass diese Erniedrigung des Baselineniveaus bei der Applikation von
Anisomycin nicht signifikant war und bei der Applikation mit Emetin es sich nur um ein

vorldufiges Endergebnis handelt, da die Anzahl der Versuchstiere noch zu gering war.
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Abb. 23. Einfluss der Proteinsyntheseblockade auf die Verstirkung der induzierten early-LTP.
Die hier dargestellten Graphen repriasentieren den zeitlichen Verlauf des prozentualen fEPSP-
slopes (links) und der PSA (rechts) bei intracerebroventriculirer Applikation der
Proteinsyntheseblocker (A) Anisomycin oder (B) Emetin nach PB-Stimulation und 10 min
vor VTAhfs (roter Kurvenverlauf, geschlossene Kreise) sowie die jeweiligen early-LTP-
VTAhfs Kontrollen (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in prozentualen
Mittelwertsangaben = SEM, wobei deren prozentuale Anderungen immer im Verhiltnis zur
jeweiligen Baseline stehen. Die Tetanisierungszeitpunkte und der Zeitpunkt der Applikation
sind durch Pfeile markiert.

Im oberen Bereich dieser Abbildungen sind jeweils Analogbeispiele fiir das fEPSP (links) und
fiir den PS (rechts) dargestellt. Dabei ist jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte
eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei
die jeweiligen oberen Analogbeispiele die early-LTP-VTAhfs Kontrollen und die unteren
Analogbeispiele eine durch Applikation von (A) Anisomycin und (B) Emetin verhinderte
Verstarkung der early-LTP verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In Klammern hinter dem
jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere angegeben.

«—

3.3. Einfluss der VTANfs auf die hippokampale CA1

3.3.1. Induktion einer delayed-onset Potenzierung

Nach den Untersuchungen des Einflusses der VTAhfs auf eine durch PB-Stimulation der
cCA3 bereits induzierte LTP, stellte sich nun die Frage nach einer eventuellen Beeinflussung
des fEPSP und PS durch VTAhfs auf Teststimulationen (Test-VTAhfs) ohne vorherige
Applikation eines weiteren Tetanisierungsprotokolls iiber die cCA3. Es konnte festgestellt
werden, dass die VT Ahfs zu einer so genannten delayed-onset Potenzierung fiir fEPSP und
PS in der CAl, bei weiterer Applikation von Testimpulsen iiber die cCA3, fiihrte (Abb. 24).
Diese delayed-onset Potenzierung beschreibt einen langsamen, verzogerten Anstieg des
fEPSP-slopes und der PSA nach VTAhfs. Der fEPSP-slope erreichte sein Maximum in der 7.
h (127,9 + 6,28%), wobei sich jedoch schon von der 4. bis 6. h nach VT Ahfs eine Plateau
zeigte (4 h-Wert: 118,8 + 5,07%). Die PSA erreicht ihren Maximalwert in der 5. h (147,7 £+

62



12,98%). Der Zeitverlauf der induzierten delayed-onset Potenzierung war fiir das fEPSP von
der 2. h bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant erhoht gegeniiber der Stabilitatskontrollgruppe
(p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Der Zeitverlauf der induzierten delayed-onset Potenzierung
fiir den PS zeigte eine signifikante Erh6hung gegeniiber der Stabilititskontrollgruppe von der
1. h bis zur 8. h (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Bei der statistischen Auswertung nach dem
Wilcoxon-signed rank Test war der fEPSP-slope von der 1. h bis zur 24. h nach VTAhfs
signifikant erhoht (p<0,05) und die PSA war ebenfalls von der 1. h bis zur 24. h signifikant
erhoht (p<0,05).
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Abb. 24. Induktion einer delayed-onset Potenzierung. Die hier dargestellten Graphen
reprasentieren den zeitlichen Verlauf des prozentualen fEPSP-slopes (links) und der PSA
(rechts) bei VTAhfs zum Zeitpunkt 0 (roter Kurvenverlauf, geschlossene Kreise) sowie die
jeweiligen Stabilitdtskontrollen (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in prozentualen
Mittelwertsangaben = SEM, wobei deren prozentuale Anderungen immer im Verhiltnis zur
jeweiligen Baseline stehen. Der Tetanisierungszeitpunkt ist durch einen Pfeil markiert.

Im oberen Bereich dieser Abbildungen sind jeweils Analogbeispiele fiir das fEPSP (links) und
fiir den PS (rechts) dargestellt. Dabei ist jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte

eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei
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die jeweiligen oberen Analogbeispiele die Stabilititskontrollen und die unteren
Analogbeispiele die Induktion einer delayed-onset Potenzierung durch VTAhfs (Test-
VTAhfs) verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In Klammern hinter dem jeweiligen
Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere angegeben.

“«—

3.3.2. Abhangigkeit der delayed-onset Potenzierung von der glutamatergen
Rezeptoraktivierung

Um die Ursachen dieser delayed-onset Potenzierung in Bezug auf die spezifische
Rezeptoraktivierung zu untersuchen, erfolgte nach der Aufnahme einer stabilen Baseline
ebenfalls die VTAhfs. Dabei fand jedoch, bei dieser Experimentalgruppe, in den darauf
folgenden 3 h keine Stimulation der cCA3 durch Testimpulse statt und somit erfolgte keine
glutamaterge Rezeptoraktivierung. Es zeigte sich dabei, dass es durch dieses Ausbleiben der
glutamatergen Rezeptoraktivierung zu keiner Potenzierung fiir fEPSP und PS kam (Abb. 25).
Die Messung des fEPSP-Slopes (3 h-Wert: 103,6 + 5,24 %; 8 h-Wert: 93,3 £ 2,97 %) und der
PSA (3 h-Wert: 102,5 + 5,79 %; 8 h-Wert: 98,0 = 5,14 %) bewegten sich nach dieser
3stiindigen Pause um das Niveau der Baseline bis zum Ende des 24 h Experiments. Dabei
waren die gemessenen Werte nach der 3stiindigen Stimulationspause fiir den fEPSP-Slope
statistisch signifikant erniedrigt in der 4. h sowie von der 6. h bis zu den 24 h Aufnahmen
gegentiiber der Test-VTAhfs Kontrollgruppe und die Werte fiir die PSA von der 3. h zu den 24
h Aufnahmen (p<0,05; Mann-Whitney U-Test).
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Abb. 25. Glutamaterge Rezeptoraktivierung ist notwendig fiir die Induktion einer delayed-
onset Potenzierung. Die hier dargestellten Graphen reprédsentieren den zeitlichen Verlauf des
prozentualen fEPSP-slopes (links) und der PSA (rechts) bei VTAhfs zum Zeitpunkt 0, jedoch
ohne glutamaterge Rezeptoraktivierung fiir 3 h nach VTAhfs (roter Kurvenverlauf,
geschlossene Kreise) sowie die jeweiligen Test-VTAhfs Kontrollen (schwarzer
Kurvenverlauf, offene Kreise) in prozentualen Mittelwertsangaben £ SEM, wobei deren
prozentuale Anderungen immer im Verhiltnis zur jeweiligen Baseline stehen. Der
Tetanisierungszeitpunkt ist durch einen Pfeil markiert.

Im oberen Bereich dieser Abbildungen sind jeweils Analogbeispiele fiir das fEPSP (links) und
fiir den PS (rechts) dargestellt. Dabei ist jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte
eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei
die jeweiligen oberen Analogbeispiele die Test-VTAhfs Kontrollen und die unteren
Analogbeispiele das Fehlen einer glutamatergen Rezeptoraktivierung fiir 3 h nach VTAhfs
verdeutlichen  (Skalierung 2mV/10ms). In Klammern hinter dem jeweiligen

Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere angegeben.
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3.3.3. Pharmakologische Untersuchungen zur Induktion einer delayed-onset

Potenzierung

Es wurde pharmakologisch untersucht, ob die Induktion einer delayed-onset Potenzierung,
sowohl von der oben beschriebenen glutamatergen Rezeptoraktivierung, als auch von der
dopaminergen Rezeptoraktivierung abhéingig ist, demzufolge eine synergistische Aktivierung
der NMDA- und D1/D5-Rezeptoren notwendig fiir die Ausbildung einer delayed-onset

Potenzierung ist.

3.3.3.1. Einfluss der Applikation eines NMDA-Rezeptorantagonisten

Hier wurde ebenfalls, wie schon unter 3.3.1. beschrieben, das Induktionsprotokoll der Test-
VTAhfs Gruppe eingesetzt, wobei dieses als eine Kontrollgruppe fungierte. Sowohl fiir die
Experimentalgruppe mit Applikation von APS, als auch fiir die NaCl-Kontrollgruppe wurde
ebenfalls dieses Stimulationsprotokoll verwendet, wobei bei der pharmakologischen
Experimentalgruppe die intracerebroventriculédre Applikation des NMDA-
Rezeptorantagonisten APS5 und bei der pharmakologischen NaCl-Kontrollgruppe die
intracerebroventriculdre Applikation von NaCl 10 min vor VTAhfs erfolgte. Dabei zeigte
sich, dass die Applikation des NMDA-Rezeptorantagonisten AP5 die Induktion einer delayed-
onset Potenzierung verhinderte (Abb. 26). Bei der NaCl-Kontrollapplikation konnte jedoch
die Induzierung einer delayed-onset Potenzierung mittels VT Ahfs normal erfolgen (Abb. 26).
Dabei zeigte sich fiir die Experimentalgruppe mit Applikation von APS5 fiir den Zeitverlauf
des fEPSP-slopes eine signifikante Erniedrigung von der 2. h bis zur 8. h gegeniiber der Test-
VTAhfs Kontrollgruppe und fiir den Zeitverlauf der PSA eine signifikante Erniedrigung nur
bei der 1.h, von der 3. bis 5. h und 8. h (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Fiir die
pharmakologische NaCl-Kontrollgruppe ergab sich kein signifikanter Unterschied zur Test-
VTAhfs Kontrollgruppe fiir fEPSP und PS (p>0,05; Mann-Whitney U-Test). Der Vergleich
der Experimentalgruppe mit Applikation von AP5 und der NaCl-Kontrollgruppe zeigte, dass
die pharmakologische NaCl-Kontrollgruppe fiir den fEPSP-slope von der 2. h bis zu den 24 h
Aufnahmen signifikant erhoht war gegeniiber der Experimentalgruppe mit Applikation von
APS5 und fiir die PSA konnte nur eine signifikante Erhohung von der 1. bis 2. h, von der 4. bis

6. h und von der 8. h bis zu den 24 h Aufnahmen festgestellt werden, welches eventuell durch
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die groBere Streuung der Einzelwerte und die geringere Anzahl der Versuchstiere begriindet
sein konnte (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Fiir den Zeitverlauf des gemessenen fEPSP-
slopes (8 h-Wert: 91,5 + 4,39) und der PSA (8 h-Wert: 99,3 + 10,64) der Experimentalgruppe
mit Applikation von AP5 konnten keine signifikanten Unterschiede zur Baseline festgestellt

werden (P>0,05; Wilcoxon-signed rank test).

"

=O— cCA3 Testimpulse + VTAhfs (Kontrolle, 10) =O— cCA3 Testimpulse + VTAhfs (Kontrolle, 10)
=t~ cCA3 Testimpulse + NaCl + VTAhfs (Kontrolle, 5) == cCA3 Testimpulse + NaCl + VTAhfs (Kontrolle, 5)
—e— cCA3 Testimpulse + AP5 + VTAhfs (5) —o— cCA3 Testimpulse + AP5 + VTARfs (5)

o 1601 180+

>

» 1404 160+

£

S 120 $ R 140+

E é S 120+

o 1004 S = Jou

53 T 1004988 1A N T TN A

2 8 £ g

o AP5 / NaCl i

S god ¢ a o \LAPS / NaCl

]

b VTAhf VT Ahf
4C L] L] Sl L) L] L] L] L] L) : * 40 L] I L] Sl L] L] L] L] L] L] : *

-1,17 0 1 2 3 4 5 6 7 8 24 1,17 0 1 2 3 4 5 6 7 8 24
Zeit (h) Zeit (h)

Abb. 26. Einfluss der NMDA-Rezeptorblockade auf die Induktion einer delayed-onset
Potenzierung. Die hier dargestellten Graphen repréisentieren den zeitlichen Verlauf des
prozentualen fEPSP-slopes (links) und der PSA (rechts) bei intracerebroventriculdrer
Applikation des NMDA-Rezeptorantagonisten AP5 10 min vor VT Ahfs (roter Kurvenverlauf,
geschlossene Kreise), bei intracerebroventriculdrer Kontrollapplikation von NaCl 10 min vor
VTAhfs (schwarzer Kurvenverlauf, offene Dreiecke) und der Test-VTAhfs Kontrollen
(schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in prozentualen Mittelwertsangaben + SEM, wobei
deren prozentuale Anderungen immer im Verhiltnis zur jeweiligen Baseline stehen. Der

Tetanisierungszeitpunkt und der Zeitpunkt der Applikationen sind durch Pfeile markiert.
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Im oberen Bereich dieser Abbildungen sind jeweils Analogbeispiele fiir das fEPSP (links) und
fiir den PS (rechts) dargestellt. Dabei ist jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte
eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei
die jeweiligen oberen Analogbeispiele die Test-VTAhfs Kontrollen, die Mittleren die
pharmakologische NaCl-Kontrollgruppe und die unteren Analogbeispiele die Applikation
NMDA-Rezeptorantagonisten AP5 verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In Klammern
hinter dem jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere angegeben.

