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1. Einleitung

1.1. Lernen, Angst und Emotionen — Die Rolle der Amygdala

Lernen, Angst und Emotionen sind Leistungen neuronaler Strukturen des zentralen
Nervensystems. Dabei dient der Prozess des Lernens dem Erwerb neuen Verhaltens
und dadurch einer besseren Anpassung an die Umwelt. Bei diesem Prozess, vor allem
im Zusammenhang mit Angst und Emotionen, spielt die Amygdala eine wesentliche
Rolle. Die Amygdala gehort neben dem Gyrus cinguli, dem Gyrus parahippocampalis
und dem Hippocampus zum limbischen System (Rolls, 1992).

Die als klassische Konditionierung bekannt gewordene Form eines Lernmodells war die
erste detaillierte Untersuchung und beschrieb dabei eine einfache Erscheinung des
assoziativen Lernens. Dazu machte Iwan Petrowitch Pawlow 1927 =zufallig die
Entdeckung, dass ein neutraler Reiz (konditionierender Stimulus, CS) nach der
wiederholten Prasentation mit einem unkonditionierten Reiz (US) in der Lage war, die
gleiche Reaktion auszulosen wie der unkonditionierte Reiz allein (Blair et al., 2001;
LeDoux, 2000). Die Konsequenz wére eine charakteristisch ausgepragte Anderung des
Verhaltens und die Antwort des autonomen und endokrinen Systems wahrend der
Prasenz einer modglichen Gefahr (Blanchard and Blanchard, 1969; Bolles and
Fanselow, 1982; Smith et al., 1980). Besonders die Angstkonditionierung erfolgt schnell
und ist lang anhaltend, vorausgesetzt, sie erfolgt durch klar definierte Reize mit
entsprechenden Reaktionen. Dieses Phanomen ist im Tierreich weit verbreitet. Dabei
sind in verschiedenen Wirbeltierarten ahnliche neuronale Vernetzungen involviert.
Daher ist die Angstkonditionierung eines der am besten untersuchten Modelle fur
Lernen und Gedachtnis (Davis and Lee, 1998; LeDoux, 2000; Maren and Fanselow,
1996; Rogan et al., 2001).

Die gleichzeitige Verarbeitung eines konditionierenden und eines unkonditionalen
Reizes in Form von sensorischen Informationen in der Amygdala ist die Voraussetzung
fur die Angstkonditionierung (Campeau and Davis, 1995; Davis and Lee, 1998;
Fanselow and LeDoux, 1999). Dieses wurde fir die auditorische Angstkonditionierung
am deutlichsten gezeigt. Dabei erreichen direkt auditorische Eingange vom Thalamus
und vom auditorischen Kortex den lateralen Kern der Amygdala. Dieser Kern dient

dabei als sensorische Schnittstelle in der Amygdala (Doron and LeDoux, 1999;



McDonald, 1998; Pitkanen et al.,, 1997). Die laterale Amygdala sendet direkt und
indirekt Efferenzen zum zentralen Kern der Amygdala (Pare et al., 1995b; Pitkanen et
al., 1997), welche in Projektionen zum Hirnstamm und Hypothalamus umgeschaltet
werden. Diese Regionen regulieren dann das Abwehrverhalten und die damit
verbundenen autonomen und endokrinen Reaktionen in der Gegenwart eines aversiven
Reizes. Weitere Verbindungen bestehen auch zum Hippocampus, in dem dann
Gedachtnisinhalte generiert werden. Im Hippocampus findet im Gegensatz zur
Amygdala die Verarbeitung der Stresssituation statt (Kim and Fanselow, 1992; Maren et
al., 1997; Maren and Fanselow, 1997; Phillips and LeDoux, 1992).

Die Rolle der Amygdala bei den Prozessen der Angstkonditionierung konnte in
mehreren Lasionsstudien, in denen die Amygdala gezielt zerstort wurde, nachgewiesen
werden. Dabei fuhren diese Lasionen zu einem ausgepragten und zum Teil kompletten
Verlust einer grollen Anzahl der Pawlowschen konditionalen Angstreaktionen, wie
Schreckstarre, verstarktes Erschrecken, Analgesie, Hypertension und ultraschallartige
Stimmbildung (Davis, 1992; Fanselow and Kim, 1994; Goldstein et al., 1996;
Helmstetter, 1992; Kapp et al., 1979; LeDoux et al., 1988). Bei Lasionen der lateralen
Amygdala kommt es zu einer verminderten Schreckstarre und Blutdruckreaktion bei der
Prasentation des konditionierenden Reizes mit der gleichen Auspragung wie in der
Kontrollgruppe mit ungepaarter Prasentation von konditionierendem und
unkonditionalem Stimulus (LeDoux et al., 1990). Das bedeutet, dass solche Lasionen
nicht mit der Moglichkeit der Wahrnehmung von CS und US interferieren, sondern mit
der Fahigkeit der Assoziation zwischen dem CS und dem US (Fanselow and LeDoux,
1999).

Weiterhin spielt die Amygdala eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung sozialer
Informationen von Gesichtsausdricken. Dieses wurde in mehreren Studien an
Menschen und Affen nachgewiesen (Adolphs et al., 1994; Adolphs et al., 1998; Adolphs
et al., 1999; Adolphs et al., 2001; Adolphs, 2002; Blair et al., 1999; Morris et al., 1996).
Dabei bediente man sich sogenannter emotionaler Basisgesichtsausdrucke (Ekman
and Friesen, 1976), wie Gliicklichsein, Uberraschung, Angst, Zorn, Ekel und Trauer. Bei
einer bilateralen Amygdalalasion war die Beurteilung der Vertrauenswurdigkeit und
Zuganglichkeit anhand des Gesichtsausdruckes beeintrachtigt (Adolphs et al., 1998).
Klinisch zeigt sich diese Erscheinung beim Urbach — Wiethe — Syndrom, bei dem zwar
die kognitiven Fahigkeiten nur gering beeintrachtigt sind, es aber zu einer deutlichen

Reduktion der Urteilsfahigkeit bezlglich des emotionalen Gesichtsausdrucks kommt



(Siebert et al., 2003). Bei Erwachsenen scheinen negative Gesichtsausdricke die
Amygdala starker zu aktivieren als neutrale, wobei es hauptsachlich zur Aktivitat der
linken Amygdala kommt (Breiter et al., 1996).

Ebenfalls haben Patienten mit einer Temporallappenepilepsie oder Morbus Alzheimer
pathologische Veranderungen im Bereich der Amygdala. So kommt es im Verlauf der
frontotemporalen Demenz vom Typ Alzheimer auch zur Atrophie des
Amygdaloidkomplexes (Boccardi et al., 2002). Weiterhin zeigen Patienten nach der
Entfernung des Temporallappens aufgrund einer Temporallappenepilepsie deutliche
Defizite bei der klassischen Konditionierung (LaBar et al., 1995; LaBar and LeDoux,
1996). Zu nennen ware aulRerdem auch das Kliver — Bucy — Syndrom. Es wurde 1939
von Kluver und Bucy bei Rhesusaffen beschrieben, bei denen beide Temporallappen
mit Uncus, Amygdala und Teilen des Hippocampus entfernt wurden (Kluver and Bucy,
1997). Danach zeigten diese Tiere emotionale Blindheit, extreme orale Tendenzen,
abnormes Essverhalten, Esspraferenzen, Hypersexualitat und einen Mangel an Angst
und affektiven Reaktionen.

Diese klinischen Erscheinungen verdeutlichen die Komplexitat der integrativen Funktion
der Amygdala im neuronalen Netzwerk und ihre klinische Relevanz bei Stérungen

dieser Struktur.

1.2. Die Amygdala und ihre neuronalen Verbindungen

1.2.1. Lokalisation und Anatomie

Die Amygdala, umgangssprachlich auch Mandelkern genannt, befindet sich im
ventralen, anteriomedialen Teil des Temporallappens. Der Name wurde von Karl
Friedrich Burdach schon im 19. Jahrhundert gepragt, als er eine mandelférmige Struktur
im menschlichen Temporallappen beschrieb (McDonald, 2003). Dieser Teil der
Amygdala wird heute als basolateraler Komplex bezeichnet (Sah et al., 2003). Die
meisten anatomischen Studien, die weitestgehend die architektonische Struktur und die
anatomischen Verbindungen der Amygdala beschreiben, wurden am Rattengehirn
durchgefuhrt (Alheid et al., 1995; De Olmos et al., 1985; McDonald, 1998; Pitkanen et
al., 2000).



Kerngruppe Kerne Unterkerne, Divisionen

Tiefe Kerne Lateraler Kern (LA) Dorsolaterale Division (Lq)
Ventrolaterale Division (L)

Mediale Division (L)

Basaler Kern (B) Magnozellulare Division (Bmc)
Intermediare Division (B;)

Parvizellulare Division (Byc)

Akzessorischer basaler Kern (AB) Magnocellulare Division (ABmc)

Parvizellulare Division (ABpc)

Oberflachliche Kerne Kern des lateralen olfaktorischen Traktes (NLOT)

Bed nucleus des akzessorischen olfaktorischen
Traktes (BAOT)

Anteriorer kortikaler Kern (CO,)

Medialer Kern (M) Rostrale Division (Bailey et al., 1999)
Zentrale Division

Dorsaler Teil (Mgq)

Ventraler Teil (Mc,)

Kaudale Division (M)

Periamygdaloider Kortex Periamygdaloider Kortex (Malenka et al.,
1989)

Mediale Division (PAC,)

Sulcale Division (PAC;)

Posteriorer kortikaler Kern (CO,)

Andere amygdaloide Regionen | Anteriore amygdaloide region (AAA)

Zentraler Kern (CE) Kapsulare Division (CE.)

Laterale Division (CE))

Intermediare Division (Bordi and LeDoux,
1994)

Mediale Division (Rogan and LeDoux,
1995)

Amygdalohippokampale Region (AHA) Mediale Division (AHA,)
Laterale Division (AHA))

Interkalierte Kerne (l)

Tab. 1.1.: Anatomische Aufteilung der Amygdala in ihre Kerngebiete, Kerne und Unterkerne (Pitkanen et
al., 1997).

Die Amygdala kann nach verschiedenen Klassifikationsschemata eingeteilt werden.
(Pitkanen et al., 1997) beschrieben 3 Kerngebiete mit 13 Kernen und entsprechenden
Unterkernen, respektive Divisionen (Tab. 1.1.). Die Unterteilung erfolgte in eine tiefe,
eine oberflachliche und eine zusatzliche Kerngruppe. Nach der Nomenklatur von Price
et al. (1987) kann die Amygdala auch in einen basolateralen, kortexahnlichen und

zentromedialen Teil eingeteilt werden. Dabei wurden die interkalierten Zellmassen und




die amygdalohippocampale Region separat benannt (Sah et al.,, 2003). Hierbei
entspricht die basolaterale Kerngruppe den tiefen Kernen und die kortexahnlichen

Kerne der oberflachlichen Kerngruppe.

1.2.2. Die funktionelle Organisation der Amygdala und ihre Verbindungen

Die funktionelle Organisation der Amygdala begrindet sich entsprechend ihrer
evolutionaren Entwicklung. Da gibt es mehrere Theorien. Einige Autoren sehen im
amygdaloiden Komplex das erweiterte Kontinuum im basalen Telenzephalon, das
rostral die kaudale Spitze des Mantelteils des Nukleus accumbens erreicht (Alheid et
al.,, 1995; Martinez-Garcia et al.,, 2002). Andere unterscheiden aufgrund der
Verbindungen, der Chemoarchitektur und des heterogenen Ursprungs verschiedene,
nicht verwandte, anatomische Strukturen, mit pallialen und subpallialen Anteilen anhand
vier verschiedener funktioneller Systeme. Diese waren das olfaktorische, das
akzessorische, olfaktorische (vomeronasale), das autonome und das frontotemporale,
kortikale System (Puelles et al., 2000; Swanson and Petrovich, 1998). Dabei setzt sich
der palliale Anteil aus der oberflachlichen Gruppe mit hauptsachlich laminarer
Organisation - daher auch kortikale Amygdala genannt - und der tiefen Gruppe bzw.
basolateralen Amygdala zusammen. Die subpalliale Amygdala setzt sich aus einer
striatalen Komponente der zentralen Amygdala und einer subpallialen Komponente der
medialen Amygdala zusammen, die teilweise auch palliale Elemente enthalt (Martinez-
Garcia et al., 2002; Medina et al., 2004).

Die Amygdala ist, wie oben gezeigt, anatomisch heterogen (Goosens and Maren,
2001). Sie setzt sich dabei aus verschiedenen Kernen zusammen und erhalt
verschiedene sensorische Eingange (Pitkanen et al., 1997;Swanson and Petrovich,
1998). Dabei ist die Vernetzung innerhalb der Amygdala sehr komplex und soll am
Beispiel des lateralen Kerns der Amygdala naher erklart werden. Fur das weitere
Verstandnis gibt es mehrere Ubersichtsartikel, die die komplizierte Architektur der
Amygdala sehr detailliert und umfassend beschreiben (Pitkanen et al., 1997; Pitkanen
and Amaral, 1998; Sah et al., 2003)

Bei der Angstkonditionierung durch visuelle und auditorische, konditionierende Stimuli
spielt der basolaterale Komplex, eingeschlossen die laterale, die basolaterale und

basomediale Amygdala sowie die zentrale Amygdala, eine wesentliche Rolle (Campeau



and Davis, 1995). Afferenzen mit auditorischem Inhalt gelangen vom medialen Corpus
geniculatum des Thalamus zur Amygdala (Quirk et al., 1997) und terminieren an
Neuronen des lateralen Kerns (Doron and LeDoux, 1999; LeDoux et al., 1990; LeDoux
et al., 1991), nicht aber im zentralen, basomedialen oder basolateralen Kern (LeDoux et
al.,, 1990; LeDoux et al.,, 1991). Weitere thalamische Strukturen, die zur lateralen
Amygdala projizieren, sind der Nucleus suprageniculatum und der posteriore
intralaminare Kern, die Afferenzen vom inferioren Colliculus und dem Ruckenmark
erhalten (Bordi and LeDoux, 1994). Neuronen des auditorischen Kortex Ubertragen
ebenfalls ihre sensorische Information zur Amygdala (Romanski and LeDoux, 1992).
Diese projizieren zu den gleichen amygdaloiden Kernen wie die Neurone des medialen
Corpus geniculatum (LeDoux et al., 1991). Dabei sind die terminalen Kkortikalen
Eingange topografisch organisiert (Romanski et al., 1993).

Die intranuklearen Divisionen der lateralen Amygdala unterscheiden sich in ihrem
Antwortverhalten auf auditorische und somatosensorische Reize. Die dorsale Division
reagiert sowohl auf auditorische und somatosensorische Stimuli, die ventrolaterale nur
auf somatosensorische Reize und die ventromediale Division auf keine dieser
Stimulationsarten. Daraus ist zu schlussfolgern, dass die dorsale, laterale Amygdala
eine Konvergenzstelle fiur auditorische und somatosensorische Reize darstellt
(Romanski et al., 1993).

Weitere Eingange erhalt die Amygdala vom prafrontalen Kortex. Dieser wird in mehrere
Bereiche unterteilt, die zu unterschiedlichen Kernen und Divisionen der Amygdala
projizieren. Davon gelangen hauptsachlich Afferenzen vom pralimbischen und
infralimbischen Kortex sowie Teilen der Inselrinde zur lateralen Amygdala (McDonald et
al., 1996).

Eine wesentliche Verbindung der lateralen Amygdala besteht zum zentralen Kern der
Amygdala. Dabei erhalt die laterale Division hauptsachlich direkte Eingange des
lateralen Kerns. Projektionen zur medialen Division wurden nicht gefunden (Smith and
Pare, 1994). Die intrinsischen Verbindungen der zentralen Amygdala nehmen
hauptsachlich von der lateralen Division ihren Ursprung und projizieren zur medialen
und kapsularen Division. Extrinsische Verbindungen der zentralen Amygdala zu
anderen Amygdalakernen sind gering. Die sparlichen reziproken Verbindungen
scheinen geringen Einfluss auf die Regulation der anderen Kerne zu haben. Eher ist

davon auszugehen, dass die zentrale Amygdala auf die Stimulation von anderen



Amygdalakernen reagiert und den Hauptausgang der Amygdala zum Hirnstamm und
Hypothalamus darstellt (Jolkkonen and Pitkanen, 1998).

Weiterhin sendet die laterale Amygdala Projektionen zum basalen und akzessorischen
basalen Kern (Pitkanen et al., 1997; Pitkanen et al., 2000). Der basale und der
akzessorische Kern erhalten hauptsachlich kortikale Eingange und beeinflussen
groRtenteils die mediale Division der zentralen Amygdala. (Abb. 1.1.) Dort modulieren
sie die autonome Antwort des amygdaloiden Komplexes zum Hypothalamus und zum
Hirnstamm (Pitkanen et al., 1997; Pitkanen et al., 2000; Sah et al., 2003).

Eingang 1 Ausgang 1

Sensorischer Kortex Sensorischer Kortex
und Thalamus

P\

Ausgang 2

Autonome und

endokrine Zentren
N
\/

Ausgang 3

Motorische Koordination,
Mediales Temporallappen-
gedachnissystem

N

Eingang 2

Mediales Temporallappen-
gedachtnissystem

Abb. 1.1.: Darstellung der tiefen Amygdalakerne und der zentralen Amygdala mit ihren wesentlichen Ein-
und Ausgangen und intraamygdaloiden Verbindungen. Die Eingange werden zum Teil intradivisional (1)
und interdivisional (2) in der Amygdala verarbeitet und dann parallel an andere Kerne mit ihren Divisionen
weitergeleitet (3). Dabei existieren haufig reziproke Verbindungen (4). Die zentrale Amygdala (CE) bildet
neben der medialen Amygdala, hier nicht dargestellt, den Hauptausgang, zu dem mehrere Projektionen
anderer Amygdalakerne konvergieren (5). Modifiziert nach Pitkdnen 2000.



Abschliel3end lasst sich die Amygdala vereinfacht in einen Eingangskomplex mit den
basolateralen und kortikalen Kernen und in eine Ausgangsseite mit zentraler und

medialer Amygdala einteilen (Pitkanen et al., 2000).

1.3. Die afferenten und efferenten Verbindungen der lateralen Amygdala in

der horizontalen Schnittpraparation

Die Amygdala steht in starker und reziproker Beziehung zum perirhinalen, entorhinalen,
parahippocampalen Kortex sowie zum Hippocampus (McDonald, 1998; Pitkanen et al.,
2000). Diese Strukturen gehdéren zum System des deklarativen Langzeitgedachtnisses
(Milner et al., 1998). Dabei erhalt die mediale Division die starksten Eingange vom
perirhinalen Kortex (Shi and Cassell, 1999). Der entorhinale Kortex scheint zu den
meisten Amygdalakernen zu projizieren (McDonald and Mascagni, 1997).

Vom Subiculum gelangen Projektionen des Hippocampus zur Amygdala (Canteras and
Swanson, 1992). Dabei erhalt zwar der basale Kern den Hauptanteil, aber auch die
anderen Kerne erhalten Afferenzen des Hippocampus. Die meisten Verbindungen sind

auch hier reziprok.

Kortex

Perirhinaler Kortex ® Entorhinaler Kortex

LA

Abb. 1.2.: Schematische Darstellung der Projektionen zwischen dem Hippocampus, der Amygdala, dem
perirhinalen und dem entorhinalen Kortex im horizontalen Hirnschnitt. Modifiziert nach von Bohlen und
Halbach and Albrecht 2002.



In Tracerstudien wurden diese Verbindungen zwischen der CA1 — Region des
Hippocampus und der lateralen Amygdala nachgewiesen (van Groen and Wyss, 1990;
von Bohlen und Halbach and Albrecht, 1998; von Bohlen und Halbach and Albrecht,
2002). Funktionell wurden diese auch in elektrophysiologischen Studien fur den
Hippocampus (Maren and Fanselow, 1995) sowie fir den entorhinalen Kortex
untersucht (Funahashi et al., 2000). Der entorhinale Kortex nimmt als Bindeglied
zwischen dem Neokortex und dem Hippocampus eine besondere Rolle ein (Phillips and
LeDoux, 1995). Die Abbildung 1.2. verdeutlicht die komplexe Vernetzung dieser
Strukturen.

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich horizontale Hirnschnitte mit diesen hier
beschrieben Strukturen verwendet. Thalamische Verbindungen zur Amygdala sind bei

dieser Praparation nicht erhalten geblieben.

1.4. Die Bedeutung der Amygdala bei der Pawlowschen Konditionierung

Seitdem sich Pawlow mit der Erscheinung der klassischen Konditionierung beschaftigt
hatte, ist viel Zeit vergangen und in den letzten Jahren wurde die Rolle der Amygdala
bei dieser Form des Lernens immer mehr untersucht. Neben Pawlow fluhrten Watson
und Rayner 1920 (Watson and Rayner, 1920) das Experiment ,Little Albert® durch und
beschrieben einen ahnlichen Sachverhalt wie Pawlow, nur am Menschen.

Die klinische Relevanz einer Schadigung der Amygdala wurde oben ausfuhrlich
beschrieben. Dabei nimmt die Amygdala mit ihren Subsystemen eine einzigartige Rolle
bei der Angstkonditionierung ein (Davis et al., 1994; Fanselow et al., 1994; LeDoux,
1995). Der basolaterale Komplex erhalt Afferenzen von kortikalen und subkortikalen
Regionen. Dabei kommt es zur Konvergenz der Informationen, sodass vermutlich hier
der Ort der Assoziation zwischen CS und US ist. Im Gegensatz dazu steht die zentrale
Amygdala, die Projektionen vom basolateralen Komplex erhalt und die angstbedingten
Reaktionen durch Projektionen zum lateralen Hypothalamus und zum periaquaduktalem
Grau generiert (Campeau and Davis, 1995; Maren, 1996). Daher ist die Amygdala ideal,
um sensorische Informationen zu integrieren und zu assoziieren und motorische
Programme wahrend der Angstkonditionierung zu triggern (Maren and Fanselow,
1996).



