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Abb. Abbildung
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AMG AMG 9810

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
AMPAR a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acgteptor
ATD 1H-anthra-[1,2d]-[1,2,3]-triazole-6,11-dione
ATP Adenosintriphosphat
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(of: Kalziumion(en)

CaCb Kalziumchlorid

CaM C&*-Calmodulin
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CO. Kohlenstoffdioxid

CPS Capsaicin

CRE CcAMP response element

CREB CcAMP response element binding protein
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Dopaminrezeptor Typ 4
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Amygdala

Die Amygdala (vom altgriechischeamygdalon Mandel) ist eine Struktur des
medialen Temporallappens, welche in beiden Hemigphzu finden ist und als Bestandteil
des limbischen Systems auch als Corpus amygdaloidezeichnet wird. Die Amygdalae
stellen komplexe Strukturen dar, welche in eine I24Bl von normalen und
pathophysiologischen Verhaltensfunktionen involvigind (LeDoux 2007). Zum einen
spielen sie eine wesentliche Rolle bei emotion®eszessen, wie der Verarbeitung von
emotionalen und sozialen Informationen (Albrechd aon Bohlen und Halbach 2008;
Talmi et al. 2008), der Erkennung von EmotioneneaedIndividuen und der Bewertung
dieser (z. B. der Mimik (Schmolck et al. 2007) wlet Stimme (Scott et al. 1997)) oder der
Entwicklung von Empathie (Pfeifer et al. 2008) wiakcheu (Harris and Fiske 2006). Zum
anderen sind sie wichtig fur operante Konditionmgen (Roberts et al. 2007), also der
Veranderung der Haufigkeit des Auftretens von umsglich spontanem Verhalten durch
angenehme oder unangenehme Konsequenzen, sovdie fReaktion auf Angste (Milad
and Rauch 2007) und das Erlernen von Furcht (Le200X). Es wird auch postuliert, dass
die Amygdalae fir die Verschaltungen von SchmergehEmotionen verantwortlich sind
(Fields 2000; Meagher et al. 2001), da Untersuckargei Lasionen der Amygdalae eine
Reduzierung der emotionalen Reaktionen auf Schmemutzeigen (Bourgeais et al. 2001,
Calvino et al. 1982; Manning 1998; Manning and May@95a; Manning and Mayer 1995b;
Werka 1997). Sie sind nicht nur fir das Verarbeuten negativen Reizen verantwortlich
sondern auch beim Erlernen von positiven Assoziatio(z. B. Lernen durch Belohnung)
beteiligt (Baxter and Murray 2002). Die Amygdalaaedsessentiell fir das emotionale
Lernen und der Bildung von impliziten Gedachtnisiitén (Maren 1999), wodurch sie fur
die Einschatzung einer Situation auf eine potdet@efahr hin wichtig sind. Zudem sind
die Amygdalae an der Unterdrickung der Schmerzvedimoung wéahrend einer
gefahrlichen Situation beteiligt, so dass die vdllg&merksamkeit auf eine Flucht- oder
Verteidigungsreaktion gerichtet werden kann (Magnet al. 2003). Hinsichtlich der
Funktion einer Einschatzung der emotionalen Sikaifz eines sensorischen Reizes sind

sie entscheidend (Pitkanen 2000).
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Einleitung

Eine weitere Funktion der Amygdalae besteht inMedulation der Abspeicherung
deklarativer Ged&achtnisinhalte wie zum Beispiel Hiippokampus sowohl nach Stress-
induzierten als auch nach emotionalen EreignidBekanen et al. 2000; Tsoory et al. 2008).
Sie Ubernehmen weiterhin eine wichtige Funktion Her Konsolidierung von neu
Erlerntem in anderen Gehirnarealen (McGaugh 20D®). Amygdalae sind Schlissel-
komponenten fur die Gedachtnisbildung und fir degiderhalten (Baxter and Murray
2002; Bellani et al. 2011).