«—

3.3.3.2. Einfluss der Applikation eines D1/D5-Rezeptorantagonisten

Wie unter 3.3.1. beschrieben, wurde das Induktionsprotokoll fiir die Test-VTAhfs Gruppe zur
normalen Induktion einer delayed-onset Potenzierung verwendet. Fiir die Experimentalgruppe
mit Applikation eines D1/D5-Rezeptorantagonisten und fiir die pharmakologische NaCl-
Kontrollgruppe wurde ein ebensolches Protokoll eingesetzt, nur mit dem Unterschied, dass
bei der Experimentalgruppe eine intracerebroventriculire Applikation des DI1/D5-
Rezeptorantagonisten SCH23390 10 min vor der VTAhfs und bei der pharmakologischen
NaCl-Kontrollgruppe die intracerebroventriculdre Applikation von NaCl ebenfalls 10 min vor
VTAhfs erfolgte. Es zeigte sich, dass die Applikation des D1/D5-Rezeptorantagonisten
SCH23390 die Ausbildung einer delayed-onset Potenzierung verhinderte, jedoch bei
Applikation von NaCl die delayed-onset Potenzierung normal durch die VTAhfs induziert
werden konnte (Abb. 27). Dabei war bei der Experimentalgruppe mit Applikation von
SCH23390 der fEPSP-slope von der 2. h bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant erniedrigt
gegentiber der Test-VTAhfs Kontrollgruppe und die PSA war von der 1. h bis zu den 24 h
Aufnahmen ebenfalls signifikant erniedrigt (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Fiir die
pharmakologische NaCl-Kontrollgruppe ergab sich kein signifikanter Unterschied zur Test-
VTAhfs Kontrollgruppe. Der Vergleich der Experimentalgruppe mit Applikation von
SCH23390 und der NaCl-Kontrollgruppe zeigte, dass die pharmakologische NaCl-
Kontrollgruppe fiir den fEPSP-slope von der 2. h bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant
erhoht war gegeniiber der Experimentalgruppe mit Applikation von SCH23390 und fiir die
PSA eine signifikante Erhohung von der 1. bis zur 5. h und von der 7. h bis zu den 24 h
Aufnahmen festgestellt werden konnte (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Fiir den Zeitverlauf
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des gemessenen fEPSP-slopes (8 h-Wert: 92,4 + 5,36) und PSA (8 h-Wert: 93,3 + 7,94) der
Experimentalgruppe mit Applikation von SCH23390 konnten keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zur Baseline festgestellt werden (P>0,05; Wilcoxon-signed rank

test).
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Abb. 27. Einfluss der D1/D5-Rezeptorblockade auf die Induktion einer delayed-onset
Potenzierung. Die hier dargestellten Graphen reprédsentieren den zeitlichen Verlauf des
prozentualen fEPSP-slopes (links) und der PSA (rechts) bei intracerebroventriculdrer
Applikation des DI1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390 10 min vor VTAhfs (roter
Kurvenverlauf, geschlossene Kreise), bei intracerebroventriculdrer Kontrollapplikation von
NaCl 10 min vor VTAhfs (schwarzer Kurvenverlauf, offene Dreiecke) und der Test-VTAhfs
Kontrollen (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in prozentualen Mittelwertsangaben =+
SEM, wobei deren prozentuale Anderungen immer im Verhiltnis zur jeweiligen Baseline
stehen. Der Tetanisierungszeitpunkt und der Zeitpunkt der Applikationen sind durch Pfeile

markiert.
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Im oberen Bereich dieser Abbildungen sind jeweils Analogbeispiele fiir das fEPSP (links) und
fiir den PS (rechts) dargestellt. Dabei ist jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte
eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei
die jeweiligen oberen Analogbeispiele die Test-VTAhfs Kontrollen, die Mittleren die
pharmakologische NaCl-Kontrollgruppe und die unteren Analogbeispiele die Applikation des
D1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390 verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In
Klammern hinter dem jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere
angegeben.

«—
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3.4. Induktion einer early-LTD und deren Modulation durch VTAhfs

3.4.1. Induktion einer early-LTD

Durch eine Stimulation der cCA3 mit 3000 Impulsen bei einer Frequenz von 10 Hz (LFS)
konnte eine early-LTD fiir das fEPSP in der CA1 induziert werden (Abb. 28). Dabei wurde
eine initiale Depression fiir den fEPSP-slope von 48,8 + 3,36 % gemessen (5 min Wert nach
LFS), wobei der fEPSP-slope signifikant erniedrigt fiir 3 Stunden nach LFS verglichen mit
der Stabilititskontrollgruppe war (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Nach 5 h erreichte der
Wert fiir den fEPSP-slope wieder das Niveau der Baseline (94.9 + 3.82 %; p>0,05; Wilcoxon-
signed rank test). Als Vergleichsgruppe dienten die Stabilitdtskontrollen, welche dabei dem
gleichen Experimentalablauf unterlagen nur ohne Applikation einer LFS. In diesem
Versuchsabschnitt wurde gezeigt, dass mit dieser oben beschriebenen LFS eine transiente

LTD fiir das evozierte fEPSP in der CA1 induziert werden konnte.
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Abb. 28. Zeitverlauf fiir den fEPSP-slope nach Applikation eines LFS-Protokolls. Die hier
dargestellten Graphen reprisentieren den Zeitverlauf fiir den fEPSP-slope fiir die Induktion
einer early-LTD in der CA1 durch LFS der cCA3 (roter Kurvenverlauf, geschlossene Kreise)
und die zugehdrigen Stabilitdtskontrollen (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in
prozentualen Mittelwertsangaben + SEM, wobei deren prozentuale Anderungen immer im
Verhiltnis zur jeweiligen Baseline stehen. Der Zeitpunkt der LFS ist durch einen Pfeil beim
Zeitpunkt ,,0° markiert.

Im oberen Bereich dieser Abbildung sind Analogbeispiele fiir das fEPSP dargestellt. Dabei ist
jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0
und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei die jeweils oberen Analogbeispiele die
Stabilitdtskontrollen und die unteren Analogbeispiele die Induktion einer early-LTD durch
LFS verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In Klammern hinter dem jeweiligen
Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere angegeben.

«—

3.4.2. Einfluss der VTAhfs auf eine induzierte early-LTD

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass eine induzierte early-LTP durch
die VT Ahfs 15 min nach Induzierung einer transienten LTP in ein late-LTP verstarkt werden
konnte. Fiir die Untersuchungen des Einflusses der VT Ahfs auf eine early-LTD wurde dafiir
der gleiche Zeitpunkt fiir deren Stimulation von 15 min nach LFS gewéhlt. In diesem Fall
wurde jedoch der Einfluss der VTAhfs nicht nur 15 min nach Induzierung einer LTD, sondern
auch 15 min davor untersucht. Dabei wurde fiir diesen Versuchsabschnitt ebenfalls die cCA3

stimuliert und das dadurch evozierte fEPSP in der CA1 registriert.

3.4.2.1. Verstarkung einer early-LTD in eine late-LTD durch VTAhfs

Durch die VTAhfs zu einem spezifischen Zeitpunkt von 15 min nach der Induzierung einer
LTD mit dem LFS Protokoll konnte eine transiente LTD in eine late-LTD fiir das fEPSP
verstarkt werden (Abb. 29). Diese Verstiarkung der LTD durch VTAhfs (early-LTD-VTAhfs)
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wurde iiber den gesamten 24stlindigen Zeitverlauf kontrolliert. Dabei war der fEPSP-slope
von der 5. h bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant erniedrigt gegeniiber der early-LTD
Kontrollgruppe (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Fiir die Mittelwerte der Initialdepression (5
min nach LFS) ergab sich ein Wert von 54,1 + 3,35 %, wobei dieser sich nicht signifikant von
dem Initialwert (5 min nach LFS) der early-LTD Kontrollgruppe (48,8 = 3,36) unterschied
(p>0,05; Mann-Whitney U-Test).
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Abb. 29. Einfluss der VTAhfs auf den Zeitverlauf einer early-LTD. Die hier dargestellten
Graphen représentieren den Zeitverlauf fiir den fEPSP-slope fiir die Verstirkung einer early-
LTD in der CA1 durch VTAhfs 15 min nach LFS (roter Kurvenverlauf, geschlossene Kreise)
und die zugehorigen early-LTD Kontrollen (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in
prozentualen Mittelwertsangaben = SEM, wobei deren prozentuale Anderungen immer im
Verhiltnis zur jeweiligen Baseline stehen. Die Zeitpunkte der LFS und VTAhfs sind durch

Pfeile markiert.
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Im oberen Bereich dieser Abbildung sind Analogbeispiele fiir das fEPSP dargestellt. Dabei ist
jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0
und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei die jeweils oberen Analogbeispiele die early-
LTD Kontrollen und die unteren Analogbeispiele die Verstirkung einer early-LTD in eine
late-LTD verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In Klammern hinter dem jeweiligen
Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere angegeben.

«—

3.4.3. Einfluss der VTAhfs vor Induzierung einer LTD

In diesem Versuchsabschnitt wurde der Einfluss der VT Ahfs vor Induzierung einer LTD auf
deren Verlauf untersucht. Die Aktivierung der VTA 15 min vor der Induzierung einer
transienten LTD verstirkte diese jedoch nicht, sondern reduzierte vielmehr den
Induktionslevel der LTD und lie3 die Werte des fEPSP-slopes schneller auf das Niveau der
Baseline zuriickkehren (Abb. 30). Der Wert der Initialdepression (5 min nach LFS) fiir den
fEPSP-slope betrug 74,1 + 7,56 %. Sie war damit signifikant geringer, als die
Initialdepression der early-LTD Kontrollgruppe (5 min nach LFS: 48,8 + 3,36; p<0,05; Mann-
Whitney U-Test). Der Vergleich des Zeitverlaufs des fEPSP-slopes zwischen der early-LTD
Kontrollgruppe und der Experimentalgruppe mit VTAhfs 15 min vor LFS wies statistisch
signifikante Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen auf, wobei die fEPSP-slope Werte
fiir die Experimentalgruppe mit VTAhfs 15 min vor LFS von dem 5 min Wert nach LFS bis
zur 5. h und ebenfalls in der 7. und 8. h signifikant erhoht gegeniiber der early-LTD
Kontrollgruppe waren (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Fiir die 6. h und bei den 24 h
Aufnahmen bestand zwischen diesen beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied (p>0,05;

Mann-Whitney U-Test).
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Abb. 30. Einfluss der VTAhfs vor LFS auf den Zeitverlauf einer early-LTD. Die hier
dargestellten Graphen représentieren den Zeitverlauf fiir den fEPSP-slope fiir die VTAhfs 15
min vor Induktion einer LTD in der CA1 (roter Kurvenverlauf, geschlossene Kreise) sowie
die zugehorigen early-LTD Kontrollen (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in
prozentualen Mittelwertsangaben = SEM, wobei deren prozentuale Anderungen immer im
Verhiltnis zur jeweiligen Baseline stehen. Die Zeitpunkte der LFS und VTAhfs sind durch
Pfeile markiert.