Fir auditorische CS und entsprechende US stellt die laterale Amygdala den ersten Ort
der Konvergenz dar (Quirk et al., 1995). Der laterale Kern erhalt direkte Afferenzen vom
Thalamus und vom Kortex und verarbeitet diese als sensorisches Interface (Doron and
LeDoux, 1999;McDonald, 1998;Pitkanen et al., 1997). Dabei zeigen die Neurone der
lateralen Amygdala Charakteristiken der ,Hebbschen® — Plastizitat (Blair et al., 2001).
Dieses Phanomen wurde von Donald Olding Hebb 1949 beschrieben und geht davon
aus, dass ein schwacher synaptischer Input, gepaart mit einem starken Input, verstarkt
werden kann. Es gibt mehrere Indizien, die die SchlUsselrolle der lateralen Amygdala
fur die ,Hebbsche“ — Plastizitat belegen (Blair et al., 2001). Schaden der lateralen
Amygdala verhindern die Angstreaktion auf einen auditorischen CS (Amorapanth et al.,
2000; Goosens and Maren, 2001; LeDoux et al., 1990; Nader et al., 2001). Weiterhin
zeigten pharmakologische Inaktivierungen der LA das gleiche Phanomen, dass die
Akquisition auditorischer Angstreaktionen verhindert wurde. Dieses wurde flr den
GABA — Agonisten Muscimol (Helmstetter and Bellgowan, 1994; Muller et al., 1997;
Wilensky et al., 1999; Wilensky et al., 2000) sowie fur den NMDA — Rezeptor (Fanselow
et al., 1994; Walker and Davis, 2002) gezeigt. Romanski et al. und Blair and LeDoux
demonstrierten, dass der auditorische, konditionierende Stimulus und der nozizeptive,
unkonditionaler Reiz zu einzelnen Neuronen in der LA konvergieren (Blair and LeDoux,
2000 Romanski et al., 1993). Das bedeutet, dass die neuronale Antwort in der LA auf
einen auditorischen CS verstarkt wird, wenn der CS gepaart mit einem US
zusammentrifft (Collins and Pare, 2000; McKernan and Shinnick-Gallagher, 1997; Quirk
et al., 1995; 1997; Repa et al., 2001; Rogan et al., 1997). Weiterhin ist bekannt, dass fur
die Uberfihrung vom Kurzzeit- zum Langzeitgedachtnis Proteinsynthesen notwendig
sind (Bailey et al., 1999; Davis and Squire, 1984; Dudai, 2004; Goelet et al., 1986;
Kandel, 1997). Durch gezielte Blockade dieser Proteinsynthese in den Strukturen der
Amygdala konnte ebenfalls die Ausbildung eines Langzeitgedachnisses flur die
auditorische Angstkonditionierung verhindert werden (Bailey et al., 1999; Nader et al.,
2000; Schafe and LeDoux, 2000).

Die zuvor genannten Indizien belegen die wichtige Rolle der Amygdala bei der
Generierung von Gedachtnisinhalten. Bisher ist man davon ausgegangen, dass die
Korrelate fur das Angstgedachtnis direkt in der Amygdala gebildet werden. Es gibt aber
auch andere Publikationen, in denen der Amygdala eher eine modulierende Rolle bei
der Akquisition von Langzeitgedachtnis in anderweitigen Strukturen, wie Hippocampus,

Striatum oder Neokortex zugesprochen wird (Cahill et al., 1999; Cahill and McGaugh,
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1998; McGaugh et al., 1996; Vazdarjanova and McGaugh, 1999). Dabei gehen diese
Arbeiten hauptsachlich von dem Einfluss adrenerger und glukokortikoider
Stresshormone aus.

Derzeit existieren verschiedene Modelle der amygdaloiden Plastizitat in der
Angstkonditionierung (Pare et al., 2004). Unter den anatomischen Gesichtspunkten
wurde schon auf die Verbindungen der lateralen Amygdala als Konvergenzzentrum und
der zentralen Amygdala als Bindeglied zum Hirnstamm und Hypothalamus
eingegangen. Das serielle Modell (Abb. 1.3. A), LA > CE > Hirnstamm, Iasst sich
aufgrund der anatomischen Tatsachen (Krettek and Price, 1978; Pitkanen et al., 1995;
Pitkanen and Amaral, 1998; Smith and Pare, 1994) nur schwer erklaren. Daher ist eher
von einer parallelen Vernetzung auszugehen (Balleine and Killcross, 2006; Pare et al.,
2004). Es gibt zwei mdgliche Losungen fur dieses Problem, zum einen Uber
interdivisionale Verbindungen in der zentralen Amygdala (Jolkkonen and Pitkanen,
1998; Petrovich and Swanson, 1997) und zum anderen existieren Projektionen des
lateralen Kerns zum basalen Kern (Krettek and Price, 1978;Pitkanen et al., 1995;Smith
and Pare, 1994), der wiederum zur medialen, zentralen Amygdala projiziert (Pare et al.,
1995b;Petrovich and Swanson, 1997;Pitkanen et al., 1995). Der basale Kern scheint
aber keine essenzielle Rolle in der Angstkonditionierung zu spielen (Pare et al., 2004).
Eine weitere Moglichkeit der Verbindung von der lateralen Amygdala zur zentralen
Amygdala besteht Uber die Projektionen zu und von den interkalierten Zellmassen (Li et
al.,, 1998) mit hauptsachlich GABAergen Neuronen zwischen dem basolateralen
Komplex und der zentralen Amygdala (McDonald and Augustine, 1993; Pare and Smith,
1993). Dies setzt eine parallele Projektion vom Thalamus zur medialen, zentralen
Amygdala voraus (Abb. 1.3. B). Diese wurden vom posterioren Kern des Thalamus,
einer benachbarten Struktur der posterioren interlaminaren Kerne, nachgewiesen
(LeDoux et al., 1987; Linke et al., 2000; Turner and Herkenham, 1991). Daraus ist
abzuleiten, dass sowohl die laterale als auch die zentrale Amygdala kritisch in der

Angstkonditionierung involviert sind (Pare et al., 2004).
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Abb. 1.3.: A: Schema des seriellen Modells der Angstkonditionierung. Dargestellt ist die direkte
Verbindung von der lateralen Amygdala (LA) uber die zentrale Amygdala (CE) zum Hirnstamm. Dieses
Modell ist sehr einfach und lasst die intranukleare Aufteilung und Eingange aufler Acht. B: Schema der
parallelen Verarbeitung der auditorischen Angstkonditionierung innerhalb der Amygdala, mit der lateralen
Amygdala als Konvergenzzentrum fur thalamische und kortikale (nicht dargestellt) Eingdnge und der
medialen, zentralen Amygdala (Rogan and LeDoux, 1995) als Ausgangspunkt fir die angstbedingten
Reaktionen. Diese Form der Informationsverarbeitung entspricht eher den neueren Erkenntnissen.
(Modifiziert nach Paré et al. 2004). CS, konditionierender Reiz; US, nicht konditionierender Reiz; ITC,
interkalierten Zellmassen; Cel, laterale Division der zentralen Amygdala; B, basaler Kern der Amygdala
D, dorsal; L, lateral; V, ventral; M, medial.

1.5. Zelltypen und ihre synaptische Aktivitat in der lateralen Amygdala

1.5.1. Zellen der lateralen Amygdala

Die Neurone der lateralen Amygdala lassen sich nach elektrophysiologischen und
morphologischen Gesichtspunkten einteilen. Washburn and Moises (1992)
untersuchten anhand der elektrophysiologischen Eigenschaften bei intrazellularen
Messungen und der Identifizierung an Lucifer-Yellow gefarbten Zellen die
Neuronenarten in der basolateralen Amygdala. Sie fanden heraus, dass es sich bei
93% der Zellen um Pyramidenzellen handelte. AuRerdem beschrieben sie zwei weitere
Gruppen von Zellen, zum einen neurogliaforme Typ Il - Zellen und zum anderen
.Spine‘lose oder ,spine‘arme sternformige Typ Il - Zellen. Diese zeigten in
immunhistochemischen Untersuchungen Charakteristika von GABAergen

Interneuronen (McDonald, 1985). Eine ahnliche Einteilung erfolgte auch in zuvor
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durchgefuhrten Studien mit Golgifarbung (McDonald, 1982; 1984; Millhouse and De
Olmos, 1983). Dabei ist die Verteilung dieser Zelltypen abhangig von der Division und
den interdivisionaren Verbindungen (McDonald, 1984). Rainnie et al. (1993)
beschrieben ebenfalls anhand der Morphologie und aufgrund von intrazellularen
Messungen 3 Zelltypen in der basolateralen Amygdala. Die Zellen des basolateralen
Komplexes sind nicht wie in den kortikalen Strukturen, wie dem Hippocampus in
laminaren Schichten, sondern gemischt und in anscheinend zufalligen Mustern
angeordnet (Pare and Gaudreau, 1996).

Der laterale Kern der Amygdala unterscheidet sich vom basolateralen Kern, da im
lateralen Kern nur 2 Zelltypen vorherrschen. Zum einen handelt es sich um
Pyramidenzellen mit Aktionspotenzialen langerer Dauer und einer
Spikefrequenzadaptation und zum anderen um Interneurone mit hoher Entladungsrate
und keiner Spikefrequenzadaptation (Mahanty and Sah, 1998; Pare et al., 1995a).
Einige Studien an Meerschweinchen und Katzen deuten darauf hin, dass es 2 Typen
von Pyramidenzellen gibt, die sich aufgrund ihrer intrinischen (Oszillations)-
eigenschaften wahrend der Stromapplikation unterscheiden (Pape et al., 1998; Pare et
al., 1995a). An Ratten wurden sogar 4 Zelltypen von nicht-interneuronalen Zellen an der
Grenze zur externen Kapsel beschrieben (Faulkner and Brown, 1999). Faber et al.
(2001) stellten fest, dass sich Pyramidenzellen der lateralen Amygdala morphologisch,
in Bezug auf die Form und Verzweigungen ihrer Dendriten, deutlich von denen des
Kortex und dem Hippocampus unterscheiden. Dabei zeigten sie keine bevorzugte
Orientierung ihrer Axone. Die Dendriten der Pyramidenzellen reichen teilweise bis in die
externe Kapsel oder sogar daruber hinaus (Faber et al., 2001; Millhouse and De Olmos,
1983); von Bohlen und Halbach and Albrecht, 2002).

Die zweite Zellpopulation in der lateralen Amygdala sind die inhibitorischen
Interneurone mit einem Anteil von ca. 25 % (McDonald and Augustine, 1993). Diese
Zellen erhalten Eingédnge vom Thalamus und Kortex sowie von exzitatorischen Zellen
der lateralen Amygdala (Smith et al., 2000; Szinyei et al., 2000; Woodson et al., 2000).
Sosulina et al. (2006) unterteilten die Population der Interneurone in vier Klassen,
entsprechend der Frequenzadaptation und der Prasenz von verschiedenen
Peptidhormonen wie dem vasoaktiven intestinalen Peptid, Neuropeptid Y oder

Somatostatin.
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1.5.2. Die synaptische Aktivitat in der lateralen Amygdala

1.5.2.1. Langzeit — Potenzierung (LTP)

Die meisten Studien zur synaptischen Aktivitat beziehen sich auf die LTP (Langzeit-
Potenzierung). Daher ist dieses Phanomen relativ gut untersucht und oft beschrieben
worden. Es existieren zahlreiche in vivo (Clugnet and LeDoux, 1990;Maren and
Fanselow, 1995;Rogan and LeDoux, 1995) sowie in vitro Untersuchungen (Aroniadou-
Anderjaska et al., 2001; Chapman et al., 1990; Chapman and Bellavance, 1992; Huang
and Kandel, 1998; Weisskopf et al., 1999) im basolateralen Komplex der Amygdala.
Dabei wurden entscheidende Erkenntnisse der Beteiligung verschiedener
Rezeptorsysteme gewonnen. Bliss and Collingridge (1993) beschrieben die LTP als
synaptisches Modell der Gedachtnisgenerierung. Die LTP flhrt zu einer anhaltenden
Amplitudenvergrof3erung der Feldpotenziale bzw. EPSPs.

Der entscheidende Neurotransmitter ist Glutamat, der vor allem AMPA- und NMDA-
Rezeptoren aktiviert. Eine wesentliche Voraussetzung fur die LTP-Induktion ist ein
Anstieg der postsynaptischen Kalziumkonzentration. Dabei flhrt die Depolarisation der
postsynaptischen Membran zur Entfernung des Magnesiumblocks des NMDA-
Rezeptors (Malenka et al., 1989) mit nachfolgendem Einstrom von Kalziumionen durch
den Rezeptor, was daraufhin weitere Signalkaskaden triggert (Malenka and Nicoll,
1999).

Andere Studien deuten darauf hin, dass es neben dieser klassischen Form der LTP
auch NMDA - unabhangige Formen gibt (Malenka and Nicoll, 1999), z. B. Uber
spannungsabhangige Kalziumkanale (Drephal et al., 2006; Wyllie et al., 1994) oder
uber kalziumpermeable AMPA — Rezeptoren (Mahanty and Sah, 1998).

1.5.2.2. Langzeit — Depression (LTD)

Die hier vorliegende Studie beschaftigt sich mit der LTD in der lateralen Amygdala.
Insgesamt existieren nur wenige Arbeiten, die die LTD direkt in der lateralen Amygdala
beschreiben (Albrecht, 2007; Albrecht and von Bohlen und Halbach, 2008; Azad et al.,
2008; Heinbockel and Pape, 2000; Kaschel et al., 2004; Tchekalarova and Albrecht,
2007; Yu et al., 2008).
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Die meisten Erkenntnisse zum Phanomen der Langzeit-Depression (LTD) wurden in
Experimenten im Hippocampus gewonnen. Bei einer LTD kommt es zu einer
anhaltenden Verminderung der Feldpotenzialamplitude oder der EPSPs. Lynch et al.
gehorten zu den Ersten, die die heterosynaptische Depression in der CA 1-Region des
Hippocampus untersuchten (Lynch et al., 1977). Dabei trat die LTD bei dem Versuch
der LTP — Induktion auf. Eine homosynaptische Depression wurde anfangs beobachtet,
nachdem durch eine LFS (Niederfrequenz — Stimulation) eine stabile LTP umgekehrt
wurde (Barrionuevo et al., 1980), was man heute auch als Depotenzierung bezeichnet
(Bashir and Collingridge, 1994; Kemp and Bashir, 2001). Die erste homosynaptische
LTD ohne vorherige LTP-Induktion wurde in der CA1-Region beschrieben (Dudek and
Bear, 1992; Mulkey and Malenka, 1992). Die LTD ist in verschiedenen Hirnarealen
NMDA — abhangig. Auler fur die CA1 — Region des Hippocampus konnte die LTD auch
im visuellen Kortex (Kirkwood and Bear, 1994), im somatosensorischen Kortex
(Feldman et al., 1998) und im perirhinalen Kortex (Cho et al., 2000; Massey et al., 2004;
Ziakopoulos et al., 1999) nachgewiesen werden.

Flr die synaptische Transmission in der lateralen Amygdala haben NMDA- und AMPA-
Rezeptoren einen wesentlichen Einfluss (Farb and LeDoux, 1997; Weisskopf and
LeDoux, 1999). NMDA-Rezeptoren sind wie AMPA- und Kainat- Rezeptoren
lonenkanalrezeptoren und bestehen aus einer heterotetrameren Struktur. Dabei ist die
NR2-Untereinheit mit 4 Subtypen (A — D) entscheidend fur die Glutamatbindung
(Dingledine et al., 1999). In Embryonen kommen nur NR2B- und NR2D-Untereinheiten
vor. Dagegen ist die NR2A-Untereinheit hauptsachlich im adulten Gehirn
vorherrschend. Dabei beschrankt sich die NR2B-Expression auf das Vorderhirn und die
NR2C-Untereinheiten sind im Kleinhirn vertreten (Neyton and Paoletti, 2006). An
rekombinanten NR1 — NR2 — Kanalen wurde eine ahnliche Kalziumpermeabilitat
gemessen, aber es gab Unterschiede im spannungsabhangigen Magnesiumblock sowie
in den Offset-Zeitkonstanten (Monyer et al.,, 1994). Somit ist die Unter-
einheitenexpression wahrscheinlich verantwortlich fir eine veranderte Abhangigkeit der
LTD vom NMDA-Rezeptor in verschieden Altersstufen (Kemp and Bashir, 2001; Okabe
et al., 1998). Aulierdem sind die Subpopulationen bestimmend fiir die Ausbildung der
synaptischen Plastizitat. Das heif3t, die NR2A-Untereinheiten bedingen eher eine LTP
und die NR2B-Untereinheiten sind fur die LTD entscheidend (Liu et al., 2004; Massey et

al., 2004). In unserer Arbeitsgruppe konnten wir inzwischen zeigen, dass sowohl die
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NR2A- als auch die NR2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors bei der Induktion von LA-
LTP und LA-LTD beteiligt sind (Mueller and Albrecht, 2009).

Neben den NMDA-Rezeptoren spielen AMPA-Rezeptoren eine wesentliche Rolle fur
Membrandepolarisation und intrazellularen Kalziumanstieg. Mahanty and Sah zeigten
an Interneuronen der basolateralen Amygdala, dass durch die Aktivierung von AMPA-
Rezeptoren eine NMDA-Rezeptor unabhangige LTP auftrat (Mahanty and Sah, 1998).
Dabei spielt die GluR2-Untereinheit die entscheidende Rolle bei der Steuerung der
Kalziumpermeabilitat (Jia et al., 1996). Es scheint aber auch, dass die Aktivierung von
AMPA-Rezeptoren die LTD-Induktion beeinflusst (Cummings et al., 1996). Kemp and
Bashir (1999) zeigten, dass neben den AMPA-Rezeptoren auch Kainat-Rezeptoren im
Hippocampus an der Induktion einer LTD beteiligt sein konnten. Park et al. (2006)
bestatigten diese Vermutung in Untersuchungen im perirhinalen Kortex. Dabei ist die
Interaktion zwischen Kainat-Rezeptor und metabotropen Glutamatrezeptoren mGIluR5
entscheidend.

Metabotrope Glutamatrezeptoren (mGIluRs) sind mit G-Proteinen gekoppelt und haben
die Fahigkeit, auf geringe Glutamatkonzentrationen zu reagieren und die neuronale
Erregbarkeit zu modulieren (Bandrowski et al., 2003; Dingledine and Conn, 2000). Sie
kommen im Neokortex vor und werden in drei Hauptgruppen entsprechend ihrer
Sequenzhomologie und Agonistenaffinitat unterteilt. Die mGIuRs haben vielseitige
Effekte in der neuronalen Zellkommunikation entsprechend ihrer Lokalisation (Anwyl,
1999; Conn and Pin, 1997; Meldrum, 2000). Diese Effekte der metabotropen
Glutamatrezeptoren werden teilweise prasynaptisch Uber Gruppe 2- und Gruppe 3-
Rezeptoren sowie postsynaptisch Uber Gruppe 1-Rezeptoren vermittelt (Shigemoto et
al.,, 1997). Die mGluRs der Gruppe 2 kommen aber nicht nur prasynaptisch vor,
sondern auch postsynaptisch (Neki et al., 1996; Petralia et al., 1996) und haben dort
Einfluss auf die synaptische Aktivitat bzw. auf die LTD (Cho et al., 2000). Prasynaptisch
ist es ebenfalls moglich, Uber die Stimulation dieser Rezeptoren eine LTD zu induzieren
(Lin et al., 2000).

NMDA-, spannungsabhangige Kalzium- und metabotrope Rezeptoren vermitteln
intrazellulare Signalkaskaden, die entweder zu einer LTP oder einer LTD flhren.
Lisman (1989) stellte fest, dass die Hohe der intrazellularen Kalziumkonzentration und
die Geschwindigkeit des Konzentrationsanstieges Uber die CaM-Kinase II- oder
Phosphataseaktivitat entscheiden. Fur die LTD ist es wichtig, wie hoch die
Phosphataseaktivitat ist (Mulkey et al., 1993).
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Abb. 1.4.: Darstellung der postsynaptischen Signalkaskaden fiir die LTD ( —» ) sowie fir die LTP

( --p) in einem postsynaptischen Neuron. Durch eine moderate Erhéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration wird Uber Calcineurin die Phosphatase 1 aktiviert, welches zur LTD beitragt. Bei
starker Erhohung der Kalziumspiegel, z. B. durch einen HFS, werden eher Proteinkinasen aktiviert, das
zu Phosphorylierungen fiihrt und damit die synaptische Effizienz steigert (Cohen, 1988; Lisman, 1989;
Malenka, 1994; Mulkey et al., 1993; Mulkey et al., 1994; Rodrigues et al., 2004; Wang J.O. et al., 2003).
Die Gruppe | der metabotropen Glutamatrezeptoren vermittelt ihren Einfluss Uber die Phospholipase C
und Proteinkinase C sowie Uber die Kalziumfreisetzung aus intrazelluldaren Speichern. Die Gruppe Il/llI
der metabotropen Glutamatrezeptoren hemmen die Adenylatcyclase und vermindern die cAMP — Spiegel
und damit die Proteinkinaseaktivitat (Wang J.O. et al., 2003).