Die komplexe Struktur einer Amygdala ist aus veiegdénen, individuellen Arealen,
auch Kerne genannt, zusammengesetzt. Eine groildeaiteeptierte Theorie ist, dass die
Amygdala aus einem evolutionar élteren Bereichtdbend aus kortikalem, medialem und
zentralem Kern, und aus einem phylogenetisch jiamgBereich, bestehend aus lateralem,
basalem und akzessorisch basalem Kern, aufgeliafiteiSoux 2007). Der prominente
mandelférmige Bereich, welcher der Amygdala ihremén gab, ist eher nur einer dieser
Kerne, der basolaterale Kern der Amygdala (LeDd72. Diese Kerne kdnnen bei Ratten
und Mausen teils in weitere Kerngebiete unterteilerden, so dass insgesamt
13 Kerngebiete mit unterschiedlichen Verbindunget Bunktionsprofilen benannt werden
kénnen (Bzdok et al. 2012; Pitkanen 2000). FurMenschen werden sogar bis zu 36 Kerne
diskutiert (de Olmos 2004; Yilmazer-Hanke 2011).

Die Amygdala ist eine Gehirnregion, die unter ndenaBedingungen aufgrund ihres
starken, inhibitorischen Netzwerkes eine sehr geriSpontanaktivitdt aufweist. Dieses
inhibitorische Netzwerk halt die zellulare Aktivitdiedrig und unterdrickt die Entstehung
von Aktionspotenzialen aufgrund von irrelevanterm@ti (LeDoux 2007). Gebildet wird
dieses Netzwerk von den rund 20 % g&minobuttersaure als Neurotransmitter freiset-
zenden Interneuronen, die in der Amygdala vorharsileth. Die anderen rund 80 % sind
glutamaterge, exzitatorische Projektionsneuronem@aand Tombol 1975; McDonald
1992; Pape and Pare 2010). Funktional arbeiteesliBetzwerk wie folgt zusammen. Ein
neuer Stimulus kann eine zellulare Antwort hervimmu Wenn sich dieser Stimulus
wiederholt, dann tGberwiegt schnell die Aktivitar dieterneurone und die Auslésung einer
Antwort wird inhibiert. Wenn jedoch ein neuer Stioi zusammen mit einem signifi-

kanten Ereignis auftritt, dann kann die Inhibiti@merwunden werden (LeDoux 2007).

Die meisten Eingange in die Amygdala kommen voritatarischen Neuronen, welche
Glutamat als Botenstoff freisetzen. Diese Neuroifdeb synaptische Verbindungen mit

den Dendriten von stimulierenden Projektionsneunaier Amygdala, welche Signale an
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andere Regionen in der Amygdala oder an extringidebgionen projizieren kénnen
(LeDoux 2007). Gleichzeitig bilden diese ProjekSnaurone synaptische Verbindungen
mit inhibitorischen Interneuronen aus, wodurch eiekurrente (feedback) Hemmung
nachgeschalteter Neurone zustande kommt. Auch gmtatorischen Neurone der
Eingangsstrukturen bilden zusatzlich zu den Venbngg&n mit Projektionsneuronen
Verbindungen mit Interneuronen aus, welche danrdemtProjektionsneuronen Synapsen
ausbilden, wodurch es zu einer feedforeward Hemnkangmen kann. Durch beide, die
vor- und die nachgeschaltete Hemmung, wird die Abrma der Reizantwort auf sich

wiederholende Stimuli reguliert (LeDoux 2007).

Klinisch wird die Amygdala mit der rezidivierendelepressiven Stérung in Ver-
bindung gebracht (Albrecht and von Bohlen und Hetb2008; Bellani et al. 2011). Als
Erstbehandlung wird in der Regel ein selektiver ogerinwiederaufnahmeblocker
verabreicht (Ruhe et al. 2006), wodurch die Seihat@mnzentration im synaptischen Spalt
langfristig zunimmt, was zu einer Stimmungsaufhegluind Angstlosung fuhren kann. Als
Ursache wird ein durch verschiedene Magnetresooararaphiestudien bekanntes,
verringertes Volumen der Amygdalae bei depressRatienten und Patientinnen vermutet
(Hickie et al. 2007; Keller et al. 2008; Kronenbergyal. 2009; Sheline et al. 1998).
Begrtindet wird die Volumenabnahme durch ein staadightes, stressinduziertes Niveau
von Glucocorticoiden dieser Patientengruppe, weleh# Dauer neurotoxisch wirken kann
(Bellani et al. 2011; Henzen 2003; Lupien et al.020 Weiterhin beeinflussen
Glucocorticoide sowohl die Gedachtnisausbildung alseh das Abrufen von bereits
erlernten Informationen. Da all diese Prozesselddie Amygdala moduliert werden (de
Quervain et al. 2009; McGaugh et al. 2002), karvodaausgegangen werden, dass die
Amygdala sowohl eine beeinflussende Wirkung auf@éslachtnisausbildung in anderen
Gehirnarealen als auch die Aufgabe selber Infoomati zu speichern hat (LeDoux 2000;
Muller et al. 1997).