Im oberen Bereich dieser Abbildung sind Analogbeispiele fiir das fEPSP dargestellt. Dabei ist
jeweils links eine Baselineaufnahme, in der Mitte eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0
und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei die jeweils oberen Analogbeispiele die early-
LTD Kontrollen und die unteren Analogbeispiele den Einfluss der VTAhfs vor Induktion der
early-LTD auf deren Verlauf verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In Klammern hinter dem

jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere angegeben.
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3.4.4. Unterschied der VTAhfs vor und nach Induzierung einer LTD

Bei der VT Ahfs 15 min vor und 15 min nach Induzierung einer LTD zeigte sich ein deutlicher
Unterschied bei deren Zeitverldufen fiir das fEPSP. Die VTAhfs 15 min nach Induzierung
einer early-LTD verstirkte diese zu einer late-LTD, wohingegen die VTAhfs 15 min vor
Induzierung einer early-LTD nicht zu deren Verstiarkung fiihrte, wie schon unter 3.4.2.1. und
3.4.3. dargelegt (Abb. 31). Damit war es also nur moglich eine transiente LTD in eine late-
LTD zu verstiarken, wenn die VTAhfs nach der Induktion der LTD erfolgte, in diesem Fall 15
min nach LFS.
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Abb. 31. Einfluss des Zeitpunktes der VT Ahfs auf den Zeitverlauf einer early-LTD. Die hier
dargestellten Graphen repriasentieren den Zeitverlauf fiir den fEPSP-slope bei VTAhfs 15 min
nach Induktion einer early-LTD in der CAl (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) und
den Zeitverlauf fiir den fEPSP-slope bei VTAhfs 15 min vor Induktion einer early-LTD

(schwarzer Kurvenverlauf, offene Dreiecke) in prozentualen Mittelwertsangaben + SEM,
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wobei deren prozentuale Anderungen immer im Verhiltnis zur jeweiligen Baseline stehen.
Die Zeitpunkte der LFS und VTAhfs sind durch Pfeile markiert.

Im oberen Bereich dieser Abbildung sind Analogbeispiele fiir das fEPSP dargestellt. Dabei ist
jeweils links eine Baselineauthahme, in der Mitte eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0
und rechts eine 8 h Aufnahme abgebildet, wobei die jeweils oberen Analogbeispiele die early-
LTD-VTAhfs Gruppe und die unteren Analogbeispiele den Einfluss der VTAhfs vor
Induktion der early-LTD auf deren Verlauf verdeutlichen (Skalierung 2mV/10ms). In
Klammern hinter dem jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die Anzahl der Versuchstiere
angegeben.

«—

3.4.5. Einfluss der Applikation eines D1/D5-Rezeptorantagonisten

In diesem Versuchsabschnitt wurde der Einfluss der intracerebroventriculdren Applikation des
D1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390 auf die Verstirkung einer early-LTD in eine late-
LTD untersucht. Dabei diente die early-LTD-VTAhfs Gruppe als nicht pharmakologische
Kontrollgruppe, wobei eine Verstirkung einer early-LTD in eine late-LTD erreicht wurde.
Bei der pharmakologischen Experimentalgruppe erfolgte die intracerebroventriculdre
Applikation eines D1/D5-Rezeptorantagonisten 10 min vor VTAhfs. Als pharmakologische
Kontrolle kam die intracerebroventriculdre Applikation von NaCl ebenfalls 10 min vor
VTAhfs zum Einsatz. Fiir die pharmakologische Experimentalgruppe zeigte sich, dass die
intracerebroventriculdre Applikation des D1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390 nach LFS
und 10 min vor VTAhfs die Verstiarkung der early-LTD in eine late-LTD fiir das fEPSP in der
CA1 Region verhinderte (Abb. 32). Dabei war der Zeitverlauf des fEPSP-slopes von der 1. h
bis zu den 24 h Aufnahmen signifikant gegeniiber der early-LTD-VTAhfs Kontrollgruppe
erhoht (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Nach 2 h erreichte der Wert fiir den fEPSP-slope der
Experimentalgruppe mit Applikation des D1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390 wieder das
Niveau der Baseline (99,1 £ 1.92 %; p>0,05; Wilcoxon-signed rank test) und behielt dieses
bis zum Ende des 24 h Experiments bei. Die pharmakologische Kontrollgruppe mit
Applikation von NaCl wies keinen signifikanten Unterschied gegeniiber early-LTD-VTAhfs
Kontrolle auf (p>0,05; Mann-Whitney U-Test). So verhinderte die intracerebroventriculdre

Applikation von NaCl nicht die Verstirkung einer early-LTD in eine late-LTD.
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Abb. 32. Einfluss der D1/D5-Rezeptorblockade auf die Verstirkung einer early-LTD in eine
late-L'TD. Die hier dargestellten Graphen reprasentieren den Zeitverlauf des fEPSP-slopes fiir
die intracerebroventriculire Applikation des D1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390 nach
LFS und 10 min vor VTAhfs (roter Kurvenverlauf, geschlossene Kreise), die
intracerebroventriculdre Kontrollapplikation mit NaCl (schwarzer Kurvenverlauf, offene
Dreiecke) und der early-LTD-VTAhfs Kontrolle (schwarzer Kurvenverlauf, offene Kreise) in
prozentualen Mittelwertsangaben + SEM, wobei deren prozentuale Anderungen immer im
Verhiltnis zur jeweiligen Baseline stehen. Die Zeitpunkte der LFS und VTAhfs, sowie der
intracerebroventriculdren Applikationen sind durch Pfeile markiert. Im oberen Bereich dieser
Abbildung sind Analogbeispiele fiir das fEPSP dargestellt. Dabei ist jeweils links eine
Baselineaufnahme, in der Mitte eine 5 min Aufnahme nach dem Zeitpunkt 0 und rechts eine 8
h Aufnahme abgebildet, wobei die jeweils oberen Analogbeispiele die early-LTD-VTAhfs
Kontrollen, die mittleren Analogbeispiele die NaCl-Kontrollen und die unteren

Analogbeispiele den Einfluss der intracerebroventriculdren Applikation des D1/D5-
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Rezeptorantagonisten SCH23390 auf die Verstarkung der LTD durch VTAhfs verdeutlichen
(Skalierung 2mV/10ms). In Klammern hinter dem jeweiligen Stimulationsprotokoll ist die
Anzahl der Versuchstiere angegeben.

«—
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4. Diskussion

4.1. Simultane Ableitung von fEPSP und PS in der hippokampalen CA1 Region

mittels einer ,,Doppel*“-ableitelektrode

Der Einsatz der Doppelableitung wurde bei dieser Arbeit in der hippokampalen CA1 Region
an frei beweglichen Ratten etabliert. Dabei 14sst diese Methode die simultane Registrierung
des fEPSP, als auch des PS am Ort Threr Generierung zu. Es erfolgte dabei die Erfassung der
beiden Feldpotentialarten von der gleichen Neuronenpopulation in ein und demselben Tier,
als Antwort auf das gleiche, jeweilige Stimulationsparadigma iiber den gesamten
Versuchszeitraum von 24 h (Scherf et al., 2010). Diese Technik der Doppelableitung konnte
in dhnlicher Form bereits erfolgreich in unserem Labor am DG an frei beweglichen Ratten
durchgefiihrt werden (Frey und Frey, 2009). Dabei konnte durch Implantation einer
,Doppel“-ableitelektrode mit dem kiirzeren Teil im mittleren Drittel des Stratum moleculare
das fEPSP und mit dem ldngeren Teil im Hilus des DG der PS registriert werden. Bei den
Untersuchungen in der CA1 Region, im Rahmen dieser Dissertation, erfolgte die stabile
Ableitung des fEPSP mit dem ldngeren Teil im Stratum radiatum im Bereich der apikalen
Dendriten und des PS im Stratum pyramidale mit dem kiirzeren Teil der ,,.Doppel*-
ableitelektrode am Ort ihrer Entstehung (Abb. 9). Damit wurde gezeigt, dass neben dem DG
auch eine stabile Doppelableitung von fEPSP und PS in der hippokampalen CA1 Region
durchfiihrbar ist (sieche zum Beispiel: Baselineaufnahmen Abb. 19). So war es weiterhin
moglich durch die Analyse des Zeitverlaufs von fEPSP und PS, iiber den gesamten
Versuchszeitraum, eine Aussage iliber mogliche Verstirkungseffekte durch Stimulation
modulatorischer Hirnareale, wie zum Beispiel der VTA und deren Einfluss auf die CAl,
besonders im Hinblick auf plastizititsrelevante Prozesse zu treffen. Um die Registrierung des
fEPSP und des PS in der CA1 bei verschiedenen Untersuchungen anzuwenden, wurde die
eingesetzte Methode der Doppelableitung mit der Stimulation der cCA3 kombiniert. Bereits
in anderen Studien konnte eine Aktivierung der CAl Region iiber den kommissuralen
Eingang durch Stimulation der cCA3 oder cCA1l Region gezeigt werden (Bliss et al., 1983;
Diamond et al., 1988; Leung et al., 1992; Hassan et al., 2006; Scherf et al., 2010). Durch eine
solche Kombination einer speziellen Ableitelektrode mit dem FEinsatz verschiedener
Stimulationsprotokolle, wie zum Beispiel bei der gezeigten Stimulation der cCA3 mit dem

PB-Protokoll, lassen sich eine Vielzahl unterschiedlicher Formen synaptischer Plastizitdt an
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den synaptischen Eingingen, wie auch an den neuronalen Outputs in zuverldssiger Art und
Weise studieren.

Es ist auBerdem bekannt, dass fiir die Induktion einer linger andauernden LTP sowohl eine
postsynaptische Depolarisation, als auch eine Spike-Generierung notwendig ist (Lisman und
Spruston, 2005; Pike et al., 1999; Raymond, 2008). Dabei erlaubt die alleinige Registrierung
des fEPSP nicht die Charakterisierung der postsynaptischen Spike-Generierung je Stimulus.
Damit ist die Technik der beschriebenen Doppelableitung auch hierbei von Vorteil. Weiterhin
ist diese Methode auch zur besseren Charakterisierung der eingesetzten Stimulusparameter
und zur Standardisierung der verwendeten Stimulationsintensitidten zwischen den einzelnen
Versuchstieren durch die Registrierung beider Parameter, des fEPSP und des PS am Ort ihrer

Generierung von grof3em Nutzen.

4.2. Early-LTP und deren Modulationsmdoglichkeiten

Fiir Untersuchungen des Einflusses der Stimulation der VTA auf das fEPSP und den PS in der
CA1 Region war es zuerst notwendig eine zuverldssig induzierbare transiente Form der LTP
fiir fEPSP und den PS zu etablieren. Dafiir erfolgte die bereits beschriebene Stimulation der
cCA3 mit einem schwachen Tetanisierungsprotokoll, der PB-Stimulation, wodurch eine
transiente Form der LTP, sowohl fiir das fEPSP, als auch fiir den PS induziert werden konnte
(Abb.20). Dieses Stimulationsprotokoll wurde bereits in den Arbeiten von Diamond et al. aus
dem Jahre 1988 gut beschrieben, um plastizititsrelevante Vorgdnge bei in vitro
Untersuchungen, als auch an wachen Ratten zu induzieren (Diamond et al., 1988). So schien
anhand dieser Studien ein priméres Intervall von 140-170 ms in Kombination mit einer
hochfrequenten Serie aus 8-10 Impulsen bestehend, bei einer Frequenz von 100 Hz, optimal
fiir die Induktion einer LTP anhand der gemessenen Amplitude des PS in der CA1 Region zu
sein. Bei den hier durchgefiihrten in vivo Untersuchungen wurde ein dhnlich aufgebautes PB-
Protokoll zur Induktion einer transienten LTP bestehend aus einem einzelnen Initialimpuls
gefolgt von einer Reizfolge von 10 Impulsen 190 ms spéter bei einer Frequenz von 100 Hz
verwendet. Weiterhin konnten Arbeiten von Hassan et al. aus dem Jahre 2006 zeigen, dass
sich in Abhéngigkeit von der Stimulationsintensitit unterschiedliche Zeitverldufe der daraus
resultierenden LTP ergeben (Hassan et al., 2006). So kam es durch den Einsatz hoherer

Stimulationsintensitidten von 60% des maximalen fEPSP-slopes in der CA1 Region oft zu
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einer voriibergehenden Depression, gefolgt von der Ausbildung einer late-LTP. Bei einer
Reduzierung der Stimulationsintensitit auf 30% des maximalen fEPSP-slopes kam es zu
keiner voriibergehenden Depression, sondern es fand die unmittelbare Ausbildung einer LTP
statt. Dies verdeutlicht, dass neben dem Aufbau des Stimulationsprotokolls auch die
Stimulationsintensitit ausschlaggebend fiir die Ausbildung unterschiedlicher Formen der LTP
ist.