Es wurde gezeigt, dass eine erhdohte Phosphatase 1-Aktivitdt zur Generierung einer
LTD fahrt (Mulkey et al., 1994). Weiterhin sind Kalzium-bindende Enzyme involviert,
hauptsachlich Calmodulin, die Uber weitere Kaskadenschritte zu einer Alterierung der
Kinasenaktivitat fuhren (Cohen, 1988). Die Abbildung 1.4. gibt einen Einblick in die
Komplexitat der LTD sowie der LTP und der entsprechenden Kaskaden.

Welche Relevanz hat die LTD fur das Lernen? Die oben dargestellten Prozesse

beschreiben die synaptische Plastizitdt und ihre Anderung durch elektro- und
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rezeptorphysiologische Mechanismen. Es gibt mehrere Hinweise, dass die LTD

genauso wie die LTP fur die Generierung von Gedachtnisinhalten notwendig ist.

Manahan-Vaughan und Braunewell (1999) stellten fest, dass es im Hippocampus bei

der Exploration einer neuen Umgebung zur LTD kam. Im perirhinalen Kortex trat eine

verminderte neuronalen Aktivitat nach der wiederholten Darbietung visueller Reize auf

(Brown and Xiang, 1998). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die synaptische

Aktivitat keine statische Angelegenheit ist, sondern entsprechend den Erfordernissen

modifiziert werden muss. In diesem Sinne stellen LTD sowie LTP physiologische

Korrelate der neuronalen Plastizitat dar.

1.6.

1.

Ziele der Arbeit

Da zum Zeitpunkt der Experimente nur eine Arbeit existierte, die nach
Thetapulsstimulation (TPS) thalamischer Afferenzen zum lateralen Kern der
Amygdala im coronalen Schnittpraparat LTD in etwa 20% der Neurone
nachweisen konnte (Heinbdckel and Pape, 2000), sollte gepruft werden, ob
auch im horizontalen Hirnschnitt durch Reizung intranuklearer bzw. kortikaler
Afferenzen LTD in der lateralen Amygdala induzierbar ist. Neben der
intranuklearen Induzierbarkeit einer LTD in der lateralen Amygdala, d. h., der
Lokalisation der Reizelektrode im lateralen Kern selbst, sollte auch die
Moglichkeit der LTD-Induktion im lateralen Kern durch Reizung der externen
Kapsel untersucht werden, welche im horizontalen Schnitt Afferenzen vor allem
aus dem perirhinalen und entorhinalen Kortex zur Amygdala enthalt (von
Bohlen und Halbach and Albrecht, 2002). Dabei sollte auch untersucht werden,
inwieweit die Unterbrechung der Afferentierung des LA vom entorhinalen
Kortex einen Einfluss auf die LTD-Induktion hat.

Es gibt mehrere Paradigmen, die in der Lage sind, eine LTD zu erzeugen.
Daher war es von Interesse, auch diesen Sachverhalt zu untersuchen. Dazu
wurde die Starke der LTD nach klassischer niederfrequenter Reizung (LFS,
900 Pulse, 1Hz) bzw. nach TPS (Errington et al., 1995) verglichen.

Da die meisten Ergebnisse dieser Arbeit extrazellular gewonnen wurden, war
zu prufen, ob die Ergebnisse der Feldpotenzialableitungen durch intrazellulare

Ableitungen von Pyramidenzellen der lateralen Amygdala reproduzierbar sind.
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Die Ableitung von ausschlieBlich Pyramidenzellen sollte durch eine
Zellcharakterisierung gesichert werden.

. Von anderen Strukturen, wie der CA1-Region des Hippocampus oder des
perirhinalen Kortexes ist bekannt, dass sowohl NMDA- als auch metabotrope
Glutamatrezeptoren an der Ausbildung einer LTD beteiligt sind. Durch
Blockierung von NMDA- und Gruppe Il mGluR-Rezeptoren mit selektiven
Rezeptorantagonisten sollten die Rezeptortypen aufgedeckt werden, die fur die
Induktion einer LTD in der lateralen Amygdala verantwortlich sind.

. Mit Hilfe von Doppelpulsreizungen mit verschiedenen Interstimulusintervallen
und der Beurteilung der Paired pulse - Fazilitierung sollten Hinweise auf eine
prasynaptische Beteiligung von Mechanismen der LTD-Induktion gewonnen
werden.

. Da plastische Prozesse wesentlich durch die Aktivitat GABAerger Interneurone
bestimmt werden, sollte gepruft werden, ob eine partielle Blockade dieser
hemmenden Neurone durch GABAerge Rezeptorantagonisten die Starke der
LA-LTD beeinflussen kann.

. Da Dbildgebende Verfahren geschlechtsspezifische Unterschiede der
Verarbeitung von Informationen in der Amygdala aufzeigen konnten, sollte
analysiert werden, inwieweit auch bei der Ratte geschlechtspezifische
Unterschiede bei plastischen Prozessen wie der LTD zum Tragen kommen.

. Da bisher im lateralen Kern nie versucht wurde, die induzierte LTD durch LTP-
Paradigmen zu blockieren, sollten Zeitfenster gepruft werden, in welchen eine

solche Umkehr moglich ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

2.1.1. Versuchstiere und Zuchtbedingungen

Die Experimente wurden an mannlichen und weiblichen Ratten (Rattus norvegicus
familiaris) des Inzuchtstammes Wistar durchgefuhrt. Die Ratten waren im Durchschnitt
6-8 Wochen alt und vom Gewicht 150 bis 180 Gramm schwer.

Die Tiere wurden unter standardisierten Laborbedingungen, 22 + 1°Celsius, 60-65%
relative Luftfeuchtigkeit, einem zwolfstindigem Hell-Dunkel-Zyklus, Futter und Wasser
ad libitum fur mindestens 1 Woche vor den durchgefuhrten Experimenten gehalten.

Alle Experimente wurden entsprechend den Bestimmungen des European Communities
Council Directive vom 24. November 1986 (89/609/EEC) sowie nach Genehmigung
durch das Berliner Ethikkommittee durchgefuhrt. Es wurde versucht, dass Leiden der
Tiere und die Anzahl der Ratten so gering wie moglich zu halten. Auf3erdem wurden bei
den Experimenten als auch bei der Gesamterstellung der Dissertation die ,Grundsatze

der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® eingehalten.

2.1.2. Anzahl und Herkunft

Die Versuchstiere wurden von zwei Anbietern flr die Experimente zur Verfligung
gestellt. Fur die extrazellularen Versuche wurden diese zum einen aus der Zucht des
Instituts, mit der urspringlichen Herkunft von Charles River (n=63) und zum anderen
von Harlan Winkelmann (n=9) geliefert. Bei diesen Tieren wurden in 260 horizontalen
Hirnschnitten mit unterschiedlichen Stimulationsorten verwendbare Experimente

durchgefuihrt und in die statistische Analyse eingeschlossen.

2.2. Anasthesie und Praparation

Die Ratten wurden in einem Glaszylinder (Volumen=10 Liter) mit einem Ether — Luft —

Gemisch narkotisiert und danach mit einer Guillotine dekapitiert. Auf eine
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Isoflurannarkose wurde verzichtet, da Isofluran durch Beeinflussung der GABAergen
und glutamatergen Transmission die Plastizitat in der Amygdala in starkeren Male
hemmt als Ather (unveréffentlichte Daten der Arbeitsgruppe) und da lIsofluran den
Capsaicin-sensitiven lonenkanal TRPV1 sensibilisiert (Harrison and Nau, 2008).
Anschlieend wurde das Gehirn zlgig frei prapariert und in ein Gefaly mit eisgekuhlter,
carbogengesattigter, artifizieller Cerebrospinalflussigkeit (ACSF) (4°C, ph = 7,4)
verbracht und darin fur einige Minuten aufbewahrt. Dieses diente der zugigen Kuhlung
des Gehirns, um den hypoxischen Organschaden wahrend der Phase, in der das
Gehirn nicht durchblutet wurde, so gering wie mdglich zu halten. Daraufhin wurde das
Gehirn auf eine gekuihlte Petrischale verbracht, das Cerebellum mit einer Rasierklinge
entfernt, im Interhemispharenspalt geteilt und die dorsalen Kortexabschnitte
abgeschnitten. Die beiden Hemispharen wurden dann mit den rostralen Hirnanteilen
nach oben auf einem Persepex-Trager in der Slice-Kammer des Vibroslicers (Campden
Instruments, Silbey, UK) mit einem Cyanoacrylat-Kleber (Patex) befestigt. Anschliel’end
wurde die Kammer mit eisgekuhlter und carbogengesattigter ACSF-Losung aufgefullt.
Im Anschluss daran wurden aus beiden Hemispharen 400 um dicke horizontale
Hirnschnitte gewonnen. Von diesen wurden die ersten 3 verworfen und in den meisten
Fallen die Schnitte 4 bis 7, teilweise auch noch 8 fiir die Experimente verwendet. Die
Kriterien fur die brauchbaren Schnitte waren das Vorhandensein von
Hippocampusstrukturen, des entorhinalen Kortex, von Teilen des piriformen Kortex, der
externen Kapsel und die sichere Identifikation des Amygdaloidkomplexes.

Nach der Praparation wurde jeder Hirnschnitt unverzuglich in die vorbereitete
Versuchskammer verbracht und mit carbogenisierter ACSF (34°C, pH = 7,4) mit einem
Durchfluss von 1,5 ml/min perfundiert. AuRerdem wurde die Messkammer mit
Carbogen, 95 Vol% 02, 5 Vol% CO,, begast. Dadurch erfolgte eine Equilibrierung des
Systems auf einen physiologischen pH-Wert von 7,4. Die Inkubationszeit betrug unter
diesen Bedingungen 2 Stunden, bevor mit den Experimenten begonnen werden konnte.
Bei einer Versuchsreihe wurde von den Hirnschnitten der entorhinale Kortex entfernt.
Dazu wurde mit einer Rasierklinge entlang des Seitenventrikels geschnitten und damit
die posterioren Anteile des Hirnschnittes mit Hippocampus, einem Teil der externen

Kapsel und dem entorhinalen Kortex entfernt (Abb.2.1.).

21



Abb. 2.1.: Skizze eines Hirnschnittes nach der Praparation. Die gestrichelte Linie stellt die Schnittfihrung
fur die Entfernung des entorhinalen Kortexes dar. (Ent) entorhinaler Kortex; (EC) externe Kapsel; (Hipp)

Hippocampus; (Prh) perirhinaler Kortex; (LA) lateraler Kern der Amygdala

2.3. Versuchsanordnung
2.3.1. Messplatz

2.3.1.1. Messplatz fiur extrazellulare Messungen

Der Messplatz fur die extrazellularen Messungen (Abb. 2.2.) unterschied sich von dem
fur die intrazellularen Messungen. Die Elektroden waren an Mikromanipulatoren mit
MagnetfiRen befestigt, was die prazise Platzierung dieser ermdglichte. Die
Ableitelektroden waren Uber einen Impedanzwandler mit einem Vorverstarker (1:10)
verbunden. Dieser lieferte die Analogsignale Uber einen Nachverstarker (ICR - Amplifier
Model R-183, Neuro-Data Instruments Corp.; 1:100) an einen Analog-Digital-Wandler
(CED 1401, Science Park, Cambridge, England). In diesem erfolgte die Umwandlung in
digitale Signale fur die PC-Verarbeitung. Parallel zur Datenaufzeichnung im PC erfolgte

die Signaldarstellung auf einem Oszilloskop HM205.
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Abb. 2.2.: Schematische Darstellung eines Messplatzes fir extrazelluldre Experimente. (1) PC; (2) A/D-
Wandler; (3) Verstarker; (4) Vorverstarker; (5) Master-8; (6) Isostimulator; (7) Oszilloskop; (8)

Ableitelektrode mit Impedanzwandler; (9) bipolare PI-Ir-Elektrode; (10) horizontaler Hirnschnitt

Die Reizelektroden waren mit einem Isostimulator verbunden, der die erforderlichen
Reizspannungen von 1,0 bis 10,0 Volt (entspricht einer Stromstarke von 100 bis 1000
MA) lieferte. Getriggert wurde dieser durch einen Master - 8 (AMPI, Israel), Uber den die

verschiedenen Reizparadigmen gesteuert wurden. Dieser Master - 8 war ebenfalls Gber
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die CED-Einheit mit dem PC verbunden, sodass einerseits die Paradigmen-Einstellung
am Gerat und andererseits auch uber den PC mit entsprechender Software erfolgen
konnte.

Die Datenaufzeichnung und -rohauswertung erfolgte auf einem PC mit einem Windows

95/98-Betriebssystem (iber die Software Signal® 2 (Cambridge Electronic Design, UK).

2.3.1.2. Messplatz fiur intrazellulare Messungen

Beim Messplatz fur die intrazellularen Messungen (Abb. 2.3.) wurde die intrazellulare
Ableitelektrode genau senkrecht zum Hirnschnitt positioniert. Zur
Spannungsaufzeichnung und Strominjektion wurde ein SEC-05LX npi-Verstarker
benutzt. Uber diesen wurde kontinuierlich die Bridge-Balance (Briickenausgleich)
beobachtet und kontrolliert. Das Ausgangssignal wurde mit 10 Hz gefiltert. Der
Verstarker war mit einem Oszilloskop HM205 verbunden und zur Datensammlung und
Datenauswertung Uber ein Micro-CED 1401 an einen Computer mit Windows-98
Betriebssystem angeschlossen. Die Steuerung der Strominjektion erfolgte Uber einen
mit dem Verstarker verbundenen Isostimulator.

Ebenso wie bei den extrazellularen Messungen erfolgte die Reizgabe Uber eine
Reizelektrode mit der gleichen Steuerung des Isostimulators. Auflerdem wurden auch

hier die Signale parallel auf einem Oszilloskop dargestellt.
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Abb. 2.3.: Schematische Darstellung eines Intrazelluldarmessplatzes. (1) PC; (2) CED-Einheit; (3) Master
8; (4) Verstarker; (5) Oszilloskop; (6) Isostimulator fir die bipolare Reizelektrode; (7) bipolare
Reizelektrode; (8) Ableitelektrode mit Impedanzwandler; (9) Isostimulator fir die Steuerung der

Stromapplikation (1 V = 100 pA); (10) Projektionsneuron, Gberproportional dargestellt; (11) Vorverstarker
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2.3.2. Elektroden

2.3.2.1. Reizelektroden

Fur samtliche Messungen wurden die gleichen bipolaren Reizelektroden verwendet.
Diese bestanden aus zwei Silberdrahten, an deren jeweiligen einen Ende ein Platin-
Iridium-Draht geldtet wurde. Beide Drahte wurden in einer doppellumigen Glaspipette
(Thetaglas) platziert und diese mit einem Kunststoff verschlossen. Nach dem
Ausrichten der Platin-Iridium-Drahte wurden diese mit Schellack in ihrer Position fixiert,
sodass der Elektrodenabstand 0,5 mm betrug. Diese Elektroden hatten einen

Ausgangswiderstand von 100 kQ.

2.3.2.2. Ableitelektroden fur extrazellulare Ableitungen

Die Ableitelektroden fur die extrazellularen Messungen bestanden aus Borosilikat mit
einem Durchmesser von 1,2 mm (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) und
enthielten fur die Fullung der Elektrodenspitze ein kapillares Filament. Die Elektroden
wurden mit einem Ziehgerat (Flaming/Brown Micropipette Puller Model P-87, Sutter
Instruments Co., USA) durch Erhitzen eines Platinfilaments auf 545° Celsius gezogen,
sodass ein Spitzenwiderstand von 10 MQ resultierte. Durch ein kontrolliertes Abbrechen
der Elektrodenspitze wurde der Elektrodenwiderstand auf 1-3 MQ reduziert. Die
Elektroden wurden vor der Messung mit ACSF gefillt und an einem Mikromanipulator
befestigt. Zur Ankopplung an den Impedanzwandler befand sich in der Elektrode ein
chlorierter Silberdraht.

2.3.2.3. Ableitelektroden fir intrazellulare Ableitungen

Ebenso wie die Elektroden flr die extrazellularen Messungen bestanden die Elektroden
fur die intrazellularen Ableitungen aus Borosilikatglass (1,2 mm, World Precision
Instruments; Sarasota, FL, USA) mit einem Spitzenwiderstand von 70 - 100 MQ. Fir die
Messungen wurden diese Elektroden mit 2fach molarer Kaliumazetat-Losung gefullt
und in einem Mikromanipulator (Leica) senkrecht zur Messkammer installiert. Die

Ankopplung erfolgte wie bei den extrazellularen Messungen.
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Fir jede neue Zelle bzw. nach jedem Durchfahren der Hirnschnitte wurde eine neue

Elektrode verwendet.

2.3.3. Versuchskammer

Fir die extra- und intrazellularen Messungen wurde eine Interface-Versuchskammer
verwendet, die mit MagnetfiRen auf einem schwingungsarm gelagerten und gegen
storende elektromagnetische Wellen abgeschirmten Arbeitstisch befestigt war. Die
Messkammer bestand aus zwei Einzelmesskammern, die separat perfundiert werden
konnten. Diese Messkammern befanden sich im oberen Teil der Versuchskammer, die
aus Plexiglas bestand. Beide Messkammern wurden mit Plexiglasdeckeln, die eine
mittlere Offnung fiir die Messelektroden hatten, abgedeckt. Diese lenkten auRerdem
den carbogengeséattigten Wasserdampf tber Offnungen aus dem unteren Teil der
Versuchskammer auf die in den Messkammern befindlichen Hirnschnitte.

Im unteren Teil befand sich ein Wasserreservat, welches mit Carbogen begast wurde,
um so das entsprechende Mikroklima fur die Equilibrierung der Hirnschnitte zu
erzeugen, d. h. 100% relative Luftfeuchtigkeit, 95% O, und 5 % CO,. AuRerdem befand
sich im unteren Teil eine Heizung mit Thermistor. Uber diesen erfolgte die
Temperaturregulierung auf 34° Celsius. Diese Heizung wurde durch eine
Heizungssteuerung (Therm - 4 - Sensor) geregelt.

Die Messkammern waren mit dreilagigem Linsenpapier (Kodak) fur die Aufnahme der
Hirnschnitte prapariert. Um die Perfusionsverhaltnisse zu verbessern und einen
Fllssigkeitsstau zu verhindern wurde an je einer Seite jeder Messkammer ein schmaler

Streifen eines Polyamid-Damen-Strumpfes gelegt.

2.3.4. ACSF

Fir die Perfusion der Hirnschnitte wurde eine artifizielle Cerebrospinalfllissigkeit
(ACSF) verwendet. Diese hatte folgende Zusammensetzung: NaCl: 124 mM; KCI: 3
mM; NaHCOs3: 26 mM; Na;HPO4: 1,25 mM; MgSOg4: 1,8 mM; CaCly: 1,6 mM; Glukose:
10 mM.

Diese ACSF - Lésung wurde mit einer Heizwanne auf 34° Celsius erwarmt, mit

Carbogen gesattigt und uUber ein Schlauchsystem mithilfe einer Schlauchpumpe
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(Minipuls 3, Abimed Gilco) separat in die beiden Messkammern geleitet. Die
Pumpengeschwindigkeit betrug 1,5 ml/min. Bei Experimenten unter dem Einfluss eines

Pharmakons diente diese auch als Lésungsmedium.

2.3.5. Pharmakologie

Bei einer grolRen Anzahl von Experimenten wurden die spezifischen Einflisse von
verschiedenen Pharmaka auf die Feldpotenziale bzw. EPSPs untersucht, die im
Folgenden beschrieben werden.

Bis zum jeweiligen Einsatz wurden die Pharmaka bei — 18° Celsius im Tiefklhlschrank
in 1 ml - Eppendorfgefallen im entsprechenden Ldsungsmittel gelagert und dann erst
aufgetaut und 100 ml ACSF - Losung zugesetzt, sodass sich erst im Anschluss daran
die endgultige Konzentration ergab. Bei der eingestellten Pumpengeschwindigkeit von
1,5 ml/min dauerte es durchschnittlich 10 Minuten, bis das jeweilige Pharmakon eine
der beiden Perfusionskammern erreichte, in der das entsprechende Experiment

durchgefuhrt wurde.

2.3.5.1. Picrotoxin

Picrotoxin (PTX) ist ein Gemisch, das aus Picrotoxinin und Picrotin in einem Verhaltnis
von 1:1 besteht. PTX hat ein Molekulargewicht von 602,583 g/mol und stellt einen
nichtkompetitiven GABAAa-Rezeptorantagonisten dar, der zu einer allosterischen,
reversiblen Rezeptorblockade fihrt. Dieser wurde von Research Biochemicals
International (Natick, USA) bezogen. Die verwendete Dosierung von 2 uM fir die
Hirnschnittperfusion wurde durch eine Versuchsreihe mit abnehmender Konzentration
von anfanglich 10 yM als optimale Konzentration ohne wesentliche und unerwinschte
Wirkungen auf die Amplitude bzw. der Stabilitdt der Feldpotenziale bzw. EPSP

herausgefunden.
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2.3.5.2. APV

Als selektiver NMDA-Rezeptorantagonist wurde 2-Amino-5-phoshonovaleriat (APV) mit
einem Molekulargewicht von 197,13 g/mol verwendet. APV wurde von Tocris (Cookson,
Bristol, UK) bezogen.

Durch diesen Antagonisten kommt es zu einer kompetitiven Hemmung des gesamten
NMDA-Rezeptorkomplexes, einschlieBlich der NR1- und NR2-Untereinheiten. APV

wurde in einer Konzentration von 50 yM eingesetzt.