Weiterhin wird das serotonerge System mit ander@nuB8gen des Zentralnerven-
systems wie Ubertriebener Furcht und der PaniksgpfBaxter et al. 1995; Maron and Shlik
2006) und weiteren Erkrankungen wie der SchizopbréBggers 2013) in Verbindung
gebracht.
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1.2 Der laterale Kern der Amygdala

Anatomisch betrachtet befindet sich der lateralmmKker Amygdala (LA) im dorsalen
Bereich der Amygdala. Dort ist er medial von deteexen Kapsel und lateral sowohl vom
zentralen Kern der Amygdala als auch vom lateralenventrikel lokalisiert. Ventral des
LA liegt der basale Kern der Amygdala (Pitkanen@®00

Verschiedene Untersuchungen fihren zu der Annaldass der hauptsachliche
Neurotransmitter an exzitatorischen Projektionsoeen im lateralen Kern der Amygdala
Glutamat ist (Huang et al. 2000; Lin et al. 200atl&hdt et al. 2003). Untersuchungen an
Ratten zeigten, dass der LA circa 60.000 Neurotigdénwas etwa 10 % der Gesamtzahl
an Neuronen einer Amygdala von ausgewachsenenRattepricht (Pitkanen 2000).

1.2.1 Konnektivitat und Funktion des LA

Der laterale Kern der Amygdala wird im Allgemeinalis Torwéachter der Amygdala
angesehen, da hauptsachlich in dieser Region doemationen aus den sensorischen
Systemen empfangen werden (Albrecht and von BalmdHalbach 2008; LeDoux 2007).
Dazu gehoren das visuelle, das auditive, das alfiskhe und gustatorische sowie das
somatosensorische System (LeDoux 2007; Pitkaned)2D@s somatosensorische System
ist fur die haptische Wahrnehmung verantwortlictelone die Oberflachen- und die
Tiefensensibilitat umfasst, was die Wahrnehmung woachanischen Reizen, von
Temperaturreizen, Schmerzreizen und die Propriptexe ermoglicht. Die eingehenden
Informationen sind in verschiedenen Graden von m@amdesehirnregionen wie dem
Thalamus, dem Hippokampus und dem Kortex vorverttogeDoux 2007; Pitkanen et
al. 1997). Dabei sind die thalamischen Informatromeir in sehr geringem Mal3e vor-
verarbeitet, was einerseits eine schnelle andét®raber eine unprézise Informations-
weitergabe an die Amygdala bedeutet (LeDoux 20D@). Vorteil dieser schnellen aber
unprazisen Informationsweiterleitung ist eine rapi®Reaktion auf eine potentielle
Gefahrensituation. Die kortikalen Eingaben werdetaidlierter verarbeitet und gewahren
eine genauere Analyse der Umweltreize (LeDoux 200@jlurch entweder eine begonnene

Fluchtreaktion beibehalten und verstarkt oder abgebrochen werden kann.
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Die Funktion eines Gehirnareals wird durch dessenn€ktivitat definiert (LeDoux
2007). Somit bestehen wichtige Aufgaben in der ¥eFidung von gesehenen, gehdorten,
gerochenen, geschmeckten und gefiihlten Informatiomie z. B. dem Erkennen fréhlicher

oder verargerter Gesichter (LeDoux 2000), und dsaki®on auf diese Reize.