Des Weiteren kann der Einsatz einer ,,Doppel‘“-ableitelektrode zur simultanen Registrierung
des fEPSP und des PS besser zur exakten Ermittlung des Wertes der Stimulationsintensitit fiir
den jeweiligen Versuchseinsatz genutzt werden. Im Gegensatz zur Einzelableitung eines
fEPSP, welches nicht das asymptotische Maximum bei einer starken Stimulation erreicht,
folgt die Messung des Maximalwertes des PS einer individuellen asymptotischen
Charakteristik. Die Amplitude des PS reflektiert die Summe der sich entladenden Neurone
und die synchrone Aktivitit der Entladung, welche einen asymptotischen Level zur
hochstmoglich dargebotenen Stimulationsintensitéit erreicht. Leung und Au konnten bei in
vitro Untersuchungen zeigen, dass ein unterschiedlicher Grad der Potenzierung und ein
unterschiedlicher Zeitverlauf des fEPSPs nach der Applikation des PB-Protokolls bei
verschiedenen Stimulationsintensititen der I/O Beziehung fiir das fEPSP und den PS
entsprechen (Leung und Au, 1994). Der Einsatz einer PB-Stimulation auf dem Niveau der
Schwelle des PS ergab nur eine transiente Form der Potenzierung, wohingegen die PB-
Stimulation mit 50% der maximalen PSA eine Langzeitpotenzierung induzierte. Wihrend die
Applikation des PB-Protokolls mit der Stimulationsintensitit, welche das Maximum des PS
erzielt, keinerlei Potenzierung erzeugt, induziert ein PB-Protokoll mit der maximalen
Stimulationsintensitidt des fEPSP eine kleine aber lang anhaltende Potenzierung. Bei diesen
hier durchgefiihrten in vivo Studien wurde ein PB-Protokoll mit einer Stimulationsintensitét
von 25% der maximalen PSA gewidhlt. Die Verwendung dieser spezifischen
Stimulationsintensitdt war flir das hier eingesetzte PB-Protokoll gut geeignet, um eine early-
LTP, sowohl fiir das fEPSP, als auch fiir den PS zu induzieren (Abb. 20). Dies bildete die
Grundlage fiir weitere Untersuchungen, die zu moglichen Modulationen der early-LTP
fithren.

Nach der Theorie des ,,Synaptic Tagging™ kommt es unter Umstdnden durch die glutamaterge
Rezeptoraktivierung, wie zum Beispiel bei dem Einsatz eines Tetanisierungsprotokolls zur
Induktion einer LTP, zum Setzen eines ,,Synaptic Tag® an den aktivierten Synapsen (Frey und
Morris, 1997; Frey und Morris, 1998a). Dieser ,,Tag* wird bereits zu Beginn der Ausbildung

einer LTP gesetzt und bildet eine wesentliche Grundlage fiir eine mogliche Verstarkung einer
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early-LTP in eine late-LTP und ist damit wesentlich an der Ausbildung einer spiten Phase der
LTP beteiligt. Neben dieser glutamatergen Rezeptoraktivierung ist ein heterosynaptischer
Eingang notwendig, der diese Verstirkung einer early-LTP erst ermdglicht. Durch diese nicht
glutamatergen heterosynaptischen Eingéinge, wie zum Beispiel die dopaminerge Aktivierung
der D1/D5-Rezeptoren in der CA1 Region, kommt es iiber, bereits unter 1.7. beschriebene,
biochemische Prozesse letztendlich zur Synthese von PRPs, welche mit den an den aktivierten
Synapsen gesetzten ,,Tags® interagieren konnen und somit diese Verstirkung einer early- in
eine late-LTP erst ermoglichen. Der sich jetzt anschlieBende Diskussionsabschnitt wird sich

dabei zuerst mit der Verstirkung einer bereits induzierten early-LTP beschéftigen.

4.2.1. Modulation einer induzierten early-LTP

Bei der Erforschung der Prozesse, welche beim Lernen und der Gedichtnisbildung eine
wesentliche Rolle einnehmen, sind in vitro Untersuchungen essentiell, um iiberhaupt die
Prozesse auf zelluldrer und molekularer Ebene zu identifizieren. Dabei spielt der abgegrenzte
neuronale Bereich, zum Beispiel bei dem sehr spezifischen Wirkungsradius der Applikation
von pharmakologischen Substanzen eine wesentliche Rolle. Diese sehr spezifische Wirkung
auf ganz bestimmte Hirnareale ist bei der intracerebroventriculdren Applikation bei in vivo
Untersuchungen nicht gegeben.

Anhand von in vitro Arbeiten von Frey et al. konnte unter anderem in der CAl festgestellt
werden, dass eine dopaminerge Rezeptoraktivierung notwendig fiir die Ausbildung einer late-
LTP ist (Frey et al., 1990; Frey et al., 1991a; Frey et al., 1991b). Des Weiteren verdeutlichten
die in vitro Arbeiten von Chen et al., dass eine dopaminerge Rezeptoraktivierung auch die
Starke einer LTD in der CA1 modulieren kann (Chen et al., 1995; Chen und Tonegawa,
1997). In vitro wurde demzufolge verdeutlicht, dass eine dopaminerge Rezeptoraktivierung zu
einer Modulation einer LTP oder LTD fiihrt. Anhand dieser in vitro Ergebnisse l4sst sich eine
mogliche, entscheidende Bedeutung des dopaminergen Systems fiir die Vorginge beim
Lernen und der Gedéchtnisbildung ableiten. Eine erste wesentliche Frage, die sich dabei stellt
ist, ob im normalen physiologisch intakten S&ugetierorganismus eine dopaminerge
Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren in der hippokampalen CA1 Region ebenfalls einen
modulatorischen Einfluss auf eine induzierte transiente LTP aufweist. Dafiir war die

Aktivierung eines modulatorischen, dopaminergen Areals von entscheidender Bedeutung. Ein
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moglicher Kandidat war hierbei die VTA, da dieses Gebiet einen modulatorischen Eingang
zur CA1 Region bildet und selbst aus einer heterogenen Gruppe von dopaminergen Neuronen
besteht. Dieses Areal ist auBerdem ein Hauptbestandteil des mesolimbischen dopaminergen
Systems. Fiir genauere Erlduterungen zur VTA und im Speziellen zu deren dopaminergen
Projektionen zum hippokampalen Areal siehe Einleitung, Abschnitt 1.7.

Die Resultate dieser in vivo Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Verstirkung der
induzierten early-LTP in eine late-LTP durch die VTAhfs 15 min nach Induktion der early-
LTP moglich war (Abb.21). Bereits Studien an einem anderen hippokampalen Areal, wie dem
DG und durch Stimulation anderer modulatorischer Areale, wie zum Beispiel der BLA
nutzten diesen Zeitpunkt der Stimulation des modulatorischen Areals zur Verstirkung einer
early- in eine late-LTP (Frey et al., 2001). Aus diesem Grund wurde der Zeitpunkt auch fiir
die in vivo Studien in der CAl Region im Bezug zur Aktivierung der VTA genutzt. Die
Verstarkung einer transienten Form der LTP in eine late-LTP ist von der heterosynaptischen
Aktivierung (Frey, 1997; Frey und Morris, 1998a) und dem Einsetzen von Proteinsynthese
abhingig (Krug et al., 1984; Frey et al., 1988; Reymann et al., 1988; Reymann et al., 1988a;
Matthies et al., 1990). Durch die Induktion einer LTP in der hippokampalen CA1 Region,
durch Stimulation der cCA3 mittels des PB-Protokolls, kommt es nach der Theorie des
»Synaptic Tagging“ an den aktivierten Synapsen zum Setzen eines ,Tags™, eines
makromolekularen Komplexes (Frey, 1997). Dieser ,,Tag* ist nur fiir eine begrenzte Zeit an
den aktivierten glutamatergen Synapsen vorhanden. In diesem Zeitfenster muss die
heterosynaptische Aktivierung erfolgen, um eine Verstirkung der LTP durch Interaktion
zwischen dem ,,Tag® und den durch heterosynaptische Aktivierung synthetisierten PRPs zu
ermdglichen. AuBBerhalb dieses Zeitraums ist eine Verstarkung der LTP durch das nicht mehr
Vorhandensein eines ,,Tags* unmdglich. Bei in vivo Studien im DG wurde gezeigt, dass eine
heterosynaptische Aktivierung innerhalb von 30 min nach Induktion einer LTP erfolgen muss
und nach einer Stunde keine Verstarkung der LTP mehr festgestellt werden konnte (Frey et
al., 2001). Dies suggeriert, dass das Vorhandensein eines ,,Synaptic Tag* bei einem intakten
Organismus unter normalen physiologischen Bedingungen auf etwa 30 Minuten beschrinkt
ist und eine effektive Transformation in eine late-LTP nur in diesem begrenzten Zeitraum
erfolgen kann. Durch die Aktivierung der VTA und der damit verbundenen dopaminergen
Neurotransmitterfreisetzung werden die D1/D5-Rezeptoren in der CA1l aktiviert.
Experimentell konnte diese heterosynaptische dopaminerge Aktivierung durch die Blockade
der D1/D5-Rezeptoren mittel eines spezifischen Antagonisten (SCH23390) nachgewiesen

werden. Damit wurde die Abhéngigkeit dieser LTP Verstirkung vom dopaminergen
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Neurotransmittersystem gezeigt. Es konnte demzufolge durch die Blockierung der D1/D5-
Rezeptoren kein Dopamin binden und daraus resultierend keine Aktivierung der cAMP/PKA
Kaskade erfolgen (ndhere Details unter 1.7.; Brandon et al., 1995; Frey et al., 1993a;
Kameyama et al., 1998; Nguyen und Kandel, 1996), die zur Proteinsynthese von PRPs
notwendig gewesen wire. Das verdeutlicht, dass die Aktivierung des mesolimbischen
dopaminergen Systems, damit der Dopaminfreisetzung durch die dopaminergen Neurone der
VTA und letztendlich die Aktivierung des D1/D5-Rezeptoren, die Voraussetzung fiir die
Verstiarkung der early-LTP in eine late-LTP fiir das fEPSP und den PS in der CA1 Region
war. Dies suggeriert, dass die VTA, als heterogene Gruppe dopaminerger Zellen, eine
entscheidende Bedeutung bei der Regulation von am Lernen und der Gedéchtnisbildung
beteiligten Prozessen, wie zum Beispiel der LTP, besitzen kann. Des Weiteren ist Dopamin
am Langzeitgedéchtnis, im Speziellen bei den Prozessen zu dessen Verstirkung beteiligt
(Cooper et al., 1990; Schultz et al., 1993). Auch Studien von Gasbarri et al. zeigten zum
Beispiel, dass dopaminerge Neurone des Mittelhirns (zum Beispiel der VTA) auf ein Ereignis,
zum Beispiel Belohnung, Dopamin freisetzen, welches zu bestimmten Gehirnarealen, wie zur
hippokampalen Region gelangt und dort biochemische Prozesse in gang setzt (Gasbarri et al.,
1994). Ebenfalls konnte in einigen Studien die entscheidende Rolle des mesolimbischen
dopaminergen Systems fiir verschiedene Arten des Lernens gezeigt werden. So konnte zum
Beispiel die intrahippokampale Injektion eines Dopaminagonisten zum einen passive
Vermeidungsstrategien (Bernabeu et al., 1997) sowie visuelle Diskriminierung (Jork et al.,
1982) verstirken und zum anderen kann eine dopaminerge Ausschiittung im Hippokampus
die rdumliche Navigation beeinflussen (Gasbarri et al., 1994). Studien an Ratten zeigten, dass
bei Exploration eines vorher nicht zugénglichen Abschnittes einer Versuchsbox, es zu einem
signifikanten Anstieg des Dopaminlevels im Nucleus Accumbens kam, wobei dieser Effekt
unabhingig von der lokomotorischen Aktivitdt war (Rebec und Pierce, 1994). Dabei wurde
die erhohte Dopaminfreisetzung im Zusammenhang mit einer belohnenden Wirkung bei
freiwilliger Exploration von neuem interpretiert (Bardo et al., 1996). Die Aktivierung des
dopaminergen Systems scheint, schon aus evolutiondrer Sicht, stark mit dem Erkunden von
Neuem und den daraus resultierenden Errungenschaften, wie Belohnungen in Form von
Futter, Trinken, Sexualpartnern etc. zusammenzuhingen und verstirkt dadurch ebenfalls das
starke Interesse zum Verstindnis des dopaminergen Systems, besonders im Hinblick auf das
Lernen und der daraus resultierenden Gedéchtnisbildung. Die Erforschung der
Verschaltungen im neuronalen System und die dabei induzierten biochemischen Prozesse

machen besonders die Untersuchung am kompletten Organismus unter normalen
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physiologischen Bedingungen, vor allem in neurophysiologischer Sichtweise, zu einem sehr
interessanten Forschungsgebiet.