2.3.5.3. MCCG

2S,1S,25-2-Methyl-2-(2‘carboxycyclopropyl)glycin (MCCG) ist ein Antagonist des
metabotropen Glutamatrezeptor (Gruppe Il) (Bandrowski et al., 2003) mit einem
Molekulargewicht von 173,17 g/mol. MCCG wurde in einer Konzentration von 50 pyM

verwendet. Geliefert wurde MCCG von Tocris (Cookson, Bristol, UK).

2.3.54. CPPG

(RS)-a-Cyclopropyl-4-phosphonophenylglycin (CPPG) ist ein potenter Antagonist an
Gruppe Il und Gruppe Il mGlu — Rezeptoren, wobei die Selektivitat fur die Gruppe Il
20fach starker ist als fur die Gruppe Il. CPPG hat ein Molekulargewicht von 271,21
g/mol und musste in aquimolarer Konzentration in NaOH gelost werden. Die Substanz
wurde von Tocris (Cookson, Bristol, UK) bezogen. Fiur die Experimente wurde eine

Konzentration von 300 uM verwendet.

2.3.6. Elektrodenpositionen
2.3.6.1. Positionen der extrazellularen Ableitelektrode
Die Ableitelektrode wurde bei allen Messungen im lateralen Kern der Amygdala
positioniert. Dabei wurde die Position dicht am Seitenventrikel und in der Nahe der

externen Kapsel gewahlt, da hier die Wahrscheinlichkeit fur das Auffinden eines

Feldpotenzials am grofdten war (Abb. 2.4.).
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Abb.2.4.: Schematische Darstellung eines horizontalen Hirnschnittes mit (1) Reizelektrode in der
externen Kapsel (EC), (2) Reizelektrode in der lateralen Amygdala (LA) und der Ableitleitelektrode (3).
(Ent) entorhinaler Kortex; (Hipp) Hippocampus; (Prh) perirhinale Kortex; (CE) zentrale Amygdala

2.3.6.2. Position der intrazellularen Messelektrode

Die intrazellulare Messelektrode wurde, wie in den extrazellularen Experimenten, an der
gleichen Position, nur mit streng senkrechter Ausrichtung zum Hirnschnitt positioniert.
Diese Position wurde aus Ubersichtlichkeitsgriinden nicht in der Abbildung 2.4. mit

dargestellt.

2.3.6.3. Positionen der Reizelektroden

Die Stimulation mit der bipolaren PI-Ir-Elektrode erfolgte an verschiedenen
Reizpositionen, zum einen intranuklear im lateralen Kern der Amygdala, an der Grenze
zum zentralen Kern der Amygdala (LA) und zum anderen in der externen Kapsel (EC)
(Abb. 2.4.). Dabei wurden die Reizorte so gewahlt, dass sich die meisten Afferenzen

zwischen den beiden Polen der bipolaren Reizelektrode befanden.
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2.4. \Versuchsablauf

2.4.1. Extrazellulare Experimente und Reizparadigmen

Bei den extrazellularen Experimenten wurden die Amplituden von Feldpotenzialen
gemessen. Dabei stellen diese Feldpotenziale die Summe aller Antworten von
exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen dar, die wahrend des elektrischen
Stimulus gereizt wurden. Die Stimulation erfolgte mit einer bipolaren PI-Ir-Elektrode an
unterschiedlichen Reizorten (Abb. 2.4.). Bei den meisten Messungen erfolgte eine
Einzelreizung mit einem Reizabstand von 10 s und einer Reizdauer von 0,1 ms, was
einer Frequenz von 0,1 Hz entsprach. Die anderen Paradigmen werden in den

entsprechenden Abschnitten naher erlautert.

2.4.1.1. Input/Output-Kurven

Nach dem Auffinden eines Feldpotenzials wurde dieses auf seine Amplitudenvarianz,
als Maly fir die synaptische Transmission, in Abhangigkeit von der Reizstarke
untersucht. Dabei wurden Uber den Isostimulator, getriggert durch den Master-8,
Reizstromstarken zwischen 100 bis maximal 1000 pA in Form von Einzelreizen Uber die
bipolare Reizelektrode am Stimulationsort appliziert (Input). Die gemessene
Reizantwort (Amorapanth et al., 2000) wurde danach mit der Signal® 2-Software
registriert. Bei gerade messbarer Reizantwort wurde mit der entsprechenden
Reizstromstarke begonnen, die Reizantworten zu registrieren. Nach jeweils 6
Einzelreizen wurde die Reizstarke erhoht. Nachdem die Feldpotenzialamplitude nicht
mehr bei steigender Reizstarke an Grofle zugenommen oder sich wieder verringert
hatte, wurde die Messung beendet. Jeweils 6 Reizantworten wurden gemittelt, sodass
pro Stromstarkenwert ein Amplitudenwert resultierte. Die erhaltenen Amplitudenwerte in
mV wurden in Abhangigkeit der Reizstarke in Input/Output-Kurven dargestellt. Die
daraus ermittelte Reizstarke bei mittlerer Amplitudenauslenkung wurde fir die weiteren
Messungen verwendet und stellte den Referenzwert fur die spateren Experimente dar.
Auf diesen Referenzwert bezogen sich dann die AmplitudengroRen der basalen

Transmission der weiteren Messungen mit dem jeweiligen Feldpotenzial.
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241.2. Paired-Pulse-Fazilitierung

Bei der Paired-Pulse-Fazilitierung (PPF) wurde ein Doppelreiz mit zunehmendem
Reizintervall, 10-100, 200, 500 ms und einem Reizabstand zwischen den Doppelreizen
von 10 s appliziert. Das Reizintervall wurde nach jeweils 6 Registrierungen erhoht.
Jeweils 6 registrierte Feldpotenzial-Kurven wurden gemittelt und einem Intervall
zugeordnet. Die beiden Reizantworten pro Doppelreiz wurden gesondert ausgewertet.
Danach wurde eine Ratio aus dem 2. Amplitudenwert und dem ersten berechnet. Bei
einer Ratio >1 handelte es sich um eine Paired-Pulse-Fazilitierung und bei <1 um eine

Paired-Pulse-Depression.

241.3. Long-Term-Depression

Unter Long-Term-Depression (LTD) versteht man eine Messung, bei der die ermittelten
Amplitudenwerte nach der Durchfihrung einer Low-Frequency-Stimulation (LFS)
signifikant zu den Kontrollwerten vor der LFS abnehmen und diese Abnahme Uber
mindestens 20 Minuten erhalten bleibt. Bei kirzerer Dauer einer verringerten Amplitude
werden diese Messungen als Short-Term-Plasticity (STP) bezeichnet. Bei der LFS
wurden 900 Einzelreize mit einer Frequenz von 1 Hz und einer Reizdauer von 0,1 ms
bei unveranderter Reizstarke, in der Regel 50 — 60 % der Maximalamplitude, appliziert.
Als weiteres Paradigma zum Erzielen einer LTD wurde eine Theta-Pulse-Stimulation
(TPS) eingesetzt. Dabei wurden Einzelreize mit einer Frequenz von 8 Hz, einer
Reizdauer von 0,1 ms und fur eine Zeit von 150 s appliziert.

Vor und nach den Paradigmen zum Herbeifihren einer LTD erfolgte die oben

beschriebene Einzelreizung.

241.4. Long-Term-Depression mit Reversal

Bei diesen Experimenten war der Versuchsablauf gleich dem der oben beschriebenen
LTD bis auf die Besonderheit, dass 20 Minuten nach erfolgter LFS und signifikanter
Verringerung der Feldpotenzialamplitude ein weiteres Paradigma durchgefihrt wurde.

Dieses Paradigma war entweder eine High-Frequency-Stimulation (HFS) oder eine

Theta-Burst-Stimulation (TBS). Beide Paradigmen wurden in anderen Messungen in
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unserer Arbeitsgruppe zum Erzeugen einer Long-Term-Potentiation (LTP) verwendet.
Dabei stellte sich die HFS als starkerer Reiz fur die LTP heraus (Drephal et al., 2006).

Bei der HFS wurden zwei Reizfolgen mit einer Frequenz von 100 Hz, einer Dauer von
1 s und mit einem Zeitintervall von 30 s appliziert. Die TBS bestand ebenfalls aus zwei
Reizfolgen in einem Intervall von 30 s, nur mit dem Unterschied zur HFS, dass pro
Reizfolge 5 Bursts von 4 Einzelreizen mit einem Interburstintervall von 200 ms und

einem Reizintervall von 10 ms appliziert wurden.

2.4.2. Intrazellulare Experimente und Paradigmen

Vor jeder Messung erfolgte eine Korrektur des ,Offsets”, mit Einstellung der
Kompensation und dem Abgleich mit dem Elektrodenwiderstand.

Uber den Verstarker im Briickenmodus wurde nach Penetration der Zellmembran ein
hyperpolarisierender Strom zur Zellstabilisierung appliziert, d. h., die Zelle wurde bis auf
ein  Membranpotenzial von -100 bis -120 mV hyperpolarisiert. Nach erfolgter
Stabilisierung wurde der negative Haltestrom wieder langsam zurickgenommen und die
Messungen bei stabiler Membranspannung mit den entsprechenden Paradigmen
durchgefuhrt. Die Paradigmen fur die Strom/Spannungs-Kurven, Paired-Pulse-
Fazilitierung und die Long-Term-Depression unterschieden sich nicht von denen der
extrazellularen Messungen und wurden in Analogie zu diesen durchgefuhrt.

Der wesentliche Unterschied zu den extrazellularen Experimenten besteht darin, dass
bei den intrazellularen Messungen nur die postsynaptischen Potenziale einer Zelle
gemessen wurden. Diese stellten die Summe aus exzitatorischen und inhibitorischen

postsynaptischen Potenzialen dar.

24.21. Stabilisierung

Bei den intrazellularen Experimenten wurden an jeder gemessenen Zelle verschiedene
Paradigmen zur Charakterisierung des Zelltyps, in Form einer intrinsischen
Zellcharakterisierung durch Stromapplikation durch die Ableitelektrode sowie zur
Messung der synaptischen Transmission durchgeflihrt. Zuerst erfolgte die Stabilisierung
der Zelle Uber eine Zeit von 10 Minuten. In dieser Zeit wurde ein Stabilisierungsimpuls

in Form eines elektrischen Stroms mit einer Stromstarke von 100 pA, einer Impulslange
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von 100 ms und einem Impulsabstand von 10s uUber die Ableitelektrode in die Zelle

appliziert.

24.2.2. |V -Kurve

AnschlieRend an die Stabilisierung erfolgte eine Messung des Membranpotenzials in
Abhangigkeit vom elektrischen Strom, der in Form von Rechteckimpulsen durch die
Ableitelektrode in die Zelle appliziert wurde. Dabei wurden Stromimpulse mit einer
Impulslange von 200 ms, einer Stromstarke von —900 pA bis +900 pA in einem
Impulsabstand von 2 s appliziert. Nach jedem Impuls wurde die Stromstarke um 100 pA
erhoht.

2.4.2.3. Akkommodation

Bei der Akkommodation wurde, ahnlich wie bei der IV-Kurve, die Stromstarke
sukzessive um 50 pA von —100 pA bis auf +500 pA mit einem Impulsabstand von 2 s
und einer Impulsldnge von 1200 ms erhoht. Dabei wurden die Anderungen des
Membranpotenzials, das Muster der Abfolge und die Grolle der Aktionspotenziale

registriert und danach die Zelle charakterisiert.

2.4.3. Applikation der Pharmaka

Die verwendeten Substanzen wurden vor den Experimenten unter Pharmakaeinfluss im
Perfusionsmedium auf die Zielkonzentration verdinnt. AnschlieBend wurden die
Hirnschnitte in einer der beiden Messkammern damit perfundiert. Die Einwaschphasen
dauerten mindestens 30 Minuten, bevor mit den entsprechenden Paradigmen die
Messungen begonnen wurden. Die beiden Messkammern wurden abwechselnd mit
substanzhaltiger bzw. substanzfreier ACSF perfundiert, sodass eventuelle Ruckstande

durch diese lange Auswaschphase vermieden wurden.
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2.5. Auswertung und Statistik

2.5.1. Auswertung der extrazellularen Daten

Die Datenauswertung erfolgte bei den extrazellularen Messungen offline, d. h., nach
Abschluss der jeweiligen Messung. Um die Amplitudenvariation gering zu halten,
wurden jeweils 6 Feldpotenziale zu einem gemittelt, das fir die weitere Auswertung
verwendet wurde. Jedes dieser Feldpotenziale besteht aus zwei Maxima und einem
Minimum. Fur die Ermittlung der AmplitudengroRe wurde durch die Maxima eine
Tangente gelegt. Die Differenz der Koordinaten, die durch den Schnittpunkt mit einer
Senkrechten durch das Minimum und durch die Tangente entstanden, wurde als groite
Auslenkung des Potenzials angenommen und danach die Amplitude berechnet (Abb.
2.5)).

FiUr die Auswertung der Amplituden der einzelnen Feldpotenziale in den verschiedenen
Messungen wurden im Programm Signal® 2 (Cambridge Electronic Design, UKk)
verschiedene Script-Files (Dr. Siegmund, Institut fGr Physiologie, Charité, Berlin)
verwendet. Die extrazellularen Daten wurden offline und unter visueller Kontrolle der
einzelnen, gemittelten Feldpotenziale ausgewertet. Eine weitere Auswertemdglichkeit
war die ,Slope“-Auswertung. Dabei wurde die Neigung der ersten Negativierung im
Feldpotenzial als Messwert verwendet. In dieser Arbeit wurde fur alle Darstellungen die
absolute Amplitudengrofie in mV oder die relative AmplitudengrofRe in Prozent gewahlt,
da eine Korrelation zwischen ,Slope“-und Amplitudenauswertung nachweisbar war, die
Streuung der ,Slope“-auswertung aber grol3er war.

Bei der Auswertung der Input/Output-Kurven und der Paired-Pulse-Fazilitierung wurden
die absoluten Amplitudenwerte verwendet. Bei der Paired-Pulse-Fazilitierung wurde,
wie weiter oben beschrieben, eine Ratio gebildet und diese dann grafisch verarbeitet.
Im Anschluss an die Gewinnung der Daten flr die AmplitudengréRen bzw. der Grolien
des ,Slopes“ bei den Messungen zur LTD wurden diese im Tabellen-
kalkulationsprogramm Excel (Microsoft) in Prozentwerte umgerechnet. Als 100% wurde
der Mittelwert der Einzelwerte der letzten 6 Minuten der basalen Transmission

(,Baseline) vor der LFS angenommen.
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Abb. 2.5.: Darstellung eines Feldpotenzials. Die Maxima 1 und 2 sind durch eine Tangente verbunden.
Durch das Minimum 3 verlauft eine Senkrechte, die die Tangente in 4 schneidet. Die Differenz zwischen

4 und 3 stellt die Amplitudengroéf3e dar.

2.5.2. Auswertung der intrazellularen Daten

Die intrazellular ermittelten Daten wurden parallel zur laufenden Messung online
ausgewertet und danach offline verifiziert. Dies erfolgte nach dem gleichen Modus wie
bei den Extrazellulardaten, mit dem Unterschied, dass es sich bei einem EPSP um eine
Positivauslenkung des Potenzials vom Ruhemembranpotenzial handelt und nur die
Differenz zwischen den Spannungen, zum einen im Maximum des EPSP und zum

anderen der Ruhemembranspannung, berechnet wurde (Abb. 2.6.).

Als weitere Mdglichkeit der Signalauswertung wurde auch der ,Slope“ ausgewertet.
Dabei wurde die Steigung der ersten Positivbewegung des EPSP als Wert gewonnen.
In der Analogie zu den extrazellularen Experimenten wurden nicht die Absolutwerte der
EPSP-Amplituden verwendet, sondern diese in relative Prozentwerte umgerechnet.

Dabei stellten die 6 Minuten vor der LFS die Kontrolle und daraus der Mittelwert 100 %

dar.
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Abb. 2.6.: Darstellung eines exzitatorischen postsynaptischen Potenzials (EPSP). Gezeigt wird die
Ermittlung der Differenz 3 zwischen den beiden Spannungswerten 1 und 2.

2.5.3. Statistik

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung erfolgte mit der Software
Graphpad Prism 4 (San Diego, CA, USA). Die grafische Nachgestaltung wurde mit der
Software Corel Draw 11 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada) durchgefuhrt.

Zur statistischen Analyse wurde bei den Tests unabhangiger Stichproben der Mann-
Whitney-U-Test flir nonparametrische Stichproben verwendet. Beim Vergleich der
basalen synaptischen Aktivitat mit den letzten 6 Minuten einer Messung nach dem
entsprechenden Paradigma, innerhalb einer Stichprobe wurde der Wilcoxon-Test fur
abhangige Stichproben eingesetzt. Als Signifikanzniveau wurde jeweils ein p-Wert <

0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

Die folgenden Resultate wurden bei mannlichen und weiblichen Ratten des
Inzuchtstammes Wistar ermittelt. Dafur wurden die einzelnen Ratten von zwei
verschiedenen Anbietern, Charles-River und Harlan-Winkelmann, bezogen, welches
sich teilweise anbieterspezifisch in den Ergebnissen widerspiegelte. Weiterhin wurde an
verschiedenen Stimulationsorten gereizt sowie unter pharmakologischem Einfluss

gemessen, worauf in den einzelnen Abschnitten eingegangen werden soll.

3.1. Intrazellulare Messungen

Die intrazellularen Messungen wurden an weiblichen Wistarratten von Harlan-
Winkelmann durchgefuhrt. Insgesamt wurde die Aktivitdt von 30 Zellen erfasst, von
denen 18 mit dem Paradigma des LFS auf die Induzierbarkeit einer Langzeit-
Depression untersucht werden konnten. Die Ableitungen der EPSPs der anderen Zellen
gelang nach der Zellcharakterisierung nur kurze flr Zeit, sodass eine langfristige
Veranderung der synaptischen Transmission nicht untersucht werden konnte. Fur die
intrazellularen Experimente wurde die Stimulationselektrode analog zu den
extrazellularen Messungen im lateralen Kern der Amygdala platziert (intranukleare
Stimulation; IN).

3.1.1. Zellcharakterisierung

Alle Neurone zeigten einen unterschiedlichen Grad von Akkommodation auf einen
langen Rechteckimpuls. Alle Zellen wiesen Aktionspotenziale groferer Dauer (3.08 +
0.21 ms) auf, wie das flr Pyramidenzellen der lateralen Amygdala typisch ist
(McDonald, 1992; Pare et al., 1995a; Rainnie et al., 1993). Mangan et al. beschrieben
fur die basolaterale Amygdala 3 Typen von Projektionsneuronen bzw. Pyramidenzellen
(Mangan et al., 2000). Diese unterschieden sich in ihrem Akkommodationsverhalten.
Analog zu diesen Zelltypen wurden in der lateralen Amygdala entsprechende
Aktionspotenzialmuster gefunden. Der 1. Zelltyp zeichnet sich dadurch aus, dass er

schwacher akkommodierte und keine gruppierten Entladungen (Bursts) aufwies. Der 2.
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Zelltyp zeigte eine Akkommodation, es traten aber keine Bursts auf. Der 3. Typ zeigte
Bursts, aber nur eine schwache Akkommodation (Abb. 3.1.).

Von den insgesamt 30 Zellen entsprachen 22 Zellen dem Typ | (73,3%), 5 Zellen dem
Typ Il (16%) und 3 Zellen dem Typ lll. Bei 3 Zellen, bei denen die Aktionspotenzialserie
akkommodierte, trat nach der LFS eine stabile LTD auf. Die Aktivitat der restlichen
Zellen mit einer LTD zeigten eine schwachere Akkommodation. Bei diesen Zellen
wurden aber keine gruppierten Entladungen beobachtet. In keinem Fall konnte die
Aktivitat von Neuronen abgeleitet werden, die hochfrequent ohne Akkommodation
entluden, wie das fiur GABAerge Interneurone der Amygdala typisch ist.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zellcharakterisierung nach Mangan keine

Korrelation zur Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer LTD besitzt.
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Abb. 3.1.: Darstellung von unterschiedlichem Antwortverhalten. Zelltyp | zeigte wenig Akkommodation
und keine Bursts. Zelltyp Il akkommodierte stark, zeigte aber keine Bursts. Der Zelltyp Il zeigte einen
Burst mit einem Interspikeintervall von 5 — 15 ms bei mehr als zwei Aktionspotenzialen und eine

schwache Akkommodation.

Weiterhin wurde fur jede Zelle das IV-Verhalten registriert. Da zum Zeitpunkt dieser
Messungen die Stromapplikation nicht genau in festgelegten Stufen der

Stromstarkenerhohung erfolgte, konnen die IV-Kurven nicht einer statischen Analyse
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zugefihrt werden. Deshalb wurde nur eine als reprasentative Einzelkurve ausgewahit
(Abb. 3.2.).

B

-40-
50 mV *
*
-60-
I [pA] *
*
I T T I T 1
-1200 -900 -600 -300 -80- 300 600
*
¢ -100-
250 pA .
100 ms ° ¢
-120- U [mV]
Abb. 3.2:: Darstellung einer reprasentativen IV-Kurve. A Darstellung der

Ruhemembranpotenzialanderung (Schubert and Albrecht, 2008) in Abhangigkeit von der
Stromapplikation (unten). Das Ruhemembranpotenzial lag bei — 73 mV. Es wurden Stromstarken von —
1065 pA bis 414 pA appliziert. B IV-Kurve.

3.1.2. EPSP - Amplituden bei intranuklearer Reizung

Bevor die Neurone auf die Moglichkeit einer LTD-Induktion untersucht wurden, wurde
zunachst die basale synaptische Transmission gemessen und daflr jeweils eine I/O-
Kurve erstellt (Abb. 3.3.). Dazu wurden nur EPSPs ohne Aktionspotenziale in die
Auswertung mit einbezogen. Die Messungen der I/O-Abhangigkeit wurden bei dem
Auftreten von Aktionspotenzialen abgebrochen. Insgesamt konnte bei 26 Zellen das

I/0-Verhalten untersucht werden.
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Abb. 3.3.: Darstellung der I0-Kurve bei intrazellularen Ableitungen in der lateralen Amygdala, (n = 26).

3.2. Extrazellulare Messungen
3.2.1. Input/Output (I/0) — Verhalten

3.2.1.1. Inputspezifisches I/O — Verhalten (Ziichter: Charles-River)

Neben der intranukledren Stimulation bei den intrazellularen Ableitungen wurden bei
den extrazellularen Ableitungen zusatzlich die externe Kapsel (EC) gereizt und die
Amplituden der Feldpotenziale verglichen. Die Mehrzahl der Messungen wurden an
Wistarratten des Zlchters Charles-River durchgefuhrt. Dafir wurden 16 mannliche
Tiere und 38 weibliche Tiere verwendet. Die Zahlenangaben fur die einzelnen
Stichproben (n) beziehen sich auf die jeweils verwendeten Hirnschnitte. Neben
Wistarratten des Anbieters Charles-River wurden auch Tiere von Harlan-Winkelmann
verwendet, da sich in unserer Arbeitsgruppe die Messergebnisse bei den Tieren von
Harlan-Winkelmann besser reproduzieren lie3en.

Im Unterschied zum coronalen Schnittpraparat enthalt die externe Kapsel im
horizontalen Hirnschnitt eine gro3e Anzahl Fasern vom entorhinalen Kortex, welche den
lateralen Kern erreichen (von Bohlen und Halbach and Albrecht, 2002). Um den
Einfluss des entorhinalen Kortex auf die basale synaptische Transmission zu testen,
wurden die I/O-Kurven mit (n = 15) und ohne entorhinalem Kortex (n = 8) bei Reizung

der Fasern der externen Kapsel ermittelt (s. Abb. 2.4). Es wurden 9 weibliche Tiere
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verwendet. Bei 3 von ihnen wurde wahrend der Praparation der entorhinale Kortex
entfernt (Abb. 3.4.).

Es zeigte sich eine Zunahme der Feldpotenzialamplituden beider Messreihen in
Abhangigkeit von der gewahlten Reizintensitat. Obwohl die Grafik deutlich macht, dass
bei EC-Reizung gréRere Feldpotenziale auftreten als bei intranuklearer Reizung, war
dieser Unterschied nicht statistisch zu sichern. Interessanterweise lieRen sich nach
Entfernung des entorhinalen Kortexes noch groRere Feldpotenzialamplituden erzielen,

allerdings war auch dieser Unterschied nicht signifikant (p > 0,05, Mann Whitney Test).

2.0+

1.54 1 1

% I A EC ohne entorh. Kortex
A EC

0.5- g

0.0

Feldpotenzialampitude [mV]
2

I I I I I
0 100 200 300 400 500

Reizstromstarke [UA]

Abb. 3.4.: Darstellung der I/O - Kurven bei Stimulation der externen Kapsel (EC) (n = 15) im Vergleich
zur Stimulation in der lateralen Amygdala (IN) (n = 38) (p > 0,05, Mann Whitney - Test) bzw. der externen
Kapsel ohne entorhinalen Kortex (n = 8) (p > 0,05, Mann Whitney - Test).

3.21.2. Der Einfluss des GABA-Antagonisten Picrotoxin auf das 1/O-
Verhalten

Bei den mannlichen Tieren von Harlan-Winkelmann wurde aul3erdem die Wirkung von
2 uM Picrotoxin auf die synaptische Transmission untersucht. Es ist davon auszugehen,
dass mit diesen niedrigen Konzentrationen nur eine partielle Blockade der GABAxergen
Transmission erreicht wurde. Es wurde bei n = 14 Hirnschnitten zusatzlich unter dem

Einfluss des Picrotoxins das I/O-Verhalten ermittelt und mit den Kontrollen vor dem
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Einwaschen verglichen (Abb. 3.5.). Wie auch in der Grafik ersichtlich wurde kein

signifikanter Unterschied festgestellt, p > 0,05 (Wilcoxon-Test).

3.0

2.5 + Picrotoxin
2.0 O Kontrolle I

151 E§§$ i

1.0
0.5- ; ?

0.0

Feldpotenzialamplitude [mV]

I I I I I I
0 100 200 300 400 500 600
Reizstromstarke [pA]

Abb. 3.5.: Vergleich der IO-Kurven mit 2 uM Picrotoxin (n=14) und den Kontrollen ohne Picrotoxin (n=14)

bei mannlichen Ratten von Harlan-Winkelmann, p > 0,05.

3.3. Die LTD im lateralen Kern der Amygdala

3.3.1. Ableitungen mit der scharfen Mikroelektrode

Im Unterschied zu den Experimenten der Arbeitsgruppe Pape (Heinbockel and Pape,
2000), die zur Induktion der LTD im lateralen Kern eine Thetapulsstimulation (TPS)
thalamischer Afferenzen im coronalen Schnittpraparat verwendeten, nutzten wir in den
intrazellularen Ableitungen die ,klassische® niederfrequente Stimulation (900 Pulse, 1
Hz). Diese Stimulation wurde bei ca. 50% der maximalen EPSP-Amplitude intranuklear
appliziert. Bei 11 von 18 Zellen (61%) induzierte die niederfrequente Stimulation eine
stabile LTD (Abb. 3.6.).
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Abb. 3.6.: A: Darstellung der LTD bei intrazellularer Ableitung in der lateralen Amygdala an
pharmakologisch unbehandelten Hirnschnitten. B: Balkendiagramm der statischen Analyse mit p< 0,05
zwischen der Kontrolle vor der LFS und den letzten 6 Minuten nach der LFS. C: Typische EPSPs einer

Zelle vor und 55. — 60. Minute nach der LFS.

Diese 11 Zellen hatten ein Ruhemembranpotenzial von -71,6 + 1,9 mV, einen
Eingangswiderstand von 63,3 + 2,9 MQ und eine Zeitkonstante (7", .., ) von 25,7 ms.

Ab einem Schwellenpotenzial grol3er als - 51,8 + 2,2 mV traten Aktionspotenziale von
76,6 = 1,2 mV auf. Die anderen Zellen, bei denen keine LTD auftrat, unterschieden sich
in diesen Parametern nicht signifikant von den Zellen, bei denen eine LTD induziert
werden konnte.

Bei der intrazellularen Registrierung der EPSPs konnte eine stabile LA-LTD durch eine
niederfrequente Stimulation (low frequency stimulation, LFS) induziert werden. Dabei
kam es zu einer Reduktion der Amplitude der EPSPs von 100,4 + 2,3% auf 62,5 +
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5,5%. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Analyse der Anstiege (Slope) erzielt. Auf
eine weitere Slopeanalyse wurde aber verzichtet, da in den extrazellularen Ableitungen
die Streuung mit dieser Analysemethode sehr grol3 war. Der Unterschied zwischen der
Kontrolle vor dem LFS und den letzten 6 Minuten der Messung war mit p < 0,05
(Wilcoxon-Test) signifikant. Eine Hemmung des GABA-Systems war dabei nicht
erforderlich. Dies spiegelt die Ergebnisse der extrazellularen Messungen bei Tieren von

Harlan-Winkelmann wider.

3.3.2. Extrazelluldre Ableitungen

Fir die Ergebnisse dieses Abschnittes wurden Experimente durchgeflhrt, die zum
einen den Einfluss des Geschlechtes, des Stimulationsortes, des Reizparadigmas und
der Rezeptorphysiologie und zum anderen die Madglichkeit der Reversibilitat der
Langzeit-Depression im lateralen Kern der Amygdala untersuchten. Dabei waren die
Positionen der Ableitelektrode und der Reizelektrode in Abhangigkeit des untersuchten
Stimulationsortes bei allen Messungen annahernd gleich, um die Bedingungen bei den
Experimenten ahnlich zu gestalten.

Fir die folgenden Untersuchungen wurden die entsprechenden Experimente bei 53
weiblichen Tieren von Charles-River und 3 weiblichen bzw. 6 mannlichen Tieren von

Harlan-Winkelmann durchgefuhrt.

3.3.2.1. Die LTD in Abhéangigkeit vom Geschlecht der Versuchstiere

Der Einfluss des Geschlechtes auf die Starke der LTD wurde an mannlichen (n = 11)
und weiblichen Tieren (n = 10) von der Zucht Harlan-Winkelmann untersucht.

Die statistischen Vergleiche der 6 Minuten vor der LFS mit den letzten 6 Minuten am
Ende der Messungen, jeweils fur die weiblichen und die mannlichen Tiere, erbrachten
fur beide Messreihen signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Wilcoxon — Test). Somit
induzierte die niederfrequente Reizung (LFS) in der lateralen Amygdala jeweils eine
stabile LTD mit einer Reduktion der Feldpotenzialamplitude bei den weiblichen Tieren

von 100,0 £ 1,0% auf 70,7 £ 4,3% und bei den mannlichen Tieren von 100,3 + 1,4% auf
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72,0

nachgewiesen werden (p > 0,05; Mann Whitney - Test).
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+ 5,7% (Abb. 3.7.). Ein geschlechtsspezifischer Unterschied konnte nicht
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Abb.3.7.: A: Darstellung der LTD-Kurven von weiblichen (n = 11) und mannlichen (n = 10) Wistarratten

von Harlan-Winkelmann ohne pharmakologischem Einfluss (LFS: Niedrigfrequenzstimulus). B:
Balkendiagramm zum Vergleich der Minuten 55 - 60 nach LFS. Es besteht kein signifikanter Unterschied,

p > 0,05. C: Darstellung reprasentativer Feldpotenziale (von links nach rechts) vor dem LFS, nach dem

LFS und zum Ende der Messung jeweils flir die weiblichen und die mannlichen Tiere.
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3.3.2.2. Unterschiede innerhalb des Wistarstammes in Abhangigkeit vom
Zuchter — Der Einfluss GABAerger Interneurone auf die Induktion der
LTD

Bei mannlichen Wistarratten von Harlan-Winkelmann kam es unter pharmakologischen
Einfluss des GABA-Antagonisten Picrotoxin (n = 9) und bei Reizung im lateralen Kern
der Amygdala (IN) zu einer schwacheren Auspragung der LTD mit einer Reduktion der
Feldpotenzialamplitude von 100,6 £ 1,3% auf 84,0 + 5,6% (Abb. 3.8.) Im statistischen
Vergleich war der Unterschied zu den naiven mannlichen Tieren aus Abb. 3.5. mit p <
0,05 (Mann Whitney — Test) signifikant.

Interessanterweise fuhrte Picrotoxin wahrend der intranuklearen Reizung bei weiblichen
Tieren von Charles-River zu einer Verstarkung der LTD. Die Feldpotenzialamplitude
reduzierte sich unter Picrotoxin von 99,5 £ 1,7% auf 64,8 + 7,3% (n = 7). Im Vergleich
dazu kam es bei Kontrollmessungen mit naiven Hirnschnitten nur zu einer Reduktion
der Feldpotenzialamplitude von 100,0 + 1,6% auf 91,8 + 3,6% (n = 7). Der statistische
Unterschied war zwischen beiden Messreihen mit p < 0,05 (Mann Whitney - Test)
signifikant (Abb. 3.9.). In beiden Messreihen konnte eine durch die LFS bedingte,
signifikante Reduzierung der Feldpotenzialamplituden durch Vergleich der letzten 6 min
in der Kontrollperiode vor der LFS mit den letzten 6 min vor dem Ende der Messung

(55. = 60. min nach LFS) (p < 0,05; Wilcoxon- Test) nachgewiesen werden.
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Abb. 3.8.: A: Darstellung der LTD bei mannlichen Wistarratten von Harlan-Winkelmann unter Einfluss
von 2 uM Picrotoxin. Picrotoxin wurde Uber 45 min bis LFS-Ende eingewaschen. B: Balkendiagramm der
Minuten 55 — 60 nach LFS mit Mittelwert und SEM. Der Unterschied war mit p < 0,05 (*) signifikant. C:
Repréasentative Originalableitungen von Feldpotenzialen (von links nach rechts) vor dem LFS, nach dem

LFS und am Ende der Messung.

48



>
o

200+ 100-
175-
T 150+ o Kontrolle X 797
P 1254 . PTX o
=) - = -
% 1(71(5) Porozss ?&6 E?;WWWM" %- 50
i ey €
£ s 1" & g5
il LFS
0 1 1 1 1 1 1 0
45 0 15 30 45 60 75
Zeit [min]
5mV
5ms W V“J
W A Coa

Kontrolle PTX

Abb. 3.9.: A: Induktion von LTD bei weiblichen Charles-River-Ratten: Kontrollmessungen im Vergleich zu
Messungen mit 2 uM Picrotoxin perfundierten Hirnschnitten. B: Das Balkendiagramm zeigt Mittelwert und
SEM fir 55. — 60. min nach der LFS. Der Unterschied ist mit p < 0,05 (*) statistisch signifikant. C:
Darstellung reprasentativer Feldpotenziale jeweils fur die naive Kontrolle und die Hirnschnitte unter dem

Einfluss von Picrotoxin, vor dem LFS, nach LFS und 55. - 60. Minute nach LFS (von links nach rechts).
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3.3.2.3. Nachweis der Inputspezifitat der LTD

>
vy

200 -
175+ o EC mit ent. Kortex
°\E 150+ = EC ohne ent. Kortex 52
o 125- r
x] S —
2 100 wursma 2 w
?E:. 75 ?E:. \
< 50- PTX Z §
257 LFS \
0 1 1 1 ] 1 1 &
-15 0 15 30 45 60 75 &
Zeit [min]
C <&
0,5mV
__|o,5mv
5ms 5ms
~ ~Av — et e po—
EC mit entorhinalem Kortex EC ohne entorhinalen Kortex

Abb. 3.10.: A: Darstellung der LTD bei Reizung der externen Kapsel (EC) mit und ohne entorhinalem
Kortex. B: Balkendiagramm mit Darstellung der jeweils letzten 6 Minuten der Messungen fir die
statistische Analyse. Der Unterschied war jeweils zwischen den Messungen mit Reizung in der externen
Kapsel mit erhaltenem entorhinalen Kortex und in der lateralen Amygdala (IN) (**) bzw. ohne dem
entorhinalen Kortex (*) signifikant. C: Darstellung einzelner EC-induzierter Feldpotenziale mit und ohne
entorhinalen Kortex, vor dem LFS, nach dem LFS und der letzten 6 Minuten der Messungen (von links

nach rechts).

Aus Untersuchungen im coronalen Schnittpraparat ist bekannt, dass auch fur die
laterale Amygdala ein Kriterium der LTD ihre Inputspezifitat ist (Heinbockel and Pape,
2000). Heinbdckel und Pape (2000) konnten bei Thetapulsreizung thalamischer

50



Afferenzen LTD induzieren, wahrend Thetapulsreizung der externen Kapsel die basale
Aktivitat nicht signifikant beeinflusste. Es war zu prifen, ob moglicherweise bei Reizung
der externen Kapsel im horizontalen Schnittpraparat aufgrund unterschiedlicher
Konnektivitat im Vergleich zum coronalen Hirnschnitt eine LTD in der LA ausldsbar ist.
Weiterhin wurde bei einem Teil der Hirnschnitte nach der Praparation der entorhinale
Kortex entfernt, um dessen Einfluss auf die Induktion einer LTD in der lateralen
Amygdala zu untersuchen (Abb. 3.10.). Alle Messungen wurden unter dem Einfluss von
2 uM Picrotoxin an weiblichen Tieren von Charles-River durchgefuhrt.

Der Vergleich der Messungen mit intranuklearer Reizung (n = 7) unter dem Einfluss von
Picrotoxin mit den Messungen mit Reizapplikation in der externen Kapsel mit
erhaltenem entorhinalem Kortex (n = 7) ergab signifikante Unterschiede mit p < 0,05
(Mann Whitney - Test). Im Gegensatz zur intranuklearen Reizung kam es nur zu einer
Reduktion der Feldpotenzialamplitude von 100,3 £ 1,6% auf 79,0 + 6,7%. Die Analyse
der Werte fur die 6 Minuten vor der LFS im Vergleich mit den letzten 6 Minuten am
Ende der Messungen erbrachte im Wilcoxon — Test ebenfalls einen signifikanten
Unterschied mit p < 0,05.

Bei den Messungen, bei denen der entorhinale Kortex entfernt wurde (n = 7), war die
Verringerung der Feldpotenzialamplitude von 100,1 + 1,7% auf 94,7 + 1,1% nochmals
schwacher ausgepragt. Dabei war der Unterschied zwischen den Messungen in der
externen Kapsel mit und ohne dem entorhinalen Kortex mit p < 0,05 (Mann Whitney —
Test) signifikant. Auch bei der gepaarten Analyse (Wilcoxon — Test) der Werte vor der
LFS im Vergleich mit den letzten 6 Minuten der Messungen zeigte sich ein signifikanter
Unterschied mit p < 0,05, obwohl bei einer 5%igen Reduzierung der
Feldpotenzialamplituden kaum von einer LTD zu sprechen ist.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass unter dem Einfluss von Picrotoxin
durch Reizung der Fasern, die den lateralen Kern durchziehen, eine starkere LA - LTD
ausgelost wird als bei Reizung der kortikalen Fasern, die die externe Kapsel
durchziehen. Allerdings war auch bei Reizung der externen Kapsel die LTD induzierbar,
welche aber durch die Isolation der externen Kapsel vom entorhinalen Kortex signifikant

reduziert wurde.
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3.3.2.4. Einfluss des Paradigmas auf die Induktion der LTD
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Abb. 3.11.: A: Darstellung der LTD, die durch den TPS induziert wurde (n = 7). B: Balkendiagramm zum
Vergleich der Minuten 55-60 nach LFS bzw. TPS. Die LTD nach TPS war signifikant schwacher als nach

LFS. C: Darstellung von einzelnen Feldpotenzialen wahrend der Untersuchung des Einflusses des TPS
auf die LTD.

Um die Daten mit den Messergebnissen im coronalen Hirnschnitt (Heinbockel and
Pape, 2000) besser vergleichen zu konnen, wurde auch die Wirksamkeit einer
Thetapuls-Stimulation (TPS) intranuklearer Fasern bei mannlichen Tieren von Harlan-
Winkelmann getestet (Abb. 3.11.).

Dabei kam es zu einer schwacheren Reduktion der Feldpotenzialamplitude von 99,6 +

1,0% auf 87,4 + 10,9% (n = 7) als im Vergleich zur LTD nach dem LFS (siehe 3.1.2.1.).
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Der Unterschied war zwischen Kontrolle und den letzten 6 Minuten mit p < 0,05
(Wilcoxon Test) signifikant. Somit lasst sich im horizontalen Hirnschnitt auch eine
stabile LTD durch TPS auslésen. In Ubereinstimmung mit Daten, die an &lteren
Wistarratten von Harlan-Winkelmann in unserem Labor gewonnen wurden (Schubert et
al., 2005) ist die TPS-induzierte LA-LTD aber schwacher ausgepragt als die LFS-
induzierte LTD. Diese Aussage wird dadurch gestutzt, dass signifikante Differenzen
zwischen TPS- und LFS-induzierter LTD nachweisbar waren (p < 0,05; Mann Whitney -
Test).

3.3.2.5. Reversibilitat und Priming

Es gibt bisher nur wenige Befunde, die zeigen, dass zumindest in der basolateralen
Amygdala LTP durch LFS depotenzierbar ist (Aroniadou-Anderjaska et al., 2001).
Drephal et al. (2006) konnten kurzlich zeigen, dass LTP, welche intranuklear im
horizontalen Hirnschnitt induziert wurde, durch LFS depotenzierbar ist, wenn die
niederfrequente Reizung 10 min nach LTP-Induktion verabreicht wurde. Nach 20 min
war der Depotenzierungseffekt wesentlich schwacher ausgepragt. Hinsichtlich einer
Intervention durch HFS nach Induktion einer stabilen LTD lagen fir die laterale
Amygdala keine Daten vor. Deshalb wurde in pharmakologisch nicht behandelten
Hirnschnitten von weiblichen Charles-River Ratten erst durch intranukleare LFS eine
LTD induziert und dann 20 Minuten nach der Induktion der LTD entweder ein Theta-
Burst - Stimulus (TBS) bzw. ein Hochfrequenzstimulus (HFS) appliziert und danach flr
60 Minuten die Feldpotenziale registriert (Abb. 3.12.).

Nach dem LFS kam es jeweils zu einer signifikanten Reduktion der
Feldpotenzialamplitude auf 71,6 + 6,3% in der Messreihe, in der TBS spater verwendet
wurde, und 66,2 + 8,3% in der Messreihe in der spater HFS verwendet wurde (p < 0,05;
Wilcoxon Test). Der statistische Unterschied zwischen beiden Kurven war wie zu
erwarten nicht signifikant (p > 0,05; Mann Whitney-Test).

Nach TBS wurde die LFS-induzierte LTD in der LA komplett blockiert (Reversal). Die
Feldpotenzialamplitude erreichte nach dem TBS mit 103,3 + 10,1% annahernd den
Ausgangswert der Kontrolle vor der LFS mit 98,3 + 2,0% (n = 8). Der Unterschied war
mit p > 0,05 (Wilcoxon Test) nicht signifikant.