Neben der bereits diskutierten notwendigen DI1/D5-Rezeptoraktivierung zur Verstirkung
einer early-LTP in eine late-LTP, ist die Aktivierung der spiten Phase der LTP ebenfalls von
dem Prozess der Proteinsynthese abhingig (Krug et al., 1984; Frey et al., 1988; Reymann et
al., 1988; Reymann et al., 1988a; Matthies et al., 1990). Fiir den dafiir notwendigen
pharmakologischen Nachweis wurde der reversible Proteinsynthesehemmer Anisomycin
ebenfalls intracerebroventriculdr appliziert. Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass die
Verstiarkung der early-LTP, durch die VTAhfs, mittels Applikation von Anisomycin, sowohl
fiir das fEPSP, als auch fiir den PS verhindert wurde (Abb. 23A). Damit war ebenfalls das
Kriterium der Proteinsyntheseabhédngigkeit fiir die Aktivierung der spiten Phase einer LTP
pharmakologisch ~ nachgewiesen. = Auch  die  Applikation  des  irreversiblen
Proteinsynthesehemmers Emetin konnte die Ergebnisse der Applikation mit Anisomycin
bestitigen (Abb. 23B). Dies verdeutlicht, dass die Transformation einer early-LTP in eine
late-LTP in der hippokampalen CA1 Region, sowohl von der dopaminergen Aktivierung der
D1/D5-Rezeptoren, als auch von Proteinsynthese und der daraus resultierenden Interaktion
der PRPs mit den gesetzten ,,Tags an den aktivierten Synapsen abhéngig ist. Auch in anderen
hippokampalen Regionen, wie zum Beispiel dem DG konnte im intakten Saugetierorganismus
unter normalen physiologischen Bedingungen die Proteinsyntheseabhidngigkeit bei der
Verstirkung einer early-LTP in eine late-LTP nachgewiesen werden. In Arbeiten von Frey et
al. konnte zum Beispiel im DG gezeigt werden, dass die Applikation des reversiblen
Proteinsynthesehemmers Anisomycin 2 Stunden vor Induktion der LTP und der darauf
folgenden Stimulation der basolateralen Amygdala, welches normalerweise zu einer
Verstdarkung der LTP durch Aktivierung der muscarinergen / f-adrenergen Rezeptoren fiihrt,
verhindert werden konnte (Frey et al., 2001). Weiterhin wurde in dieser Studie nachgewiesen,
dass die Applikation von Anisomycin keinen Einfluss auf die Induktion und den Verlauf der
induzierten early-LTP hatte. Dies verdeutlichte noch einmal, dass nur die spate Phase der LTP
proteinsyntheseabhédngig war, jedoch die friihe Phase einer LTP proteinsyntheseunabhingig
induziert werden konnte.

Wie bereits beschrieben ist fiir die Aktivierung der spiten Phase der LTP die Synthese von
PRPs notwendig. Bei in vitro Untersuchungen von Sajikumar et al. wurde PKM( als erstes
LTP spezifisches PRP in der hippokampalen CA1 Region identifiziert (Sajikumar et al.,
2005b). In diesen Studien wurde weiterhin festgestellt, dass die Blockierung von PKMC( nicht
nur zum Ausbleiben der spiten Phase der LTP fiir das fEPSP im Bereich der apikalen
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Dendriten in der CA1 Region fiihrt, sondern dass es weiterhin zu einer Depression der
Basalaktivitdt oberhalb der 4. h nach LTP Induktion kommt. Bei den hier durchgefiihrten in
vivo Studien in der CA1 Region wurde zwar nicht die Blockierung von PKM( untersucht,
jedoch wurde die Ausbildung der spdten Phase der LTP durch die intracerebroventrikuldre
Applikation  eines  D1/D5-Rezeptorantagonisten  (Abb. 22) oder durch die
Proteinsyntheseblocker Anisomycin/Emetin (Abb. 23) verhindert. Dabei kam es bei der
Blockierung der D1/D5-Rezeptoren zu einem signifikanten Unterschreiten der Baseline fiir
das fEPSP in der CA1 ab der 6. h nach LTP Induktion bis zum Ende der 24 h Aufnahmen. Bei
der Untersuchung mit dem Proteinsyntheseblocker Anisomycin war die Unterschreitung der
Baseline fiir das fEPSP in der CA1 ab der 6. h tendenziell zwar vorhanden, aber statistisch
nicht signifikant, was eventuell an der grofen Streuung der geringen Anzahl (5) der
Versuchstiere liegen konnte. Bei den Untersuchungen mit dem Proteinsyntheseblocker
Emetin wurde das Niveau der Baseline fiir das fEPSP in der CAl ab der 4. h nach LTP
Induktion unterschritten, aber durch die geringe Anzahl (3) der Versuchstiere konnte keine
Priifung auf Signifikanz erfolgen. Damit kann bei dieser Analyse vorerst nur von einer
Tendenz gesprochen werden. Das Unterschreiten des Baselineniveaus fiir das fEPSP bei
diesen in vivo Untersuchungen konnte eventuell nach den Studien von Sajikumar et al., 2005b
auf die Blockierung von PKM( zuriickzufiihren sein (Sajikumar et al., 2005b). Fiir eindeutige
Aussagen bedarf es jedoch in vivo Untersuchungen mit der direkten Blockierung von PKMC.
Diese Analyse ist fiir zukiinftige Studien geplant. Im Bezug auf PKMC ist weiterhin bekannt,
dass die Phosphorilierung durch PKM({ die AMPA-Rezeptor vermittelte synaptische
Transmission erhoht (Ling et al, 2002) und in weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass
diese Funktion der AMPA-Rezeptoren wihrend der LTD vermindert ist (Gutlerner et al.,
2002; Hirai, 2001; Carroll et al., 1999). Dies konnte darauf hinweisen, dass die Hemmung von
PKMC zur Destabilisierung der Baselineaktivitdt fithren konnte.
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4.3. Modulation der hippokampalen CA1 Basalaktivitat

Wie schon im vorangegangen Versuchsabschnitt unter 3.2.2. und 4.2.1. anhand der
Modulation einer bereits induzierten early-LTP beschrieben und diskutiert, war es moglich
eine transiente LTP durch VTAhfs 15 min nach deren Induktion in eine
proteinsyntheseabhingige late-LTP, fiir fEPSP und PS zu verstirken. Damit konnte
nachgewiesen werden, dass iliber die VTAhfs die dopaminergen D1/D5-Rezeptoren in der
CALl aktiviert werden und dass diese Aktivierung einen modulatorischen Einfluss auf eine
transiente LTP hat. Dabei stellte sich jedoch die Frage, ob die alleinige Aktivierung der VTA
ebenfalls einen Einfluss auf die Stirke des fEPSP-slopes und PSA in der hippokampalen CA1
Region hat. Basierend auf Ergebnissen aus in vitro Studien, wobei die Applikation eines
D1/D5-Rezeptoragonisten (Sajikumar und Frey, 2004; Navakkode et al., 2007) die direkte
Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren (Huang und Kandel, 1995) oder die Aktivierung der PKA
Kaskade durch cAMP Analoge (Frey et al., 1993a) zu einer Potenzierung des fEPSP in
hippokampalen CA1l Schnitten fiihrte, sollte nun iiberpriift werden, ob in vivo an frei
beweglichen Ratten durch VTAhfs ein dhnlicher Effekt erzielt werden konnte. Es wurde dabei
auch in vivo verdeutlicht, dass es durch die VTAhfs zu einer Potenzierung fiir fEPSP und PS
kam (Abb.24). Damit konnten mit diesen in vivo Studien die in vitro Resultate bestdtigt
werden und somit auch eine tatsdchlich mogliche physiologische Relevanz des
mesolimbischen dopaminergen Systems und im Speziellen der VTA bei der Verstiarkung von
Langzeitpotenzierungen im intakten S&ugetierorganismus verdeutlicht werden. Besonders
ausfiihrliche Untersuchungen zu dieser so genannten ,,delayed-onset™ Potenzierung fanden in
den in vitro Arbeiten von Sheeja Navakkode et al. statt (Navakkode et al., 2007). In dieser in
vitro Arbeit konnte durch eine wiederholte Applikation eines D1/D5-Rezeptoragonisten die
Induktion einer delayed-onset Potenzierung gezeigt werden. Als Kontrolle erfolgten dabei
normale Teststimulationen ohne Applikation. Bei den in vivo Untersuchungen fand ebenfalls
eine Stabilitatskontrolle statt (Abb. 24), um mogliche andere Ursachen fiir eine Potenzierung
oder einen nicht stabilen Kurvenverlauf auszuschlieBen.

Wie schon bei der Verstirkung einer early-LTP in eine late-LTP durch VTAhfs gezeigt
wurde, war diese Verstirkung abhingig von der heterosynaptischen Aktivierung der D1/D5-
Rezeptoren. Eine solche Uberpriifung wurde auch bei der Induktion einer delayed-onset
Potenzierung  durch  eine  intracerebroventriculdire  Applikation des  DI1/D5-
Rezeptorantagonisten SCH23390 10 min vor VTAhfs durchgefiihrt, was zum Ausbleiben
dieser delayed-onset Potenzierung fiir fEPSP und PS fiihrte (Abb. 27). Dieses Ergebnis deckt
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sich mit den in vitro Studien von zum Beispiel Sheeja Navakkode et al., wobei ebenfalls
durch Applikation des DI1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390 die Ausbildung einer
delayed-onset Potenzierung verhindert wurde (Navakkode et al, 2007). Diese
Untersuchungen verdeutlichen, dass zur Induktion einer solchen delayed-onset Potenzierung
ebenfalls eine heterosynaptische dopaminerge Aktivierung notwendig war. Neben dieser
dopaminergen Rezeptoraktivierung ist fiir die Ausbildung einer delayed-onset Potenzierung
ebenfalls die glutamaterge Rezeptoraktivierung notwendig, worauf im spéteren Teil dieses
Abschnittes genauer eingegangen wird.

Neben den Ergebnissen der beschriebenen in vitro Studien (Sajikumar and Frey, 2004;
Navakkode et al., 2007) und diesen in vivo Untersuchungen, suggerierten jedoch andere
Studien, dass die dopaminerge Funktion in der hippokampalen CA1 eher an der Modulation
synaptischer Antworten beteiligt ist (Swanson-Park et al., 1999), wie zum Beispiel der
Uberfiihrung einer transienten LTP in eine late-LTP. Diese in vitro Untersuchungen wurden
jedoch in den Arbeiten von Sheeja Navakkode et al., welche eindeutig die Induktion einer
delayed-onset Potenzierung nachwiesen, kritisch diskutiert (Navakkode et al., 2007). So
wurde diskutiert, dass Unterschiede in der Behandlung der Schnitte, insbesondere der Dauer
der Prédinkubationszeit, zu eventuell unterschiedlichen Ergebnissen fiihren konnten. Wie
schon anhand von in vitro Studien aufgezeigt, handelt es sich bei dieser delayed-onset
Potenzierung um eine langsam ansteigende Form der Potenzierung, welche iiber 6 h Stunden
eine erhohte synaptische Aktivitit aufwies und somit bis in die spite
proteinsyntheseabhingige Phase der LTP hineinreicht (Sajikumar und Frey, 2004; Navakkode
et al., 2007). Dies deckt sich mit den in vivo Resultaten, wobei sich der Zeitverlauf der
induzierten delayed-onset Potenzierung flir das fEPSP und den PS sogar bis zu 24 h nach
VTAhfs von der Stabilitits-Kontrollgruppe signifikant unterschied. Es zeigte sich
demzufolge, dass diese delayed-onset Potenzierung auch unter normalen physiologischen
Bedingungen am wachen und frei beweglichen Tier die spite Phase der Potenzierung
aktiviert. Ein generelles, relevantes Kriterium fiir die Ausbildung einer spiaten Phase der LTP
ist die Proteinsyntheseabhéngigkeit, welche bereits in verschiedensten Studien nachgewiesen
wurde (Krug et al., 1984; Frey et al., 1988; Frey et al., 1993a; Frey et al., 1996; Reymann,
1988; Reymann et al., 1988b; Matthies et al., 1990; Nguyen et al., 1994; Frey und Morris,
1997). Diese Proteinsyntheseabhidngigkeit wird momentan auch bei den in vivo
Untersuchungen zur delayed-onset Potenzierung tiberpriift.