53



>
w

400- 250- *k%k

350- e
_ 200- T
= 300- = 7
% 250+ % 150 - * *
S 200- 3 _
S 150- S 100-
£ £
< 100 Tty <

50

0 1 1 1 1 1 0

30 15 0 15 30 45 60 75 90

Zeit [min] & &

0,5mV
0,5mV
vor LFS nach LFS vor LFS nach LFS
l l 5ms l L 5ms
~~\, My T “/ A~ ]
N X
nach HFS nach TBS
HFS TBS

Abb. 3.12.: A: Darstellung der Reversibilitat der LTD nach Applikation eines Theta-Burst-Stimulus (TBS)
bzw. eines Hochfrequenzstimulus (HFS) nach LFS der intranuklearen Fasern. Der TBS fuhrte zu einer
Aufhebung der LTD und der HFS zu einer starken Potenzierung der Feldpotenzialamplituden. B:
Balkendiagramm der statistischen Analyse. Die Reduktion der Feldpotenziale war jeweils nach LFS
signifikant (*). Nach der HFS kam es zu einer signifikanten Potenzierung (**). Der Unterschied zwischen
beiden Kurven in den letzten 6 Minuten nach TBS bzw. HFS war ebenfalls signifikant (***). C: Darstellung

reprasentativer Feldpotenziale.

Durch den HFS kam es zu einer Potenzierung der Feldpotenzialamplitude auf 184.5 +
21,1% (n = 8). Der Unterschied zur Kontrolle vor der LFS mit 101,4 + 1,9% war mit p <
0,05 (Wilcoxon Test) signifikant. Diese Potenzierung der Feldpotenzialamplituden war
grolder als die Potenzierung, die durch HFS allein im horizontalen Hirnschnitt induziert
werden kann (Drephal et al., 2006; Kaschel et al., 2004; Schubert et al., 2005), wo in
der Regel eine 50%ige Steigerung der HFS-induzierten Feldpotenzialamplituden zu
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beobachten ist. Die Analyse der 55. - 60. Minute nach der Applikation des TBS bzw.
HFS erbrachte einen signifikanten Unterschied von p < 0,05 (Mann Whitney-Test)
zwischen beiden Kurven. Diese Daten zeigen, dass es eines starken Reizes bedurfte,

um eine solche Potenzierung zu beobachten.

3.3.2.6. NMDA - Abhangigkeit der LTD

Nach Charakterisierung der LTD war es nun interessant zu wissen, welche
Mechanismen an der Generierung einer LTD in der lateralen Amygdala beteiligt sind.
Bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit war fur die laterale Amygdala nur bekannt, dass
metabotrope Glutamatrezeptoren in die Induktion einer LA-LTD involviert sind
(Heinbockel and Pape, 2000). Allerdings ist von der CA1-Region des Hippocampus
bekannt, dass auch NMDA-Rezeptoren fur die LTD relevant sind. Wir pruften die
NMDA-Abhangigkeit sowohl an mannlichen Tieren von Harlan-Winkelmann als auch an
weiblichen Tieren von Charles-River. Dabei wurde die Starke der LTD, ausgeldst durch
LFS intranuklearer Fasern, signifikant durch die Anwesenheit des NMDA-Antagonisten
APV beeinflusst. Bei den Tieren von Harlan-Winkelmann wurde nur APV
eingewaschen, da es ohne einen GABA-Antagonisten zu einer stabilen LTD kam
(Abschnitt 3.1.2.2.). Dazu wurde APV in einer Konzentration von 50 yM wahrend der
Kontrollphase und wahrend der niederfrequenten Reizung (LFS 1) Uber 45 min
eingewaschen. Da die Messungen jeweils am selben Hirnschnitt ohne Veranderung der
Elektroden durchgefuhrt wurden, erfolgte die statistische Prifung mit dem Wilcoxon
Test fur verbundene Stichproben.

Dabei zeigte sich unter APV, dass es nach der LFS nicht zu einer Reduktion der
Feldpotenzialamplitude kam. Dabei war der Unterschied von der Kontrolle mit 99,4 +
0,8% zur Registrierung nach der LFS1 mit 101,5 + 7,1% mit p > 0,05 (Abb. 3.13.) nicht
signifikant.

Nach einer ausreichenden langen Auswaschzeit von 2 Stunden wurde noch einmal eine
niederfrequente Reizung (LFS 2) appliziert. Nach Auswaschen von APV kam es zu
einer stabilen LTD mit einer Reduktion der Feldpotenzialamplitude auf 70,8 + 7,1%. Der
Unterschied zu der vorherigen Registrierung der Feldpotenzialamplituden war mit p <
0,05 signifikant.
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Abb. 3.13.: A: Darstellung der LTD unter dem Einfluss von APV (n = 8) bei Tieren von Harlan-
Winkelmann. Es wurde ein LFS1 unter Einwaschen von APV und ein LFS2 nach einer Auswaschzeit von
2 Stunden appliziert. B: Balkendiagramm der statischen Analyse. Die Unterschiede (*) und (**) waren

signifikant. C: Reprasentative Feldpotenziale.

Bei den Tieren von Charles-River wurde zum APV zusatzlich 2 yM Picrotoxin ein-
gewaschen. Nach der Applikation der LFS kam es nicht nur zu einer Verringerung der
Feldpotenzialamplitude, sondern zu einer geringen Potenzierung, sodass die
Feldpotenzialamplitude in den letzten 6 Minuten 117,7 + 9,1% betrug (Abb. 3.14.). Im
Vergleich mit den Kontrollen unter dem Einfluss von 2 uyM Picrotoxin bei weiblichen
Tieren von Charles-River war der Unterschied mit p < 0,05 (Mann Whitney-Test)

signifikant.
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Im Wilcoxon Test ergab die Analyse fir verbundene Stichproben im Vergleich der
Kontrolle vor der LFS mit den letzten 6 Minuten der Messungen einen signifikanten

Unterschied mit p < 0,05 (Wilcoxon Test).
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Abb. 3.14.: A: Darstellung der LTD unter dem Einfluss von 50 yuM APV und 2uM Picrotoxin (PTX) (n=7)
bei weiblichen Wistarratten von Charles River. APV verhindert als NMDA-Antagonist die Ausbildung einer
stabilen LTD. B: Balkendiagramm mit der statischen Analyse. Die Werte vor dem LFS und die letzten 6
Minuten unterscheiden sich signifikant (*), p = 0,03. Der Unterschied zur Messung mit 2 yM PTX war
signifikant (**), p = 0,0022. C: Reprasentative Feldpotenziale unter dem Einfluss von APV und PTX.
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3.3.2.7. Rolle der metabotropen Glutamatrezeptoren bei der Induktion der
LTD

Der Einfluss der metabotropen Glutamatrezeptorantagonisten (mGIluR-Antagonisten)
wurde mit zwei verschiedenen selektiven Antagonisten bei intranuklearer Stimulation
gepruft. Zuerst wurde der mGluR-Antagonist MCCG allein und in Kombination mit
Picrotoxin bei weiblichen Tieren von Charles-River eingesetzt.

Bei der Applikation von 50 uM MCCG ohne Picrotoxin (n = 8) kam es nur zu einer
geringen Reduktion der Feldpotenzialamplitude nach der LFS. Im Vergleich zu der LTD
ohne pharmakologischen Einfluss bei intranuklearer Reizung an weiblichen Tieren von
Charles-River war der Unterschied nach der niederfrequenten Stimulation nicht
signifikant, p > 0,05 (Mann Whitney-Test). Dabei betrug die Feldpotenzialamplitude
unter dem Einfluss von MCCG in den letzten 6 Minuten nach der LFS 92,0 + 4,9%. Bei
dem statistischen Vergleich zwischen den Experimenten, bei denen zum einen die
Hirnschnitte nur mit 2 uM Picrotoxin (siehe 3.1.2.2.) und zum anderen zusatzlich mit 50
MM MCCG perfundiert wurden, kam es bei MCCG in Kombination mit Picrotoxin (n = 8)
nach dem LFS nicht zu einer Reduktion der Feldpotenzialamplitude (Abb. 3.15.). Diese
betrug in den letzten 6 Minuten nach der LFS 107,4 + 9,8%. Der Unterschied war mit p
< 0,05 (Mann Whitney-Test) statistisch signifikant.

Als weitere Substanz wurde CPPG untersucht. Es stellte sich nach 3 Messungen kein
erkennbarer Unterschied zu den Experimenten mit MCCG heraus, sodass diese
Untersuchungen nicht weiter fortgesetzt wurden. Die Feldpotenzialamplitude betrug in
den letzten 6 Minuten nach der LFS 95,1 + 6,0% (Abb. 3.16.).
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Abb. 3.15.: A: Kurvendarstellung der Abhangigkeit der LFS-induzierten LTD vom metabotropen
Glutamatrezeptorantagonsisten MCCG bei intranuklearer Reizung. Unter dem Einfluss von MCCG in
Kombination mit PTX (n = 8) kam es zu keiner anhaltenden Feldpotenzialreduktion als unter MCCG (n =
8) allein. B: Saulendiagramm zum statistischen Vergleich der LTD. Unter dem Einfluss von MCCG und
PTX kam es zu keiner stabilen LTD. Der Unterschied zur LTD mit PTX war signifikant (*). C: Darstellung
von Feldpotenzialen fir die Messungen unter MCCG und MCCG mit PTX.
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Abb. 3.16.: A: LFS-induzierte Anderungen bei intranukledrer Reizung unter dem Einfluss von CPPG (n =
3) bei weiblichen Tieren von Charles-River. B: Balkendiagramm zum Vergleich der Messungen mit CPPG

und der LTD-Kontrolle. C: Einzelne Feldpotenziale aus einer Messung unter Applikation von CPPG.

3.4. Paired Pulse Fazilitierung (PPF) — Kurzzeitplastizitat

3.4.1. Abhangigkeit der PPF vom Geschlecht

Das Paired Pulse — Verhalten wurde durch Doppelpulsreizung mit unterschiedlichen
Zeitabstanden sowohl bei mannlichen als auch bei weiblichen Tieren beider Anbieter
untersucht. Um den Einfluss des Geschlechts herauszufinden, wurden die Messungen
an unbehandelten Hirnschnitten ohne jeglichen pharmakologischen Einfluss

durchgefuihrt. Die Reizelektrodenposition befand sich dabei intranuklear. Die
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Ergebnisse sind in der Abb. 3.17. dargestellt. Zwischen den mannlichen und weiblichen

Tieren gab es jeweils keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 3.17.: Darstellung des Paired Pulse-Verhaltens in Abhangigkeit vom Geschlecht. Es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Tieren. A: Naive mannliche (n = 31) und
weibliche (n = 15) Tiere von Harlan-Winkelmann. B: Naive weibliche (n = 52) und mannliche (n = 16)

Tiere von Charles-River.

Die Tiere von Harlan-Winkelmann zeigten eine Fazilitierung bei einem Reizabstand von
20 ms bis 100 ms und eine Depression bei 10 ms, 200 ms und 500 ms. Die grote
Fazilitierung trat bei den weiblichen Tieren bei 30 ms mit 1,22 £ 0,12 und bei den
mannlichen Tieren bei 30 ms mit 1,41 + 0,08 auf. Bei 200 ms kam es bei den
mannlichen Tieren mit 0,76 + 0,04 zur groften Depression. Die weiblichen Tiere hatten
ihre gréfite Depression bei 500 ms mit 0,75 £ 0,05.

Bei den Tieren von Charles-River kam es bei den Reizabstéanden von 10 bis 100 ms zu
einer Fazilitierung und bei 200 ms und 500 ms zu einer Depression. Bei den weiblichen
Tieren konnte bei 30 ms Reizabstand mit 1,44 + 0,07 die groRte Fazilitierung und bei
500 ms Reizabstand die grote Depression mit 0,68 + 0,03 gemessen werden. Die
mannlichen Tiere hatten ihre grofite Fazilitierung bei 30 ms mit 1,29 + 0,1 und bei 200

ms die grofite Depression mit 0,8 + 0,06.
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3.4.2. Einfluss der GABA-Rezeptoren auf das Paired Pulse — Verhalten bei
intranuklearer Reizung

Der Einfluss von Picrotoxin wurde nach einer mindestens 45 Minuten betragenden
Einwaschzeit bei unveranderter Reiz- und Ableitposition am gleichen Hirnschnitt
untersucht. Die statistische Analyse wurde jeweils mit dem Wilcoxon Test fur

verbundene Stichproben durchgefuhrt.
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Abb. 3.18.: Darstellung des Paired Pulse — Verhaltens bei intranuklearer Reizung unter dem Einfluss von
2 UM Picrotoxin (PTX) jeweils im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollen. A: Mannliche Tiere von
Charles-River (n = 7). Es bestand kein signifikanter Unterschied (Wilcoxon Test, p > 0,05). B: Mannliche
Tiere von Harlan-Winkelmann (n = 13). In der Analyse war der Unterschied zwischen den Messungen vor
und mit PTX signifikant (Wilcoxon Test, p < 0,05). C: Weibliche Tiere von Charles-River (n = 8). Der
Unterschied war nicht signifikant (Wilcoxon Test, p > 0,05).

Zwischen den extrazellularen Messungen der LTD bei intranuklearer Reizung der
beiden Anbieter Charles-River und Harlan-Winkelmann gab es ein unterschiedliches
Verhalten bei der Anwesenheit des GABAa-Antagonisten Picrotoxin. Dieses spiegelt
sich auch im Paired-Pulse-Verhalten bei den mannlichen Tieren beider Anbieter wider.

Es trat nur bei den mannlichen Tieren von Harlan-Winkelmann ein signifikanter
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Unterschied zwischen den Messungen ohne Picrotoxin und den anschlielenden
Messungen unter dem Einfluss dieses GABAa-Antagonisten auf (Abb. 3.18. B). Dabei
kam es unter PTX im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu einer geringeren
Fazilitierung bei den Reizabstanden zwischen 20 und 100 ms. Die mannlichen Tiere
von Harlan-Winkelmann zeigten ihre gréfite Fazilitierung bei 30 ms mit 1,30 + 0,14 vor
PTX und 1,06 + 0,08 mit PTX. Bei einem Reizabstand von 200 ms kam es mit 0,74 *
0,07 ohne PTX sowie bei 500 ms mit 0,77 + 0,07 mit PTX zur grof3ten Depression.
Insgesamt wurden dazu n = 13 Messungen jeweils miteinander verglichen.

Bei den mannlichen (Abb. 3.18. A) sowie den weiblichen Tieren (Abb. 3.18. C) von
Charles-River waren die Unterschiede zwischen den Messungen ohne und mit
Picrotoxin nicht signifikant. Die groRten Fazilitierungen traten bei den mannlichen Tieren
von Charles-River bei 30 ms mit 1,18 £ 0,09 vor PTX und bei 20 ms mit 1,4 + 0,18 mit
PTX auf. Die grof3ten Depressionen wurden jeweils bei 200 ms mit 0,81 + 0,05 vor PTX

und 0,79 + 0,08 unter PTX registriert. Dazu wurden jeweils n = 7 Messungen

verglichen. Bei den weiblichen Tieren von Charles-River kam es bei 50 ms mit 1,41 +
0,17 ohne PTX und bei 30 ms unter PTX mit 1,43 £ 0,07 zur grofdten Fazilitierung. Die
grolite Depression zeigte sich einmal bei 500 ms mit 0,74 + 0,07 ohne PTX und zum
anderen bei 200 ms mit 0,73 + 0,07 unter dem Einfluss von PTX. Es wurden jeweils n =

8 Messungen analysiert.

3.4.3. NMDA - Abhangigkeit des Paired Pulse — Verhaltens bei der
intranuklearen Stimulation

Diese Versuche dienten der Prufung einer moglichen NMDA-Abhangigkeit des Paired
Pulse — Verhaltens bei weiblichen Tieren von Charles-River. Dazu wurden 50 yM APV
in Kombination mit 2 uM Picrotoxin Uber mindestens 45 Minuten eingewaschen. Die
Kombination mit Picrotoxin wurde gewahlt, da es nur unter einer GABAa-
Antagonisierung bei den Tieren von Charles-River zu einer stabilen LTD kam. Bei dem
Vergleich des Paired Pulse — Verhaltens vom NMDA-Rezeptorantagonisten APV in
Kombination mit PTX (n = 14) konnte kein signifikanter Unterschied zu der alleinigen
Applikation von PTX (n = 8) festgestellt werden (Mann Whitney-Test, p > 0,05). Ebenso
wie bei der PTX-Messreihe kam es bei der Kombination APV und PTX zu einer

Fazilitierung im Paired Pulse. Dabei zeigte sich die grolte Ratio mit 1.49 + 0,11 bei 20
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ms und eine Depression von 0,66 + 0,05 bei einem Reizabstand von 200 ms (Abb.
3.19. A).

Da vor der Applikation von APV und PTX jeweils der Paired Pulse registriert wurde,
konnten diese Ergebnisse mit denen unter der Medikation verglichen werden (Abb.
3.19. B). Dabei kam es zu einer erkennbaren Verringerung der Ratio bei einem
Reizabstand von 40 ms bis 100 ms, obwohl sich beide Messreihen nicht signifikant
unterschieden (Wilcoxon Test, p > 0,05). Vor der Applikation der Pharmaka lagen das
Maximum mit 1,5 £ 0,1 bei 30 ms und das Minimum mit 0,61 + 0,04 bei 500 ms.
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Abb. 3.19.: Paired — Pulse — Verhalten in Abhangigkeit vom NMDA — Rezeptor. In allen Analysen wurde
kein signifikanter Unterschied Uber alle Reizabstande festgestellt. A: Vergleich zwischen Messungen
unter PTX (n = 8) und in Kombination von APV und PTX (n = 14). B: Darstellung der gepaarten Analyse
zwischen der Kontrolle und APV mit PTX (n = 14).

3.4.4. Paired Pulse — Verhalten bei Stimulation in der externen Kapsel

Die LTD in der lateralen Amygdala wurde anhand von unterschiedlichen Afferenzen,
zum einen bei intranukledrer Reizung und zum anderen bei Stimulation der externen
Kapsel, untersucht. Ebenso wurde das Paired Pulse — Verhalten dieser Afferenzen
gepruft. Im Vergleich dieser Messungen konnte kein signifikanter Unterschied (Mann
Whitney-Test, p > 0,05) zwischen der intranuklearen (n = 52) und der externen
Kapselstimulation (n = 13) Uber alle Reizabstande festgestellt werden (Abb. 3.20. A). In
der externen Kapsel kam es zur groften Fazilitierung bei 30 ms mit 1,53 £ 0,12 und zur
groften Depression bei 500 ms mit 0,87 + 0,06.

Das Paired Pulse — Verhalten unterliegt dem Einfluss des GABAergen Systems (Davies

et al., 1990; Pearce et al., 1995; Rammes et al., 2001). Dieses zeigte sich auch in der
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signifikanten Anderung zwischen dem Paired Pulse ohne und mit Picrotoxin (Wilcoxon —
Test, p < 0,05). Dabei verminderte Picrotoxin in einer Konzentration von 2 yM ab 30 ms
bis 200 ms die Ratio zwischen 2. und 1. Feldpotenzialamplitude (Abb. 3.20. B) bei der

Stimulation der externen Kapsel.
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Abb. 3.20.: Paired Pulse — Verhalten bei Stimulation der externen Kapsel (EC). A: Vergleich zwischen
intranuklearer Stimulation (IN, n = 52) und Reizung der externen Kapsel (EC, n = 13). Es bestand kein

signifikanter Unterschied. B: Signifikanter Unterschied in der EC zwischen der Kontrolle und unter PTX.

3.4.5. Einfluss des entorhinalen Kortex auf die PPF in der lateralen
Amygdala

Die LTD bei der Stimulation in der externen Kapsel war signifikant schwacher als bei
der intranukledren Reizung. Durch den Wegfall der Afferenzen vom entorhinalen Kortex
kam es zu einer weiteren Reduktion der LTD bei der Reizung in der externen Kapsel.
Eine weitere Abschwachung fand auch im Paired Pulse — Verhalten statt. Dieses zeigte
sich in der signifikant (Mann Whitney-Test, p < 0,05) geringeren Ratio zwischen 2. und
1. Feldpotenzialamplitude bei der Doppelreizung zwischen 10 ms bis 500 ms (Abb.
3.21. A).

In Bezug auf die GABAa-Inhibition durch Picrotoxin kam es ebenfalls zu einer
signifikanten Anderung (Wilcoxon Test, p < 0,05) des Paired Pulse — Verhaltens. Es
zeigten sich wie in den anderen Messungen an weiblichen Tieren von Charles-River
eine grolkere Fazilitierung bei den Reizabstanden 10 ms und 20 ms. Ansonsten kam es

eher zur Verringerung bis zur Depression (Abb. 3.21. B).

65



A B

EEE EC EEEE vor PTX

Feldpotenzialamplitude 2/
Feldpotenzialamplitude 1
Feldpotenzialamplitude 2/
Feldpotenzialamplitude 1

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 200 500 " 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 200 500
Reizabstand [ms] Reizabstand [ms]

Abb. 3.21.: Paired Pulse — Verhalten unter Wegfall der entorhinalen Afferenzen bei Stimulation in der
externen Kapsel. A: Die PPF fiel nach dem Entfernen des entorhinalen Kortex (EC-cut, n = 8) als bei
erhaltener Afferenz (EC, n = 13) insgesamt schwacher aus. B: Einfluss von PTX auf die PPF ohne
entorhinalem Kortex. Der Unterschied war signifikant.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Moglichkeit der Induktion einer Langzeit-Depression im
lateralen Kern der Amygdala (LA) untersucht. Im Unterschied zu bisherigen Studien war
es moglich, in horizontalen Hirnschnitten durch niederfrequente Stimulation der
Afferenzen, die den lateralen Kern verschiedenen Ursprungs erreichen, eine stabile
LTD zu erzeugen. Es wurden die Inputspezifitat der LTD (IN vs. EC), die Effizienz der
verwendeten Paradigmen (LFS vs. TPS) und die an der Veranderung der synaptischen
Plastizitat beteiligten Mechanismen (MGLURs und NMDARSs) untersucht. Es konnte
weiterhin erstmalig gezeigt werden, dass die niederfrequente Stimulation auch fur

Prozesse der Metaplastizitat im lateralen Kern eine Rolle spielt.

4.1. Basale synaptische Transmission

Die intrazellularen Daten zeigen, dass bei diesen Messungen nur die Aktivitdt von
Projektionszellen des lateralen Kerns der Amygdala registriert wurde. Dafir sprechen
die Dauer der Aktionspotenziale und die in den drei klassifizierten Zellgruppen
auftretende Akkommodation. Die unterschiedliche Akkommodation ist wahrscheinlich
durch den Grad der Nachhyperpolarisation, die dem Aktionspotenzial folgt, zu erklaren
(Faber et al., 2001). Auch der lineare Verlauf der Intensitats-Spannungskurven (1/V)
(Sah and Lopez, 2003), die hohen Eingangswiderstande und die langen Zeitkonstanten
(Rainnie et al., 1993) unterstutzten die Schlussfolgerung, dass intrazellular nur die
Aktivitat von Projektionsneuronen erfasst wurde. Rainnie et al. (1993) beschrieben fur
die Pyramidenzellen Eingangswiderstande von 65,6 MQ und Zeitkonstanten von 27,8
ms. Diese Daten entsprechen exakt unseren Messungen. Bei GABAergen
Interneuronen wurden Eingangswiderstande von 40,6 MQ und Zeitkonstanten von 14,5
ms gefunden (Rainnie et al., 1993). Als besonders typisch fir GABAerge Interneurone
wird die fehlende Akkommodation und gruppiertes Entladungsverhalten beschrieben,
welches wir in unseren Untersuchungen so ausgepragt, wie in der Literatur
beschrieben, nicht beobachten konnten.

Die basale Transmission wird im lateralen Kern der Amygdala auch in horizontalen

Hirnschnitten hauptsachlich durch AMPA- und Kainatrezeptoren vermittelt, da die
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Feldpotenziale nach Badapplikation von CNQX durch Antagonisierung beider
Glutamatrezeptortypen fast vollstandig verschwinden (Pollandt et al., 2003). Im
lateralen Kern sind sowohl AMPA-Rezeptoren (AMPAR) und NMDAR nachweisbar
(Farb et al., 1995). NMDA-Rezeptoren setzen sich aus verschiedenen Untereinheiten
zusammen, im Wesentlichen aus zwei NR1 und zwei NR2 Untereinheiten, von denen
wiederum vier verschiedene genetische Typen existieren (NR2A-D) (Bartlett et al.,
2007). Die NMDAR scheinen in die basale Transmission nicht involviert zu sein
(Drephal et al., 2006). Wir konnten kurzlich im horizontalen Schnitt bei adulten Tieren
durch Patch-Clamp-Ableitungen zeigen, dass sowohl NR2A als auch NR2B
Untereinheiten an der Vermittlung der durch Einzelimpulse induzierten NMDA-
abhangigen Strome beteiligt sind. In diesen Ableitungen lag das Haltepotenzial
allerdings bei +40 mV, um den Magnesiumblock aufzuheben. Die Depolarisation, die in
den extrazellularen Ableitungen durch Einzelpulse ausgeldst wird, reicht offensichtlich
nicht aus, um den NMDA-Kanal zu 6ffnen.

Die inputspezifischen Input/Output-Kurven zeigen, dass bei kortikaler Reizung grof3ere
Feldpotenziale zu induzieren sind als bei intranuklearer Reizung. Das konnte darauf
zuruckzufihren zu sein, dass bei kortikaler Reizung eine mehr synchrone Aktivierung
der Neurone stattfindet. Obwohl sich auch nach Abtrennung des entorhinalen Kortex
keine signifikanten Unterschiede zu den anderen I/O-Kurven nachweisen lie3en, deutet
die Linksverschiebung der Kurven auf eine hdhere Erregbarkeit nach Entfernung des
entorhinalen Kortex hin. Das lasst vermuten, dass die Eingdnge vom entorhinalen
Kortex auch GABAerge Interneurone aktivieren. Bei Stimulation des entorhinalen Kortex
wurden im horizontalen Hirnschnitt in den Neuronen der lateralen Amygdala Gamma-
Oszillationen beobachtet (Funahashi et al., 2000), die auf eine Einbeziehung des
GABAergen Systems hinweisen und die fir die Konsolidierung von emotionell
gepragtem Gedachtnis in der Amygdala eine Relevanz haben sollen (Pelletier and
Pare, 2004).

Die Ergebnisse zeigen auch, dass die gewahlte geringe Konzentration von Picrotoxin
nicht ausreicht, die basale Transmission zu beeinflussen. Es ist zu berlcksichtigen,
dass mit einer Konzentration von 2 yM nur eine partielle Blockierung der GABAergen
Transmission zu erreichen ist. Hohere Konzentrationen fuhren bei den extrazellularen
Ableitungen zu epileptiformen Entladungen (Gean and Chang, 1991; Hamani and Mello,
1997), die wiederum die Plastizitat beeinflussen kdnnen (Schubert and Albrecht, 2008).
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Aulerdem blockiert Picrotoxin vor allem die phasischen Hemmungen und scheint

keinen Einfluss auf die tonischen Hemmungen zu haben (Mody, 2005).

4.2. LTD im lateralen Kern der Amygdala

4.2.1. Intrazellulare Messungen

Wir konnten erstmalig im lateralen Kern der Amygdala in horizontalen Hirnschnitten
durch intranukleare niederfrequente Reizung eine LTD bei 60% der gepruften Neurone
auslosen. Der Anteil der Neurone, die auf LFS mit einer lang anhaltenden Reduzierung
ihrer EPSP-Amplituden reagierten, lag somit deutlich héher als im coronalen Hirnschnitt
(Heinbockel and Pape, 2000). Ursache kann einerseits die Schnittebene sein, da
Hemmmechanismen im horizontalen Schnittpréparat schwacher ausgepragt sind als im
coronalen Hirnschnitt (Samson et al., 2003; Samson and Pare, 2006). Andererseits
scheinen weitere Ursachen fir die Unterschiede zwischen unseren Ergebnissen und
der Untersuchung von Heinbdckel und Pape (2000) die verwendeten Paradigmen zur
Induktion der LA-LTD zu sein (siehe weiter unten). Wahrend auch in weiteren
Untersuchungen LTD in intrazellularen Ableitungen ohne pharmakologische
Intervention mdglich war, scheint HFS-induzierte LTP im lateralen Kern der Amygdala
im horizontalen Hirnschnitt ohne gleichzeitige Depolarisation der postsynaptischen
Membran nicht ausldsbar zu sein (Schubert and Albrecht, 2008).

Interessanterweise existieren inzwischen eine Vielzahl von Befunden, die LTP im
lateralen Kern untersuchen, wahrend es kaum Arbeiten zur LA-LTD gibt (Albrecht and
von Bohlen und Halbach, 2008).

4.2.2. Extrazellulare Messungen
4.2.21. Geschlechtsspezifische Unterschiede
In den extrazellularen Ableitungen konnte bei niederfrequenter Stimulation der
intranuklearen Afferenzen (IN) im lateralen Kern der Amygdala der Tiere des

Inzuchtstammes Wistar vom Anbieter Harlan-Winkelmann eine stabile LTD ausgelost

werden. Dabei wurden keine geschlechtsspezifischen Unterschiede gefunden. Ahnliche
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Ergebnisse wurden im horizontalen Hirnschnitt bei HFS-induzierter LTP gefunden
(Drephal et al., 2006). Allerdings fuhrte die schwachere Thetaburststimulation zu einer
starkeren LTP bei den weiblichen Ratten als bei den mannlichen Tieren. Wir konnten
auch zeigen, dass die HFS-induzierte LA-LTP bei weiblichen Tieren zyklusabhangig zu
einer unterschiedlichen Amplitude der LA-LTP fuhrt (Schubert et al., 2008).

In der Literatur gibt es mehrere Untersuchungen, die zeigen konnten, dass es
Unterschiede im Konditionierungsverhalten und in der Starke der LTP im Hippocampus
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren gibt (Maren et al., 1994; Maren, 1995).
Good et al. (1999) fanden nicht nur eine Abhangigkeit vom endogenen Ostrogenspiegel
auf die Induktion und Starke der LTP, sondern auch auf die Ausgepragtheit der LTD. Es
wurde beschrieben, dass es in der Proostrusphase haufiger zu einer schwacheren
Hippocampus-LTD kam. Es ist zu vermuten, dass eine zyklusabhangige Analyse der
LA-LTD bei den weiblichen Tieren ahnliche Unterschiede aufzeigen kénnte. Da unsere
Ableitungen bei den weiblichen Tieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Zyklus
durchgefuhrt wurden, konnte das die Ursache fur das Fehlen von
geschlechtsspezifischen Unterschieden sein. Die in der Literatur auch fur die Amygdala
(Krezel et al., 2001) beschriebenen, geschlechtsspezifischen Unterschiede der
synaptischen Plastizitat scheinen mit der NMDAR-Expression bzw. Aktivitat und der
Aktivierung des brain-derived neurotropic factor (BDNF) zu korrelieren (Zamani et al.,
2000).

4.2.2.2. Einfluss der Haltungs- bzw. Zuchtbedingungen auf die LA - LTD

Uberraschenderweise wurden Differenzen in der Starke der Induktion einer LTD in
Bezug auf den Anbieter der Tiere des Inzuchtstammes Wistar gefunden. Sowohl bei
den weiblichen Tieren von Charles-River als auch bei den mannlichen und weiblichen
Tieren von Harlan-Winkelmann konnte eine stabile LTD mit dem Paradigma des LFS
induziert werden. Bei den Tieren von Charles-River war allerdings im Gegensatz zu
denen von Harlan-Winkelmann eine Reduzierung der GABAergen Transmission dazu
notwendig. Aus der Literatur ist bekannt, dass das Ausmal} der mdglichen Plastizitat in
den einzelnen Hirnstrukturen vom Rattenstamm abhangig ist (Holscher, 2002). Die
unterschiedliche Expression der einzelnen Glutamatrezeptoren scheint insbesondere

bei der Induktion der LTD flur die stammabhangigen Unterschiede verantwortlich zu sein
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(Manahan-Vaughan, 2000). Es wurde auch berichtet, dass es offensichtlich durch
Inzucht und Kreuzung in den einzelnen Inzuchtstammen selbst merkliche Variationen
zwischen Stammen mit dem gleichen Namen (Kacew and Festing, 1996) gibt.

Es wird diskutiert (Manahan-Vaughan, 2000), inwieweit eine stressbedingte
Sensibilisierung und damit eine Verschiebung der Schwelle zu einer unterschiedlichen
Auspragung der LTD in Abhangigkeit vom Rattenstamm - moglicherweise auch in
Abhangigkeit von Zucht und Haltung - fuhren kann. Der corticotrope releasing Faktor
(CRF), der bei Stress verstarkt freigesetzt wird, beeinflusst Lern- und
Gedachtnisprozesse nicht nur im Hippocampus (Blank et al., 2002), sondern auch in
der Amygdala (Fu and Neugebauer, 2008; Kash et al., 2008; Rainnie et al., 2004). Eine
chronische Aktivierung der CRF-Rezeptoren fuhrte in der basolateralen Amygdala zu
einer Reduzierung der spontanen und evozierten inhibitorischen postsynaptischen
Potenziale (IPSPs), d. h., zu einer verstarkten Erregung im Netzwerk der Amygdala
(Rainnie et al., 2004). Im Hippocampus wurde eine Reduzierung der Schwelle flir die
Induktion der LTD in Abhangigkeit von der Glucocorticoidrezeptor-Aktivierung
beschrieben, welche durch Aktivierung L-Typ-abhangiger Kalziumkanale zustande kam
(Coussens et al., 1997). Wir konnten zeigen, dass der L-Typ-Kalziumkanal fur die
Induktion der LA-LTD relevant ist (Tchekalarova and Albrecht, 2007). In meiner Arbeit
wurde der Stressfaktor insofern minimiert, dass die Tiere von Harlan-Winkelmann fur
mindestens 1 Woche nach dem Transport unter den gleichen Bedingungen gehalten
wurden wie die Tiere von Charles-River. Nach Auskunft der einzelnen Anbieter
unterschieden sich die Zucht- und Haltungsbedingungen nicht. Wir konnen aber nicht
ausschlieRen, dass verschiedene Stressfaktoren bei beiden Zuchtern unterschiedlich
ausgepragt waren. Ein einzelnes traumatisches Erlebnis kann die Expression von
Neuropeptiden in der Amygdala und das soziale Verhalten Uber einen langeren

Zeitraum beeinflussen (Mikics et al., 2008).

4.2.2.3. Einfluss der GABAergen Inhibition auf die Induktion der LA - LTD

Bei den Tieren vom Zichter Charles-River bestand die Notwendigkeit, die GABAerge
Transmission zu reduzieren, um eine stabile LA-LTD zu erreichen. Es ist bekannt, dass
die Applikation von Picrotoxin die Induktion einer LTD der CA1 — Region des

Hippocampus erleichtert (Abraham and Wickens, 1991). Diese pharmakologische
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Intervention flhrt durch Erhéhung der Exzitabilitat zu einer Senkung der Schwelle flr
die Induktion einer LTD in der adulten CA1 — Region (Otani and Connor, 1998). Auch
aus anderen Studien ist bekannt, dass eine GABA-Blockade die Induktion einer LTD im
Hippocampus fordert (Kerr and Abraham, 1995; Otani and Connor, 1996; Wagner and
Alger, 1995). Es wurde auch gezeigt, dass es im adulten Hippocampus teilweise
unmoglich war, ohne GABAa-Blockade eine LTD zu induzieren (Otani and Connor,
1996; Wagner and Alger, 1995). Bei jungeren Tieren (< 35 Tagen) ist die Induktion
einer LTD im Hippocampus auch ohne Blockade der GABAergen Transmission moglich
(Dudek and Bear, 1992; Errington et al., 1995; Mulkey et al., 1993; Mulkey and
Malenka, 1992). Im Gegensatz dazu war dies bei den alteren Tieren mit ahnlichen
Protokollen nicht einheitlich gelungen (Dudek and Bear, 1992; Errington et al., 1995;
Heynen et al., 1996; Otani and Connor, 1995; Wagner and Alger, 1995). Bicucullin, ein
anderer GABAa-Antagonist, zeigte die gleiche fordernde Wirkung auf die Induktion einer
LTD (Zhang and Levy, 1993). Auch im adulten, visuellen Kortex musste die GABAa-
Inhibition blockiert werden, um eine LTD zu induzieren (Komatsu and lwakiri, 1993).

Es besteht die Hypothese, dass die Wahrscheinlichkeit, eine LTD oder LTP zu erhalten,
von dem Ausmald und der Geschwindigkeit des Anstiegs der intrazellularen
Kalziumkonzentration abhangt (Gean and Lin, 1993; Malenka and Nicoll, 1993). Es
kann auch angenommen werden, dass sich durch eine Manipulation der GABAergen
Hemmung der Einstrom des Kalziums durch spannungsabhangige Kalziumkanale,
NMDARs und mGLURSs, modifizieren Iasst.

Die basolaterale Amygdala (BLA) wird durch ein Netzwerk von GABAergen Neuronen in
ihrer Aktivitat modifiziert (Smith and Dudek, 1996), die bei Manipulationen zu
merklichen Verhaltensanderungen fuhrt (Davis et al., 1994). Dabei sind die GABAergen
Interneurone in der BLA tonisch aktiv (Rammes et al., 2000). Rammes et al. (2001)
untersuchten die BLA-LTD in coronalen Schnitten der Maus und fanden, dass die LTD
unter dem Einfluss von GABAa-Antagonisten schwacher war. Man kann davon
ausgehen, dass der Hirnschnitt der Maus im Vergleich zur Ratte wesentlich mehr
Konnektivitat aufweist und somit die Erregbarkeit hoher ist. Das wirde erklaren, dass in
der Studie von Rammes et al. (2001) nur durch Verstarkung der GABAergen
Transmission eine LTD in der BLA auslosbar war. In unseren Untersuchungen an
horizontalen Schnitten der Maus fuhrte die Blockade der GABAergen Transmission
ebenfalls zu einer Blockierung der LA-LTD (unverdffentlichte Daten). Da sich Alter

unserer Tiere, die verwendeten Paradigmen und die Schnittpraparation bei beiden
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Tiergruppen (Charles-River, Harlan-Winkelmann) nicht unterschieden, kann man
schlussfolgern, dass die Amygdala der Tiere von Harlan-Winkelmann eine andere
Erregbarkeit aufwies als die der Tiere von Charles-River. Die geringere Erregbarkeit in
den Tieren von Charles-River aufgrund einer vermutlich verstarkten GABAergen
Transmission fuhrte dazu, dass erst nach partieller Blockade der GABAAR eine stabile

LTD auslosbar war.

4.2.2.4. Inputspezifitat

Unsere Ergebnisse zeigen erstmalig, dass bei niederfrequenter Reizung der Fasern
innerhalb des lateralen Kerns der Amygdala sowohl in den intrazellularen als auch in
den extrazellularen Ableitungen eine LTD im lateralen Kern der Amygdala induzierbar
ist. Diese Ergebnisse werden durch andere Arbeiten unterstutzt, die den LA als Reizort
verwenden, um im basolateralen Kern eine LTD auszulésen (Wang and Gean, 1999).
Im Unterschied zur thalamischen Reizung im coronalen Schnittpraparat der Ratte
konnte bei Reizung der Fasern in der Capsula externa (EC) keine LTD induziert werden
(Heinbdckel and Pape, 2000). In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass
unter partieller Blockierung der GABAergen Transmission eine zwar schwachere als bei
intranuklearer LFS, aber stabile LFS-induzierte LTD ausgeldst werden konnte. Das ist
der erste Nachweis einer LA-LTD, die durch Reizung der kortikalen Afferenzen
zustande kommt. In der basolateralen Amygdala kann LTD nur induziert werden, wenn
die kortikale Afferenz durch vorherige hochfrequente Stimulation die Schwelle des
Neurons fur die nachfolgende niederfrequente Reizung verandert (Aroniadou-
Anderjaska et al., 2001; Li et al., 1998). Ursache fur diese Unterschiede im coronalen
und horizontalen Schnittpraparat scheinen wie schon diskutiert die unterschiedlich
ausgepragten Hemmmechanismen in Abhangigkeit von der Schnittebene zu sein
(Samson et al., 2003; Samson and Pare, 2006). Wir konnten kurzlich zeigen, dass auch
im pharmakonfreien Schnittpraparat der Maus durch EC-Stimulation LTD ausldsbar ist,
wenn statt Einzelpulse eine niederfrequente Doppelpulsstimulation mit einem
Interstimulusintervall von 40 ms verwendet wird (Mueller and Albrecht, 2009). Mueller
und Albrecht (2009) zeigten auch, dass bei alternierender niederfrequenter Stimulation
der EC- und der intranuklearen Afferenzen bei Ableitung mit einer Elektrode im LA

diese Eingange nicht nur konvergieren, sondern dass auch durch die intranukleare

73



Stimulation LTD induziert wurde, wahrend die EC-Reizung eine spate LTP verursachte.
Eine solche spate LFS-induzierte LTP wurde auch im coronalen Schnittpraparat
beobachtet (Huang and Kandel, 2007). Es kann vermutet werden, dass durch die
Applikation von Picrotoxin die Schwelle zur Auslosung der EC-induzierten LTD
verringert  wird. Eine verringerte = GABAerge Transmission bzw. eine
Doppelpulsstimulation wirden somit den Kalziumeinstrom in die Zelle erhdhen und
damit Second Messenger Kaskaden triggern, die die Ursache einer LTD sind.
Interessanterweise ist die Intaktheit des entorhinalen Kortex Voraussetzung fur die
unter Picrotoxin auftretende LA-LTD. Da die EC-Fasern im horizontalen Schnittpraparat
sowohl Afferenzen vom entorhinalen Kortex als auch von perirhinalen Kortex enthalten
(von Bohlen und Halbach and Albrecht, 2002), scheint hier die Aktivierung des

entorhinalen Kortex wesentlich fir die Induktion der LA-LTD zu sein.

4.2.2.5. Paradigmenabhangigkeit der LA - LTD

Wir haben in den extrazellularen Ableitungen gezeigt, dass die niederfrequente
Stimulation (LFS, 900 Pulse, 1 Hz) effektiver die Induktion einer LTD verursacht als die
Thetapulsstimulation (TPS), die erstmalig in der Amygdala von Heinbdckel und Pape
(2000) benutzt wurde. Obwohl das Membranpotenzial der Amygdalaneurone im
Thetarhythmus oszilliert (Pape et al., 1998; Pape and Driesang, 1998) und die TPS ein
sehr physiologisches Paradigma zur Induktion von Plastizitatsveranderungen zu sein
scheint, scheint die TPS einen grofleren Kalziumeinstrom zu induzieren als die
niederfrequente Reizung, sodass die Amplitude der LA-LTD nach TPS schwacher
reduziert ist als nach LFS. Auch in weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe liel3
sich die groRRere Effizienz der LFS im Vergleich zum TBS bestatigen (Schubert and
Albrecht, 2008).