Weiterhin erfolgte bei den in vitro Studien von Sheeja Navakkode et al. der Nachweis der

gemeinsamen  Aktivierung der NMDA- und DI1/D5-Rezeptoren nach  zwei
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Untersuchungsansitzen (Navakkode et al., 2007). Zum einen verhinderte die gemeinsame
Applikation eines D1/D5-Rezeptoragonisten (SKF oder APB) und des NMDA-
Rezeptorantagonisten AP5 die Ausbildung einer delayed-onset Potenzierung. Zum anderen
kam es ebenfalls nicht zur Ausbildung dieser Potenzierung, wenn nach der wiederholten
Applikation des D1/D5-Rezeptoragonisten keine Kontrollstimulationen fiir den Zeitraum von
3 h erfolgten. Diese Versuchsansitze zur Notwendigkeit der synergistischen Aktivierung
beider Rezeptorsysteme, sowohl der glutamatergen, als auch der dopaminergen Aktivierung
wurden ebenfalls fiir die in vivo Untersuchungen tibernommen. Dabei zeigten sich &hnliche
Resultate, wie bei den in vitro Untersuchungen, sowohl bei Applikation des NMDA-
Rezeptorantagonisten APS5  (Abb.26), als auch bei der Unterbrechung der
Kontrollstimulationen fiir den Zeitraum von 3 h nach VTAhfs (Abb.25). Der Kurvenverlauf
der gemessenen PSA der Gruppe mit Applikation von AP5 bewegte sich zwar um die
Baseline, jedoch war die Streuung zwischen den Einzeltieren so grof3, besonders im Vergleich
zu der Arbeit von Sheeja Navakkode et al., dass zumindest fiir den PS nur eine positive
Aussage zur Unterdriickung der delayed-onset Potenzierung unter Vorbehalt getroffen werden
konnte. Mogliche Ursachen hierfiir kdnnten die geringe Anzahl der Versuchstiere, die zu
grof3e Streuung zwischen den wenigen Einzeltieren, die nicht optimale Konzentration der AP5
Applikation oder das normale Verhalten der Versuchstiere sein, wobei es zum Beispiel schon
vor Applikation von AP5 zur NMDA-Rezeptoraktivierung und zum Setzen von , Tags®
gekommen sein konnte. In vitro Studien haben jedoch eine sehr gute Wirksamkeit von AP5
bei der Unterdriickung einer delayed-onset Potenzierung nachgewiesen (Navakkode et al.,
2007). Auch andere in vivo Studien konnten bereits zeigen, dass eine intracerebroventriculdre
Applikation von AP5 mit einer Konzentration von 100 nmol und der Applikation 5 min vor
der Induktion einer LTP, deren Ausbildung unterdriickte (Frey et al., 2001). Fiir das
vollstindige Ausbleiben einer delayed-onset Potenzierung ist die komplette Deaktivierung der
NMDA-Rezeptoren notwendig. Sollte es jedoch bei einigen Tieren nicht zur vollstandigen
Deaktivierung der NMDA-Rezeptoren und somit zum Setzen von ,Synaptic Tags®
gekommen sein, konnte in Einzelfdllen zumindest eine teilweise Ausbildung einer delayed-
onset Potenzierung stattgefunden haben. Diese ersten Untersuchungen mit der
pharmakologischen Applikation von AP5 bediirfen zumindest in Bezug auf den PS weiterer
Untersuchungen.

Die Ergebnisse der Arbeit von Sheeja Navakkode et al. und dieser in vivo Arbeit zeigten, dass
die Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren essentiell fiir die Ausbildung einer delayed-onset

Potenzierung ist und das dies mit der Aktivierung der Adenylatcyclase, der darauf folgenden
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Aktivierung der cAMP abhéngigen PKA und letztendlich der Synthese von PRPs verbunden
sein muss (Frey, 2001; Frey et al.,, 1993a; Navakkode et al., 2007). Dies beinhaltet
demzufolge direkte Funktionen von PKA abhédngigen Prozessen, wie zum Beispiel der
Hochregulierung der NMDA-Rezeptor Funktionen (Raman et al, 1996). Bei den
Pyramidenzellen in der hippokampalen CAl Region konnte gezeigt werden, dass die
Induktion einer LTP auch die Beteiligung von AMPA-Rezeptoren in exzitatorischen
Synapsen beinhaltet. So konnte in Arbeiten von Mangiavacchi und Wolf gezeigt werden, dass
eine kurzzeitige Applikation eines D1/D5-Rezeptoragonisten die oberflichliche Expression
von Glutamat Rezeptorl enthaltenden AMPA-Rezeptoren durch die Steigerung der Rate der
Externalisierung an der extrasynaptischen Seite erhoht (Mangiavacchi und Wolf, 2004). Diese
Studien von Mangiavacchi und Wolf zu den D1/D5-Rezeptor-PKA abhidngigen Prozessen
wihrend der Induktion einer early-LTP unterstiitzen ebenfalls die Untersuchungsergebnisse
von Sheeja Navakkode et al., wo die Applikation eines D1/D5-Rezeptorblockers oder eines
PKA-Hemmers ein relativ frithes Stadium einer LTP nach etwa 60 min blockiert.
(Mangiavacchi und Wolf, 2004; Navakkode et al., 2007). Dies deckt sich mit den hier
durchgefiihrten in  vivo  Untersuchungen, zumindest im Hinblick auf die
intracerebroventriculdre Applikation eines D1/D5-Rezeptorantagonisten vor VT Ahfs, wobei
dessen Applikation die Ausbildung einer delayed-onset Potenzierung verhinderte, auch deren
frithe Phase.

Diese Daten inklusive der Resultate, der hier durchgefiihrten in vivo Arbeit, suggerieren eine
starke Notwendigkeit der D1/D5-Rezeptoraktivierung im Zusammenhang mit der NMDA-
Rezeptoraktivierung, wobei die Stirke der D1/D5-Rezeptoraktivierung mit zur Aktivierung
der nicht blockierten NMDA-Rezeptoren beitragen kann und es somit zum Setzen eines
»Synaptic Tags® an den aktivierten Synapsen, es letztendlich zur Interaktion zwischen den
“Tags* und den synthetisierten PRPs und damit zur Ausbildung einer delayed-onset

Potenzierung zumindest {iber den Zeitraum (in vivo) von mindestens 8 h kommt.
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4.4, LTD und deren Modulationsmdglichkeiten

4.4.1. Induktion einer early-LTD

Neben der bereits dargestellten und diskutierten Induktionsmdoglichkeit fiir eine transiente
LTP, der Einflussnahme des dopaminergen Systems auf die Stdrke und die Induktion von
Langzeitpotenzierungen fiir fEPSP und PS in der hippokampalen CAl Region an frei
beweglichen Ratten, stellte sich nun im dritten Hauptteil dieser Promotionsarbeit die Frage, in
wie weit auch eine Induktion einer LTD sowie in welcher Form in der CA1 Region moglich
ist. Erste Anhaltspunkte zur Induktion einer LTD in der hippokampalen CA1 Region unter
normalen physiologischen Bedingungen an Ratten fanden sich in Arbeiten von Denise
Manahan-Vaughan (Manahan-Vaughan, 1997; Manahan-Vaughan und Braunewell, 1999;
Manahan-Vaughan et al., 2000). In diesen Studien wurde jedoch nur gezeigt, dass die
Induktion einer LTD in der hippokampalen CA1 fiir das fEPSP bei Stimulation der Schaffer-
Kollateralen mit 900 Impulsen bei einer Frequenz von 1 Hz effektiv moglich ist. Eine
Untersuchung zur Induktion einer LTD iiber die Aktivierung des kommissuralen Weges fand
dabei nicht statt. Das bei dieser beschriebenen Arbeit eingesetzte Stimulationsparadigma mit
900 Impulsen bei einer Frequenz von 1 Hz kam bereits zum ersten Mal bei in vitro
Untersuchungen zum Einsatz, wo mit dieser Art der Stimulation eine LTD effektiv induziert
werden konnte (Dudek und Bear, 1992; Mulkey und Malenka, 1992). Weitere in vivo LTD
Studien, wie auch die hier durchgefiihrten Untersuchungen, nutzten die Aktivierung der
hippokampalen CA1 {ber den kommissuralen Weg und verwendeten dabei
Stimulationsprotokolle, welche sich von dem Protokoll mit 900 Impulsen bei 1 Hz, sowohl
bei der Stimulationsfrequenz, als auch bei der Anzahl der Stimulationen unterschieden
(Staubli und Scafidi, 1997). In dieser Arbeit wurden sowohl Untersuchungen an wachen und
frei beweglichen, als auch an anidsthesierten Ratten durchgefiihrt, wobei eine Anzahl der
Stimulationen von 900 und 3000 sowie Stimulationsfrequenzen von 1, 5 oder 10 Hz zum
Einsatz kamen. Dabei zeigte sich bei den Versuchen an frei beweglichen Ratten, dass eine
Stimulation mit 900 Impulsen bei einer Frequenz von 1 Hz und einer Stimulation mit 3000
Impulsen bei einer Frequenz von 5 Hz nicht zur Induktion einer LTD fiihrte. Erst bei
Erhohung der Frequenz auf 10 Hz und der Stimulation mit 3000 Impulsen zeigte sich eine
Induktion einer LTD, welche nach etwa 3 h wieder das Niveau der Baseline ereichte und
einen transienten Verlauf einer LTD aufwies. Die spéte, proteinsyntheseabhéngige Phase der

LTD konnte mit diesem Stimulationsprotokoll nicht aktiviert werden. Dieses
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Stimulationsprotokoll von Staubli und Scafidi wurde auch in diesen hier durchgefiihrten
Studien verwendet (Staubli und Scafidi, 1997). Es konnte dabei ebenfalls eine early-LTD fiir
das fEPSP in der CA1 durch Applikation einer LFS der cCA3 induziert werden, wobei eine
signifikant erniedrigte synaptische Aktivitét fiir 3 h nach Induktion der LTD fiir das fEPSP
festgestellt werden konnte (Abb.28). In vitro Studien von Parvez et al. zeigten aullerdem, dass
der Verlauf einer LTD neben dem verwendeten Stimulationsprotokoll, auch vom Ort der
Innervierung abhingig ist (Parvez et al., 2010). Dabei wurden monopolare Elektroden
innerhalb des Stratum radiatums der CA1 in hippokampalen Schnitten zur Stimulation von
zwel unabhingigen synaptischen Eingidngen, dem proximalen oder dem distalen Teil der
apikalen Dendriten, platziert. Es zeigte sich dabei, dass sowohl durch Applikation einer
schwachen, niederfrequenten Stimulation, als auch durch eine starke niederfrequente
Stimulation nur eine STD iiber den synaptischen Eingang des proximalen Teils der apikalen
Dendriten induziert werden konnte. Bei Aktivierung des synaptischen Eingangs des distalen
Teils der apikalen Dendriten durch eine starke niederfrequente Stimulation konnte eine late-
LTD induziert werden und bei Applikation einer schwachen niederfrequenten Stimulation
eine early-LTD. Diese Arbeiten von Parvez et al. verdeutlichen, dass im hippokampalen
Schnitt nur durch Aktivierung der synaptischen Eingénge des distalen Teils der apikalen
Dendriten eine late-LTD induziert werden konnte und im proximalen Teil unabhingig vom
Stimulationsprotokoll die Induktion einer late-LTD nicht moglich war (Parvez et al., 2010). In
diesen hier durchgefiihrten in vivo Studien konnte eine transiente LTD {iber das eingesetzte
LFS-Protokoll (3000 Impulse bei einer Frequenz von 10 Hz) induziert werden. Nach
Untersuchungen von Buzsaki et al. zur Konvergenz des verbindenden und kommissuralen
Signalweges auf die CA1 Neurone im Hippokampus der Ratte, projiziert die kontralaterale
CA3 cher zu den basalen Dendriten und dem proximalen Teil der apikalen Dendriten
(Buzsaki and Eidelberg, 1982). Dies wiirde mit den in vitro Ergebnissen von Parvez et al.
iibereinstimmen (Parvez et al., 2010). Jedoch ist festzuhalten, dass bei diesen hier
durchgefiihrten in vivo Studien nicht die Untersuchung zur Induzierbarkeit verschiedener
LTD Formen durch entsprechende Stimulationsprotokolle im Vordergrund stand, sondern der
Einfluss der VTAhfs auf eine transiente Form der LTD. Durch Modifikationen des
Stimulationsprotokolls, insbesondere auch der Stimulationsstdrke konnte es eventuell moglich
sein verschiedene Formen der LTD iiber die cCA3 Stimulation zu induzieren, wobei
besonders durch eine stirkere Stimulation moglicherweise groflere Areale ipsilateral
innerviert werden und es so ebenfalls zur Induktion einer late-LTD kommen kann. Dies wird

in weiteren Studien untersucht werden.
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4.4.2. Modulation einer induzierten early-LTD

In diesem Versuchsabschnitt wird dargelegt, dass die dopaminerge Aktivierung der D1/D5-
Rezeptoren in der CA1 Region ebenfalls einen modulatorischen Einfluss auf eine bereits
induzierte early-LTD hat. Dabei wurde, wie schon bei den Untersuchungen zur LTP, ein
spezifischer Zeitpunkt fiir die VTAhfs von 15 min nach Induktion einer sich normalerweise
transient ausbildenden LTD genutzt und es wie schon bei der Modulation der LTP, auch hier
zu einer Verstdrkung der early-LTD zu einer late-LTD am frei beweglichen Tier kam (Abb.
29). Dieser Stimulationszeitpunkt der VTA wurde vergleichbar zu den LTP Untersuchungen
gewihlt.

Es wird davon ausgegangen, dass die VTAhfs zur Freisetzung von Dopamin fiihrt, da die
VTA aus einer heterogenen Gruppe von dopaminergen Neuronen besteht und wie bei den
anderen Untersuchungen dieser Arbeit nachgewiesen wurde, dass durch VTAhfs die D1/D5-
Rezeptoren in der CA1 aktiviert werden. Uber die genaue Menge der Dopaminfreisetzung
kann allerdings keine Aussage getroffen werden, da dazu bisher keine Untersuchungen
durchgefiihrt wurden. Jedoch konnte in einer in vitro Arbeit von Sajikumar und Frey
zumindest am hippokampalen CA1 Schnitt nachgewiesen werden, dass eine Abhdngigkeit
von der Dopaminkonzentration besteht, ob es zur Ausbildung einer Potenzierung oder
Depression kommt. Dabei handelte es sich in diesem Fall um eine delayed-onset Potenzierung
oder eine delayed-onset Depression (Sajikumar und Frey, 2004). Es zeigte sich bei einer
wiederholten Applikation von 10 uM Dopamin eine delayed-onset LTD und bei Applikation
einer hoheren Dopaminkonzentration von 50 pM eine Potenzierung, eine delayed-onset LTP
fiir das fEPSP in der CA1l. Damit wurde verdeutlicht, dass Dopamin bei der Aktivierung der
D1/D5-Rezeptoren in der CA1, sowohl bei der Ausbildung einer late-LTP, als auch bei der
Ausbildung einer late-LTD beteiligt ist. Auch in dieser in vivo Arbeit an frei beweglichen
Ratten wurde nachgewiesen, dass es durch die heterosynaptische Aktivierung der D1/D5-
Rezeptoren mittels Dopamin zu einem spezifischen Zeitpunkt neben der Verstirkung einer
early-LTP, auch zur Uberfiihrung einer early-LTD in eine late-LTD kommt.

Fir die Ausbildung einer late-LTP oder late-LTD ist neben dieser heterosynaptischen
Aktivierung das Setzen von ,,Synaptic Tags* an den aktivierten glutamatergen Synapsen in
der friihen Phase einer LTP oder LTD erforderlich, was auch diese in vivo Arbeit
verdeutlicht. Erste in vitro Studien von Sajikumar et al. zur Analyse der dabei beteiligten
Enzyme beim Setzen des ,,Tags* bei LTP und LTD Prozessen verdeutlichten, dass es dabei

eine unterschiedliche Enzymbeteiligung zwischen LTP und LTD gibt. So ist fiir das Setzen
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eines spezifischen ,,Synaptic Tags*“ die CaMKII bei der LTP und die mitogenaktivierte
Proteinkinase (MAPK) bei der LTD in den apikalen Dendriten der CAl-Pyramidenzellen
verantwortlich (Sajikumar et al., 2007). Die gesetzten ,,Tags* sind also prozessspezifisch fiir
LTP oder LTD. Durch die dopaminerge Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren und der darauf
folgenden Kaskade, kommt es zur Synthese von PRPs. Diese PRPs sind vermutlich zum Teil
unspezifisch und kénnen damit sowohl von LTP-, als auch LTD-,, Tags* genutzt werden, zum
anderen konnen synthetisierte PRPs prozessspezifisch fiir LTP oder LTD sein (Sajikumar et
al., 2004; Sajikumar et al., 2005). In weiteren Studien von Sajikumar et al. wurde PKM( als
erstes prozessspezifisches PRP bei der Verstirkung einer LTP, jedoch nicht fiir die
Verstarkung einer LTD fiir das fEPSP in den apikalen Dendriten der CA1 Region entdeckt
(Sajikumar et al., 2005). Untersuchungen zur speziellen Enzymbeteiligung beim Setzen eines
»Synaptic Tag® und die Identifizierung von prozessspezifischen PRPs bei LTP oder LTD in
der CA1 konnten im zeitlichen Rahmen dieser in vivo Arbeit nicht durchgefiihrt werden, sind
jedoch fiir die nachsten in vivo Untersuchungen geplant.

Fiir die grundlegende in vivo Uberpriifung, der anhand von in vitro Untersuchungen
festgestellten notwendigen Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren zur Verstirkung einer early-
LTD, erfolgte in dieser Arbeit die pharmakologische Priifung der dopaminergen D1/D5-
Rezeptoraktivierung mittels Applikation des D1/D5-Rezeptorantagonisten SCH23390, um
damit diese spezifische Rezeptoraktivierung in der hippokampalen CA1l als einen der
essentiellen Bestandteile flir die Ausbildung einer spiten Phase der LTD ebenfalls
nachzuweisen (Frey et al., 1989; Frey et al., 1990; Frey et al., 1991b; Sajikumar und Frey,
2004). Durch diese Applikation konnte die Verstirkung der transienten LTD in eine late-LTD
verhindert werden (Abb.32). Damit wurde auch hier deutlich, dass die dopaminerge
Aktivierung der DI1/D5-Rezeptoren unter normalen physiologischen Bedingungen im
Sdugetierorganismus notwendig ist, um in der CA1 Region eine transiente LTD in eine late-
LTD fiir das fEPSP zu verstiarken. Durch diese Aktivierung und die dadurch ablaufenden
biochemischen Prozesse, die zur Synthese von PRPs fiihren, kommt es sowohl zur
Verstiarkung einer transienten LTP, als auch, wie in diesem Abschnitt dargelegt, einer
transienten LTD. Es kann sein, dass diese synthetisierten Proteine aus unspezifischen, als
auch aus prozessspezifischen PRPs bestehen. Dies wurde bereits in Arbeiten von Sajikumar et
al. diskutiert, wobei zum Beispiel die Prozessspezifitit von PRPs anhand von PKMC fiir die
LTP nachgewiesen wurde (Sajikumar et al., 2004; Sajikumar et al., 2005). Neben diesem

ersten festgestellten prozessspezifischen Protein konnten auch prozessunspezifische Proteine,
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wie die Phosphodiesterase Type-4B3, bei der Beteiligung an LTP, als auch LTD festgestellt
werden (Ahmed und Frey, 2003; Ahmed et al., 2004; Navakkode et al., 2004).

Im Verlauf dieser gesamten in vivo Untersuchungen wurde letztendlich gezeigt, dass durch
VTAhfs und damit der dopaminergen Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren im Bereich der
apikalen Dendriten nicht nur eine transiente LTP, sondern auch eine transiente LTD fiir das
fEPSP im Bereich der apikalen Dendriten zu einer late-LTP/-LTD verstiarkt werden konnte.
Im Bezug auf die Projektionen, der hier durchgefiihrten Aktivierung der cCA3 ist bekannt,
dass diese eher zu den basalen Dendriten und dem proximalen Bereich der apikalen Dendriten
der CAl projizieren (Buzsaki und Eidelberg, 1982). Damit kommt es beim Einsatz eines
Tetanisierungsprotokolls iiber diese Projektionen (zum Beispiel: PB-Protokoll) nicht nur,
nach der Theorie des ,,Synaptic Tagging®”, zum Setzen eines ,,Tags* an den aktivierten
Synapsen im Bereich der apikalen Dendriten, sondern auch an den aktivierten Synapsen im
Bereich der basalen Dendriten. Die dopaminergen D1/D5-Rezeptoren befinden sich jedoch im
Bereich der apikalen Dendriten, also weit entfernt von den basalen Dendriten im Stratum
oriens. Daraus ergibt sich fiir zukiinftige in vivo Studien die Frage, ob diese dopaminerge
Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren im Bereich der apikalen Dendriten durch VTAhfs,
ebenfalls zu einer Verstirkung einer sich normalerweise transient ausbildenden LTD/LTP im
Bereich der basalen Dendriten fiihrt. Wenn dies der Fall wire, wiirde dies suggerieren, dass
die dopaminerge Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren im Bereich der apikalen Dendriten einen
modulatorischen Einfluss auf die Aktivitit des gesamten Neurons in der CAl hitte und es
damit auch zur Interaktion des an den Synapsen im Bereich der basalen Dendriten gesetzten
»Tags* mit den durch die dopaminerge Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren synthetisierten
PRPs kommt. Fiir diese Untersuchung bedarf es weiterer in vivo, als auch in vitro Studien.
Damit zeigt sich, dass die Ergebnisse dieser in vivo Arbeit die Grundlage fiir weitere wichtige
Studien bilden konnten.

Das Einsetzen der Proteinsynthese und damit der Bildung der bereits beschriebenen PRPs ist
notwendig fiir die Ausbildung einer spiaten Phase der LTP, wie es zum Beispiel bei diesen in
vivo Studien in der CA1 gezeigt werden konnte, aber auch fiir die spate Phase der LTD, wie
es in anderen Studien gezeigt werden konnte (Krug et al., 1984; Frey et al., 1988; Frey et al.,
1989; Frey et al., 1991b; Frey et al.,, 1993a; Otani et al., 1989; Matthies et al., 1990b;
Matthies und Reymann, 1993; Frey und Morris, 1997; Abel et al., 1997). So wiesen auch
andere in vivo Studien an frei beweglichen Wistar Ratten die Abhédngigkeit der spdten Phase
der LTD von Proteinsynthese nach (Manahan-Vaughan et al., 2000). Dabei wurde sowohl

innerhalb einer Versuchsreihe der reversible Proteinsynthesehemmer Anisomycin, als auch in
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einer anderen Versuchgruppe der Proteinsynthesechemmer Emetin jeweils 2 h vor Induktion
einer LTD mit einem Protokoll, was normalerweise zur Ausbildung einer late-LTD fiihrt,
intracerebroventriculdr appliziert. Die Kontrollgruppe mit Applikation eines Vehicle zeigte
keine Beeintrachtigung der Ausbildung einer late-LTD, wohingegen durch Applikation von
Anisomycin oder Emetin die Ausbildung einer late-LTD verhindert wurde und es demzufolge
durch Unterdriickung der Proteinsynthese nur zur Ausbildung einer transienten Form der LTD
kam. Untersuchungen zur Abhingigkeit von der Proteinsynthese bei der Verstirkung einer
early-LTD konnten jedoch in dem zeitlichen Rahmen dieser hier vorgelegten Arbeit nicht
erfolgen und werden in den nichsten Schritten ebenfalls durchgefiihrt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass eine early-LTD durch Stimulation der VTA
15 min nach ihrer Induktion in eine late-LTD {iberfiihrt werden konnte. Es stellte sich nun die
Frage, kann die induzierte LTD auch verstirkt werden, wenn die VTA 15 min vor LTD
Induktion hochfrequent stimuliert wird? Es wurde dabei gezeigt, dass die VTAhfs 15 min vor
Induktion der LTD nicht zu deren Verstarkung fiihrt, jedoch war der Induktionslevel der
Initialdepression signifikant erniedrigt gegeniiber der LTD Induktion ohne zusitzliche
Aktivierung der VTA (Abb. 30). Es scheint also, dass die dopaminerge Aktivierung der
D1/D5-Rezeptoren zu einem spezifischen Zeitpunkt, in dieser Arbeit 15 min vor der
Induktion der LTD, einen eventuellen Einfluss auf die glutamaterge Aktivierung der NMDA-
Rezeptoren haben konnte. Fiir eine letztendliche Klirung dieses Ergebnisses bedarf es
allerdings noch weiterer Studien.