4.2.2.6. Reversal, Priming und Metaplastizitat

Die synaptische Plastizitat ist kein statisches, sondern eher ein dynamisches
Phanomen. Dies ist wichtig fur Verarbeitung und Speicherung neuer Gedachtnisinhalte
(Abraham and Robins, 2005). Die Bienenstock, Cooper and Munro Theorie (Abraham et

al., 2001) macht deutlich, dass nicht nur das Zeitintervall zwischen prasynaptischer und
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postsynaptischer Aktivitat fir die Auslosung der LTD relevant ist, sondern auch die
synaptische Aktivitat vor der Stimulation (,Die Geschichte der Synapse®) (Abraham et
al., 2001; Abraham and Tate, 1997).

Wahrend Prozesse der Depotenzierung im Hippocampus und in der Amygdala relativ
gut untersucht sind (Abraham and Huggett, 1997; Aroniadou-Anderjaska et al., 2001;
Barr et al., 1995; Kang-Park et al., 2003; Lin et al., 2005; Zhu et al., 2005), gibt es in der
Amygdala kaum Befunde, ob eine langfristige Reduktion der synaptischen Transmission
wieder aufgehoben werden kann. Unsere Resultate zeigen, dass nach der Induktion
einer stabilen LTD, die Uber 20 Minuten bestand, durch Paradigmen, die im LA LTP
verursachen kénnen, die synaptische Transmission nicht nur auf das Kontrollniveau
gebracht, sondern auch langfristig erhoht werden kann. Durch die Thetaburststimulation
(TBS), einem schwachen Paradigma der LTP-Induktion, beobachteten wir ein
komplettes Reversal, d. h., die TBS hob die LTD auf. Interessanterweise flhrte die
hochfrequente Stimulation (HFS) zu einer LTP. Die Amplitude der LTP nach Induktion
der LTD hatte eine signifikant groRere Amplitude als die der LTP, welche ohne
vorherige Beeinflussung der synaptischen Aktivitat registriert wurde. Daraus lasst sich
einerseits schlussfolgern, dass ein 20 Minutenintervall fur die Reversibilitdt der LTD
noch nicht eine kritische Zeitspanne darstellt. Andererseits scheint die LFS im Sinne
einer Metaplastizitat die Schwelle fur die Induktion einer nachfolgenden LTP zu
verandern.

Nach Braunewell und Manahan-Vaughan (2001) kénnte LTD selber Gedachtnis
generieren oder alternativ dazu die Synapse in gewisser Art flr die Bereitschaft zur
Expression einer LTP ,primen®. Dieses konnte durch die eigene Feststellung einer
groReren LTP durch den HFS nach der LTD-Induktion bestatigt werden.

Daraus ist abzuleiten, dass nach 20 Minuten eine Umkehr mdglich war bzw. eine LTP
induziert werden konnte. Diese beiden Untersuchungen waren in vitro-Studien. In einer
in vivo-Studie von Abraham et al. (2006) wurde die Reversibilitat der LTP und der LTD
im Hippocampus untersucht. Dabei konnte sowohl die persistierende LTP als auch die
LTD durch Exposition der Versuchstiere in einer bereicherten Umgebung rickgangig
gemacht werden. Dabei kam es nicht zum Verlust von erworbenen Gedachtnisinhalten,
sondern eher zu einer Erleichterung fur neues Lernen. Diese Effekte waren fur die LTP
von NMDA-Rezeptoren (NMDAR) abhangig.

In der basolateralen Amygdala trat die LTD erst nach dem Priming durch eine LTP-

Induktion auf. Ohne diese LTP-Induktion kam es zu einer Potenzierung durch den LFS
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(Li et al., 1998). Aroniadou-Anderjaska et al. (2001) zeigten, dass eine LTP nach einem
HFS durch den LFS reversibel war und durch einen weiteren HFS wieder etabliert
werden konnte. Sowohl der Hochfrequenzreiz als auch der TBS sind Paradigmen fur
die Etablierung einer stabilen LA-LTP (Drephal et al., 2006).

Interessant ist die Frage, nach welcher Zeitspanne die induzierte Veranderung der
synaptischen Plastizitat reversibel ist. In der eigenen Arbeitsgruppe wurde nach der
Induktion einer stabilen LTP in der lateralen Amygdala einmal ein LFS nach 10 Minuten
oder nach 20 Minuten appliziert. Bei den Experimenten mit den 10 Minutenintervallen
konnte die LTP komplett depotenziert werden. Nach 20 Minuten gelang dies nicht mehr
vollstandig (Drephal et al., 2006). In einer anderen Studie am Hippocampus wurde
anstelle des LFS ein Theta-Puls-Stimulus (TPS) zum Ruckgangigmachen der LTP
verwendet. In einem Intervall von 30 Sekunden bis 15 Minuten nach der LTP-Induktion
ist diese durch den TPS reversibel, aber nach 30 Minuten oder langer kam es zur keiner
signifikanten Depotenzierung mehr. Aullerdem stellte sich heraus, dass dieses
Phanomen von der Proteinphosphataseaktivitat abhangig war und nicht vom NMDAR,
sondern eher vom AMPAR beeinflusst wurde (Staubli and Chun, 1996).

In den eigenen Untersuchungen konnte eindeutig die Abhangigkeit der LTD in der
lateralen Amygdala vom NMDAR belegt werden. Ob dieser Glutamatrezeptortyp
ebenfalls fur die Reversibilitat der LTD verantwortlich ist, muss in weiteren

Experimenten geklart werden.

4.3. Mechanismen der LA-LTD

Diese Studie untersuchte auch den Einfluss von verschiedenen Glutamatrezeptoren auf
die Induktion einer LTD in der lateralen Amygdala. Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl NMDARs als auch metabotrope Glutamatrezeptoren (Bandrowski et al., 2003)
einen Einfluss auf die LTD haben. Durch entsprechende Antagonisten, wie APV am
NMDAR als auch MCCG am mGLUR der Gruppe Il konnte die Induktion der LTD
signifikant unterdrickt werden.

Die Induktion einer LTD konnte einerseits in Kombination von APV und Picrotoxin bei
den Tieren von Charles-River sowie andererseits ohne Picrotoxin bei den Ratten von
Harlan-Winkelmann verhindert werden. Dabei zeigte sich eine Vergrélierung der

Feldpotenzialamplitude bei der Koapplikation von Picrotoxin mit APV, was auf einen
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langer anhaltenden Effekt des Picrotoxins hindeutet, da dieses Phanomen bei den
Tieren von Harlan-Winkelmann ohne Picrotoxin nicht auftrat. Andererseits konnte bei
den Tieren von Harlan-Winkelmann nach einer zweistindigen Auswaschzeit von APV
eine stabile LTD in der lateralen Amygdala induziert werden. Durch diese Untersuchung
ist zu schlussfolgern, dass die homosynaptische LTD in der lateralen Amygdala einem
NMDA-abhangigen Mechanismus unterliegt. Kurzlich konnten wir belegen, dass die LA-
LTD sowohl von der Untereinheit NR2A des NMDARs als auch von der NR2B-
Untereinheit abhangig ist (Mueller and Albrecht, 2009). Bekannt ist, dass die
homosynaptische LTD an einen postsynaptischen Anstieg der Kalziumkonzentration
gebunden ist. Heinbdckel und Pape (2000) haben gezeigt, dass die pharmakologische
Verhinderung des intrazellularen Kalziumanstieges die LA-LTD blockiert. Die
Beteiligung der mGLURs bei der Induktion der LA-LTD wurde auch im coronalen
Schnittpraparat bestatigt (Heinbdckel and Pape, 2000). Im basolateralen Kern ist die
LTD ebenfalls von NMDARs und mGLURs abhangig (Lin et al., 2000;Wang and Gean,
1999). Zusatzlich konnte inzwischen eine Beteiligung von Stickstoffmonoxid (Albrecht,
2007) und Kalziumkanalen (Tchekalarova and Albrecht, 2007) an der Induktion der LA-
LTD nachgewiesen werden. Es existiert auch eine Arbeit, die im coronalen
Schnittpraparat in Reaktion auf LFS eine GLUks abhangige LA-LTP beschreibt (Li et al.,
2001).

Eine Aktivierung der CB1 Rezeptoren des cannabinoiden Systems an den
Interneuronen der lateralen Amygdala fuhrt zu einer Unterdrickung der LTD (Azad et
al., 2008). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass nach LTD-Induktion in der lateralen
Amygdala die Zahl der AMPAR in der postsynaptischen Membran reduziert wird (Yu et
al., 2008). In dieser Untersuchung wurde die Induktion der LTD durch die
postsynaptische Applikation eines GLUR2-derived interference peptide unterdrickt,

welches spezifisch die Clathrin-abhangige Endozytose der AMPAR blockiert.

4.4. Kurzzeitplastizitat — Paired pulse Fazilitierung

Neben der LTD wurde auch die Doppelpulsreizung unter verschiedenen Bedingungen
getestet. Die Doppelpulsreizung (paired pulse facilitation, PPF) ist eine kurzzeitige
Veranderung der synaptischen Effizienz, welche durch die prasynaptische

Freisetzungswahrscheinlichkeit mit bestimmt wird (Asztely et al., 1996). Generell muss
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festgestellt werden, dass die paired pulse facilitation (PPF) nur einen indirekten Hinweis
darauf liefert, ob die prasynaptische Freisetzung des Transmitters verandert ist. Exakter
ware die Bestimmung der Frequenz und Amplitude der Miniatur(m)-EPSPs oder der
Miniatur-exzitatorischen postsynaptischen Strome (MEPSCs). Es kann aber davon
ausgegangen werden, dass bei kurzen Reizabstanden das intrazellulare Restkalzium in
der prasynaptischen Endigung zu einer Erhdhung der Antwortamplitude auf den zweiten
Reiz fuhrt (Hess and Kuhnt, 1992). Dabei verhalt sich der Grad der PPF invers zur
initialen Freisetzungswahrscheinlichkeit (Dobrunz and Stevens, 1997).

Ahnlich wie bei den langfristigen Plastizitatsanderungen im Sinne einer Reduktion der
EPSPs bzw. der Feldpotenzialamplituden, fanden wir keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede bei der Doppelpulsreizung mit unterschiedlichen Zeitintervallen. Unter
Applikation von Picrotoxin wurden bei intranuklearer Stimulation nur bei den Tieren von
Harlan-Winkelmann signifikante Differenzen gefunden. Eine partielle Blockade der
GABAergen Transmission lasst eine verstarkte Glutamatfreisetzung vermuten. Bei den
Tieren von Charles-River war moglicherweise die Stichprobe zu klein, um signifikante
Anderungen nachzuweisen. Demgegeniiber wurden bei diesen Tieren bei EC-Reizung
ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen Kontrollmessungen und nach
Picrotoxinapplikation gefunden. Wenn die Stimulation der kortikalen Fasern im
Vergleich zur intranuklearen Reizung verstarkt GABAerge Interneurone aktiviert, waren
diese unterschiedlichen Messergebnisse erklarbar. Nach Entfernung des entorhinalen
Kortex lassen die Ergebnisse auf einen starken Anstieg in der Freisetzungs-
wahrscheinlichkeit von Glutamat schlieRen, welches die oben genannte Vermutung
unterstutzt. Unter diesen Bedingungen verursachte Picrotoxin eine signifikante
Reduzierung der PPF. Es ist anzumerken, dass im Hippocampus unter Picrotoxin keine
Veranderungen der PPF gefunden wurden (Voronin et al., 1999). In Ubereinstimmung
mit den Daten von Drephal et al. (2006) konnte auch in dieser Untersuchung kein
Einfluss von APV auf die PPF gefunden werden. Die Blockade der NMDARSs scheint
sich zumindest beim adulten Tier auf postsynaptisch lokalisierte Rezeptoren zu

beziehen.
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4.5. Pra- versus postsynaptische Mechanismen der LTD

Es gibt eine Reihe von Hinweisen, dass NMDARs sowohl pra- als auch postsynaptisch
nachzuweisen sind, wahrenddessen mGLURs vorwiegend prasynaptisch an Neuronen
der lateralen Amygdala lokalisiert sein sollen (Farb et al., 1995; Humeau et al., 2003;
Lin et al., 2005). Die Induktion einer LTD konnte in der lateralen Amygdala durch
prasynaptische mGLURs der Gruppe Il zustande kommen (Lin et al., 2000; Neugebauer
et al., 1997). Wir konnten kurzlich nachweisen, dass die PPF nach LTD Induktion im
Vergleich zur PPF vor LFS einen Anstieg zeigt und somit mit einer reduzierten
Freisetzungswahrscheinlichkeit gekoppelt ist (Mueller and Albrecht, 2009). Ahnliche
Befunde sind fur die LTP-Induktion im Hippocampus beschrieben worden. Die PPF ist
nach der LTP-Induktion reduziert (Hsu et al., 1999; Voronin et al., 1999).

In anderen Hirnstrukturen ist bekannt, dass LTD auch von prasynaptischen NMDARs
abhangig ist (Duguid and Sjostrom, 2006). Zumindest im zentralen Kern der Amygdala
scheint die Induktion der LTD von postsynaptischen NMDARs abhangig zu sein (Lopez
and Sah, 2007). Auch in der Intercalate-Region der Amygdala wird die LTD
postsynaptisch iber NMDARs vermittelt (Royer and Pare, 2002). Somit lassen unsere
Ergebnisse vermuten, dass die Induktion der LA-LTD durch prasynaptische mGLURs
und postsynaptische NMDARs vermittelt wird.

4.6. Ausblick

Generell ist gegenwartig noch nicht explizit klar, welche funktionelle Bedeutung die LTD
im Gehirn spielt. Wahrend in der lateralen Amygdala noch bei zwei Jahre alten Mausen
LTP induzierbar ist (Walther et al., 2009), lasst sich im lateralen Kern der Amygdala
schon bei 12 Monate alten Mausen keine LTD mehr auslosen. Eine solche
Altersabhangigkeit ist auch vom Hippocampus bekannt. Ist LTD eine Form des
Vergessens oder ermdglicht die LTD das Erlernen neuer Gedachtnisinhalte? Verhindert
sie den Sattigungseffekt? Ermdglicht die Verschiebung der Plastizitatsschwelle (,sliding
threshold®) ein dynamisches Anpassen an die Erfordernisse der Umwelt, um ein
adaquates Reagieren des Organismus zu ermdglichen? Wir konnten zeigen, dass
chronisches Kindling als experimentelles Epilepsiemodell und mdgliche Form der

Metaplastizitat eine LA-LTP in Antwort auf die niederfrequente Reizung induziert,
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wahrend bei den Kontrolltieren LFS LTD verursachte. Demgegenuber kann LFS die
Entwicklung von Kindling-induzierter Krampfaktivitat blockieren (Weiss et al., 1995).
Relativ gesichert ist die Bedeutung der LTD in der Amygdala fur die Verbesserung des
Signal-Rauschpegels (Royer and Pare, 2002).

Diese Arbeit und weitere Studien der Arbeitsgruppe zeigen, dass NMDARs, mGLURs
und spannungsabhangige Kalziumkanale in die Induktion der LA-LTD involviert sind.
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Beteiligung der verschiedenen Second
Messenger Systeme bei der Induktion und Erhaltung der LTD im lateralen Kern der
Amygdala abzuklaren. Erste Befunde zu den Mechanismen der LA-LTD und die
Mehrzahl der Befunde zu den Mechanismen der LA-LTP unterstreichen die
Schlussfolgerung, dass die Plastizitatsprozesse in der Amygdala und in der CA1 Region
des Hippocampus sehr ahnlich strukturiert sind.

Diese Arbeit zeigt auch, dass extrazellulare Feldpotenzialableitungen gut geeignet sind,
Plastizitatsphanomene in einer Struktur, die nicht in Schichten aufgebaut ist,
abzuklaren. Die ubereinstimmenden Ergebnisse der extra- und intrazellularen
Ableitungen ermdglichen eine solche Schlussfolgerung. Kurzlich erhielt diese
Schlussfolgerung Bestatigung durch detaillierte Ableitungen durch die Arbeitsgruppe
von J. LeDoux (Johnson et al., 2008).
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5. Zusammenfassung

Diese Arbeit beschaftigte sich mit der LTD in der lateralen Amygdala, einer Struktur, die
in engem Zusammenhang mit Emotionen und Prozessen des Lernens steht. Ahnlich
der LTP stellt die LTD einen physiologischen Mechanismus neuronaler Plastizitat dar.
Dazu konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass die LTD in verschiedenen
Hirnstrukturen induzierbar und von verschiedenen Rezeptorsystemen abhangig war.
Zum Zeitpunkt der Experimente dieser Arbeit existierte nur eine Arbeit zur LTD in der
Amygdala an coronalen Hirnschnitten. Alle Experimente der vorliegenden Arbeit wurden
an horizontalen Hirnschnitten durchgefuhrt. Es war mdglich, bei extrazellularen
Messungen sowohl durch intranukleare Reizung als auch bei der Stimulation in der
externen Kapsel eine stabile LTD zu erzeugen. Durch den Wegfall der Afferenzen vom
entorhinalen Kortex kam es zu einer deutlichen Abschwachung der LTD. Die
extrazellularen Ergebnisse der intranukledren Messungen konnten auch durch
intrazellulare Ableitungen bestatigt werden. Dabei war die Wahrscheinlichkeit, eine LTD
auszuldsen grofder als in der coronalen Schnittpraparation.

In der lateralen Amygdala konnten wir zeigen, dass NMDA-, GABA- sowie metabotrope
Glutamatrezeptoren an der Ausbildung einer LTD beteiligt sind und durch
entsprechende Antagonisten die LTD verhindert werden konnte. Der Grad der
synaptischen Depression war in diesen Experimenten unabhangig vom Geschlecht.
Unterschiede wurden aber an Tieren verschiedener Anbieter gefunden. Daraus
resultierte ein unterschiedlicher Einfluss des GABAergen Systems auf die Induktion der
LTD.

Es gibt mehrere Paradigmen der LTD-Induktion. Durch niederfrequente Reizung (LFS,
900 Pulse, 1 Hz) und Thetapulsstimulation (TPS, 8 Hz, 150 s) konnte jeweils eine
stabile LTD erzeugt werden. Dabei verursachte die niederfrequente Stimulation eine
ausgepragtere LTD im Vergleich zur Thetapulsstimulation. Die LTD ist aber keine
statische Veranderung der neuronalen Plastizitat. Durch Paradigmen der LTP- Induktion
war die LTD nach 20 Minuten einerseits durch Thetaburststimulation reversibel, d. h.,
die Induktion der synaptischen Transmission wurde blockiert. Andererseits konnte durch
hochfrequente Stimulation (HFS) eine grofiere Amplitude der LTP als in vergleichbaren
Messungen zur LTP ohne vorangestellte LFS induziert werden, was man
moglicherweise als ,Priming“-Effekt im Rahmen der Metaplastizitat interpretieren

konnte.
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Gegenwartig ist die funktionelle Bedeutung der LTD im Gehirn nur ansatzweise
verstanden. Weitere Untersuchungen mussen folgen, um dieses Phanomen und seine

Bedeutung fur Mechanismen des Lernens und Gedachtnisses explizit aufzuklaren.
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7. Anhang

7.1. Abkiurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ACSF artificial cerebrospinal fluid, kiinstliche Cerebrospinalfllissigkeit

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazolpropionacid

AMPAR AMPA-Rezeptor

AP Aktionspotenzial

APV 2-Amino-5-phosphonovaleriat

BCM Bienenstock, Cooper and Munro Theorie

BLA Basolateraler Kern der Amygdala

bzw. beziehungsweise

CA 1 Region im Hippocampus

ca. circa

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CB1 cannabinoid receptor type 1

CE zentraler Kern der Amygdala

CPPG (RS)-a-Cyclopropyl-4-phosphonophenylglycin

CRF corticotrophe releasing factor

CS conditioned stimulus, bedingter Reiz

d. h. das heil3t

EC Externen Kapsel

Ent Entorhinaler Kortex

EPSP Excitary Postsynaptic Potential, exzitatorisches postsynaptisches
Potenzial

et al. et alii, und andere

fEPSP field excitatory postsynaptic potential

GABA Gamma-amino-butteracid

GLUks ionotroper Glutamatrezeptor 5, Kainatrezeptor

HFS high frequency stimulation, Hochfrequenzstimulation

Hipp Hippocampus

I/O Input/Output

v Intensitats-Spannungskurve (intrazellulare Messung)

IN intranukleare in der lateralen Amygdala

IPSCs inhibitory postsynaptic potentials, inhibitorische postsynaptische
Potenziale

ITC intercalated cell masses, interkalierte (zwischengelagerte) Zellmassen

LA Lateraler Kern der Amygdala

LA-LTD LTD in der lateralen Amygdala

LFS low frequency stimulation, Niederfrequenzstimualtion

LTD long-term depression, Langzeitdepression

LTP long-term potentiation, Langzeitpotenzierung

mA Milliampere

MA Mikroampere
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UM
MCCG
mEPSCs
mGIuRs
min
mM

ms

mV

n
NMDA
NMDAR
NR

pA
PPD
PPF
Prh
PTX
STP
Tab.
TBS
TPS
TRPV1

us
VS.
z. B.

Mikromol
2S,1S',2S'-2-Methyl-2-(2'carboxycyclopropyl)glycin
Miniatur-exzitatorische postsynaptische Strome
metabotrope Glutamatrezeptoren

Minuten

Millimol

Millisekunden

Millivolt

Anzahl (n)

N-methyl-D-aspartat

NMDA-Rezeptor

NMDA-Rezeptoruntereinheit

Picoampere

paired pulse depression

paired pulse facilitation, Paired-Pulse-Fazilitierung
perirhinaler Kortex

Picrotoxin

short-term plasticity, Kurzzeitplastizitat

Tabelle

theta burst stimulation

theta puls stimulation, Theta-Puls-Stimulation
transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 1
(Capsaicin-Rezeptor)
unconditioned stimulus, unkonditionierter Reiz
versus, verglichen mit

zum Beispiel
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