Diese gesamten Untersuchungen verdeutlichen, dass die Erforschung des Einflusses der VTA
zum Beispiel auf die Induktion und den Verlauf von plastizititsrelevanten Prozessen, wie LTP
und LTD in der hippokampalen CA1 von groBer Bedeutung ist und es der weiteren Kliarung

vieler offener Frage bedarf.
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Aussichten fur zuklnftige Untersuchungen

1.

In dieser Arbeit wurde die Verstiarkung einer early-LTP/early-LTD in eine late-LTP/late-
LTD durch VTAhfs 15 min nach LTP/LTD Induktion untersucht und bestitigt. Fiir
weitere Untersuchungen ist die experimentelle Feststellung des gesamten Zeitfensters fiir
das Vorhandensein des ,,Tags* an den aktivierten glutamatergen Synapsen vorgesehen,
sowie Untersuchungen zur VTAhfs vor Induktion einer early-LTP, wie es schon bei den

Untersuchungen zur LTD erfolgte.

Vervollstindigung der Untersuchungen zu den hier gezeigten LTD-Daten, insbesondere
die Erbringung des Nachweises der Proteinsyntheseabhiangigkeit fiir die Verstirkung
einer early-LTD in eine late-LTD durch VTAhfs. Fiir weitere Studien wire ebenfalls die
Ausweitung der Untersuchungen auf die Methode der Doppelableitung von fEPSP und
PS moglich.

Fiir kiinftige, noch spezifischere pharmakologische Untersuchungen wird momentan
ebenfalls an Priparationstechniken zur intrahippokampalen Applikation von Substanzen
gearbeitet, um einen noch genaueren Wirkungsradius der eingesetzten Substanzen zu
ermdglichen. Insbesondere besteht iiber diese Methode die Moglichkeit in vivo VTA

induzierte spezifische PRPs, als auch ,,Tag“~-Molekiile zu identifizieren.

Die hier gezeigten Ergebnisse beruhen alle auf VTAhfs. Fiir weitere Untersuchungen,
wire jedoch ebenfalls die Frage interessant, ob es bei einer niedrigfrequenten Stimulation
der VTA ebenfalls zu Verstarkungseffekten fiir LTP/LTD kommt und ob es damit auch

moglich ist eine delayed-onset Potenzierung zu induzieren.
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5. Zusammenfassung

Anhand der am besten untersuchten Modelle der synaptischen Plastizitét, der LTP und LTD,
wurden in dieser Arbeit neben ihrer Induzierbarkeit, vor allem deren
Modulationsmoglichkeiten durch Aktivierung der VTA untersucht sowie der Einfluss der
VTAhfs auf die Basalaktivitdt von fEPSP und PS in der hippokampalen CA1 iiberpriift.

Fiir die Durchfiihrung dieser in vivo Studien wurde die Methode der Doppelableitung zur
gleichzeitigen, stabilen Registrierung von fEPSP und PS am Ort ihrer Generierung eingesetzt
und damit in der CA1 Region an frei beweglichen Ratten etabliert. Diese Doppelableitung
stellt fiir zukiinftige Untersuchungen ein wichtiges methodisches Werkzeug dar. Die
Moglichkeit der stabilen Doppelableitung konnte bereits in fritheren Studien am DG ebenfalls
an frei beweglichen Ratten gezeigt werden.

Als Grundlage fiir die durchgefiihrten Untersuchungen war es notwendig eine transient
verlaufende Form von LTP und LTD zu induzieren. Dabei erfolgte die Stimulation der cCA3
mit dem entsprechenden Stimulationsprotokoll. So konnte durch die Tetanisierung der cCA3
mit einem schwachen Tetanus, dem so genannten PB-Stimulationsprotokoll eine transiente
Form der LTP zuverlissig fiir das fEPSP und den PS in der CA1 induziert werden. Aufgrund
dieser Basis war es mdglich die Modulierbarkeit dieser induzierten early-LTP zu iiberpriifen.
Nachdem in vitro Ergebnisse einen eindeutigen Einfluss durch dopaminerge Aktivierung der
D1/D5-Rezeptors auf die Verstirkung einer LTP und LTD nachgewiesen haben, war die
Ausweitung dieser Untersuchungen auf den kompletten, physiologisch intakten Organismus
der néchste logische Schritt. Dabei war die VTA mit ihrem sehr gro3en Anteil dopaminerger
Neurone und afferenten Verbindungen zur hippokampalen CA1 Region ein ideales Areal fiir
diese Untersuchungen.

Die VTAhfs zu einem spezifischen Zeitpunkt, genau 15 min nach Induktion einer LTP,
konnte diese normalerweise transient verlaufende LTP so verstirken, dass selbst nach 24 h
noch eine deutlich signifikante Erh6éhung der synaptischen Effizienz festgestellt werden
konnte. Damit wurde die induzierte early-LTP durch die VT Ahfs in eine late-LTP fiir fEPSP
und PS verstirkt. Um jedoch den genauen Nachweis fiir eine dopaminerge Abhingigkeit
dieser Verstarkung zu erbringen, wurden pharmakologische Untersuchungen durchgefiihrt.
Dabei konnte durch eine intracerebroventriculire Applikation eines D1/D5-
Rezeptorantagonisten 10 min vor VTAhfs, jedoch nach Induktion der early-LTP, diese
Verstiarkung in eine late-LTP verhindert werden. Fiir eine solche spdte Phase der LTP ist

ebenfalls die Aktivierung der Proteinsynthese notwenig. Zu deren Uberpriifung erfolgte die
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intracerebroventriculdre Applikation des Proteinsynthesehemmer Anisomycin und in einer
weiteren Versuchsgruppe die intracerebroventriculare Applikation von Emetin jeweils 10 min
vor VTAhfs und nach Induktion der early-LTP. Dies fiihrte bei beiden
Proteinsynthesehemmern zum Ausbleiben der Verstirkung in eine late-LTP.

Die LTP ist jedoch nicht der alleinige, bekannte Mechanismus im Hippokampus, welcher am
Lernen und der Gedichtnisbildung beteiligt sein konnte. Fiir die Untersuchungen zur
Modulationsmoglichkeit einer LTD war zuerst eine transiente Form notwendig. Dabei konnte
durch die Stimulation der cCA3 mit 3000 Impulsen bei einer Frequenz von 10 Hz zuverléssig
eine early-LTD in der CA1 Region induziert werden. Auf Grundlage dieser transienten LTD
wurde der Einfluss der VT Ahfs ebenfalls 15 min nach Induktion der early-LTD tiberpriift. Es
konnte dabei ein dhnlicher Effekt, wie bei der Verstiarkung der LTP registriert werden und die
sich normalerweise transient ausbildende LTD wurde zu eine late-LTD verstirkt. Diese
Verstarkung wurde auf die dopaminerge Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren in der CAl
untersucht. Dabei ergab die intracerebroventriculdre Applikation 10 min vor VTAhfs und
nach Induktion einer early-LTD das Ausbleiben der Verstirkung zu einer late-LTD. Damit
wurde deutlich, dass das mesolimbische dopaminerge System nicht nur an der Modifikation
der LTP, sondern auch an der Modifikation der LTD in der hippokampalen CA1 Region im
normalen, physiologisch intakten Sdugetierorganismus beteiligt sein kann.

Nach diesen Untersuchungen zur Modifikation von LTP und LTD konnte ebenfalls eine
Beteiligung der dopaminergen Aktivierung der D1/D5-Rezeptoren an der Induktion einer
Potenzierung in der hippokampalen CA1 Region nachgewiesen werden. Dabei fiihrte eine
VTAhfs zur Ausbildung einer delayed-onset Potenzierung fiir fEPSP und PS. Diese delayed-
onset Potenzierung beschreibt einen langsamen und verzogerten Anstieg des fEPSP-slopes
und der PSA nach VTAhfs. Eine Uberpriifung der Abhingigkeit vom dopaminergen
Transmittersystem erfolgte hier ebenfalls durch die intracerebroventriculére Applikation eines
D1/D5-Rezeptorantagonisten 10 min vor VTAhfs. Dies fiithrte zum Ausbleiben dieser
Potenzierung fiir fEPSP und PS. Zusdtzlich wurde die Beteiligung der NMDA-
Rezeptoraktivierung an der Induktion dieser delayed-onset Potenzierung, zum einen durch
Blockade der NMDA-Rezeptoren durch intracerebroventriculdre Applikation des NMDA-
Rezeptorantagonisten AP5 10 min vor VTAhfs und zum anderen durch das Ausbleiben der
Teststimulationen der cCA3 fiir 3 h nach VTAhfs untersucht. Beide Untersuchungsmethoden
filhrten zur Unterdriickung der Ausbildung einer delayed-onset Potenzierung. Damit zeigte
sich, dass die Induktion dieser delayed-onset Potenzierung in der hippokampalen CA1 Region

von der synergistischen Aktivierung, sowohl der glutamatergen, als auch der dopaminergen
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Rezeptoraktivierung abhingig ist. Die in dieser Arbeit ermittelten Resultate verdeutlichen
insgesamt eine groBe Bedeutung der dopaminergen Rezeptoraktivierung in der
hippokampalen CA1 Region und der damit verbundenen Beteiligung der VTA bei der
Ausbildung und der Modifikation von Langzeitpotenzierungen und Langzeitdepressionen.
Das mesolimbische dopaminerge System scheint bei den Prozessen, die beim Lernen und an

der Bildung von Gedéchtnisinhalten beteiligt sind, eine besondere Bedeutung zu besitzen.
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7. Aklrzungsverzeichnis

AMPA
AP

APS
ATP
CA

CAl
CA3
CaMKII
cAMP
cCAl
cCA3
CREB
DG
DNA
DV
early-LTP
early-LTD
fEPSP
GABA
GDP

Gs

GTP

hf

1.c.v.
I/O

L.p.
IPSP
LFS
LTP
late-LTP
LTD

o-Amino-3-hydro-5-methyl-4-isoazol-propionséure
anterior-posterior
D-2-amino-5-phosphonopentanoate
Adenosintriphosphat

Cornu ammonis

Cornu ammonis 1

Cornu ammonis 3
a-Calcium-Calmodolin-abhéngigen Proteinkinase II
zyklisches Adenosin-3’,5-monophosphat
kontralaterale CA1 (Cornu ammonis 1)
kontralaterale CA3 (Cornu ammonis 3)

cAMP response element-binding protein

Gyrus dentatus

Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid)
dorso-ventral

early- long-term potentiation

early- long-term depression

exzitatorisches postsynaptisches Feldpotential
Gamma-Aminobuttersdure

Guanaosin-3, 5’-diphosphat

stimulatorisches G-Protein

Guanaosin-3, 5’-triphosphat

hippokampale Fissur

intracerebroventriculér

Input/Output

intraperitoneal

inhibitorisches postsynaptisches Potential
niedrigfrequente Stimulation (engl. low-frequency stimulation)
Langzeitpotenzierung (engl. long-term potentiation)
late-long-term potentiation

Langzeitdepression (engl. long-term depression)
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late-LTD
MAPK
MF
mGIluR
mRNA
ML
NMDA
NMDAR

late-long-term depression

mitogenaktivierende Proteinkinase

Moosfasern

metabotroper Glutamatrezeptor

Boten-Ribonukleinsdure (engl. messenger ribonucleic acid, mRNA)
medio-lateral

N-methyl-D-aspartat

N-methyl-D-aspartat Rezeptor

non-NMDAR non- N-methyl-D-aspartat Rezeptor

PB
PKA
PKC
PKME
PP

PRP

PS

PSA
PTP

S

SC
SCH23390
s.Im.
s.0.

s.p.

S.I.

STD
STP
VTA
VTAhfs

primed burst

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Proteinkinase M zeta

Tractus perforans (engl. perforant path)
plasticity-related protein

Summenaktionspotential (engl. population spike)

Summenaktionspotential-Amplitude (engl. population spike amplitude)

posttetanische Potenzierung

Subikulum

Schaffer-Kollaterale

R (+)-SCH23390-Hydrochlorid

Stratum lacunosum moleculare

Stratum oriens

Stratum pyramidale

Stratum radiatum

Kurzzeitdepression (engl. short-term depression)
Kurzzeitpotenzierung (engl. short-term potentiation)
ventrales tegmentales Areal

elektrische hochfrequente Stimulation der VTA
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Anhang
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