Weiterhin erhalt die Amygdala Informationen von dRaphe-Kernen des Hirnstamms,
von welchen etwa 10 % ihrer serotonergen Axoneéa\dhygdala strahlen (Ma et al. 1991).
Bei Aktivierung (z. B. bei Stress) fuhrt das in démygdala zu einem Anstieg der
extrazellularen Serotoninkonzentration (Crawford abt 2013). Es ist bekannt, dass
Serotonin als Neurotransmitter eine modulierendekfon bei Furcht und emotionalem
Verhalten hat (Gordon and Hen 2004; Huang and K&2@7).

Somit besteht eine weitere Funktion des lateralem&der Amygdala sowohl an dem
Erlernen von Furcht als auch an der langfristigpei&erung und dem Erinnern an die
erlernte Furcht (LeDoux 2007).

Die durch den lateralen Kern der Amygdala veraébeit Informationen werden tber
verschiedene Amygdalakerne weitergeleitet. So kiér8ignale an den basalen Kern und
mehrheitlich Uber zwischengeschaltete Zellen (catiated cells) in der Amygdala an den
zentralen Kern weitergeleitet werden (LeDoux 2@@tkanen 2000). Sowohl der basale als
auch der zentrale Kern der Amygdala leiten danergaits Signale an andere Hirnareale
weiter, um entsprechende Regulationen (z. B. demidoe, des Sympathikus und des
Parasympathikus, von Instinkthandlungen) auszuldéeboux 2007; Pitkanen et al.
1997). Weiterhin projiziert der LA direkt an demz@len Kern und an den medialen Kern
der Amygdala und er erhalt auch Informationen zals dem basalen und dem medialen
Kern der Amygdala (Pitkanen 2000). Vom LA fihrt awane direkte starke Konnektivitat
zum entorhinalen Kortex (Pikkarainen et al. 1998&lcher u. a. Funktionen bei der
Gedachtnisbildung hat (Coutureau and Di Scala 2009)

1.3 Synaptische Plastizitat

Synaptische Plastizitat ist die Fahigkeit die Stéekner synaptischen Verbindung zu
verandern, also die synaptische Transmission zuuhesedn. Es sind verschiedene
Mechanismen bekannt, die teilweise zusammen wirkem, synaptische Plastizitat zu
bewirken. Dazu zahlen die Veranderungen der Q@amntér Transmitterfreisetzung in den
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synaptischen Spalt sowie Veranderungen der Rea&eifbbnenz von Zellen auf die
freigesetzten Transmitter (Kaiser and Peters 20D8). synaptische Plastizitat ist der
fundamentale Prozess, welcher dem Lernen und ddédBiisbildung zugrunde liegt
(Albrecht and von Bohlen und Halbach 2008).

1.3.1 Extrazellulare Ableitungen von Feldpotenziale

Bei Feldpotenzialen handelt es sich um die Summatim elektrischen Stromen, die
durch die synaptische Aktivitdt von Neuronen, alsoch die Zellmembranen flieRenden
lonenstrome, entstehen und in einem begrenztenldmiesiner Ableitelektrode gemessen
werden kdonnen. Wenn mittels einer Stimulation Ubiee Reizelektrode Neuronen zur
Ausbildung eines zeitgleichen Aktionspotenzialseargt werden, so werden die daraufhin
auftretenden, extrazellularen Potenzialanderung8am(ne von exzitatorischen und
inhibitorischen postsynaptischen Strémen) in eirRRadius von bis zu 350 um von der
Spitze der Ableitelektrode gemessen (Gray et a5]1%egatt et al. 1980). Durch die
Messung von Feldpotenzialen kdnnen zusammen migmaen Stimulationen sowohl

Langzeit- als auch Kurzzeitpotenzierungen untersweinden.

1.3.2 Die Langzeitpotenzierung im LA

Bei einer Langzeitpotenzierung (engl.: long-termteptiation — LTP) wird die
synaptische Transmission von Neuronen nach einmpmchenden Stimulation lang-
anhaltend verstarkt (Brown et al. 1988). Es istegelh akzeptiert, dass das Phanomen der
Langzeit-Potenzierung die zellulare Basis flr ded&chtnisbildung darstellt (Barnes and
Sharp 1999; Collingridge and Singer 1990; Staufudi Au 1995). In der Forschung ist die
LTP eines der vorherrschenden experimentellen Medain die Mechanismen, welche der
synaptischen Plastizitat zugrunde liegen, eingelstuidieren zu kénnen.
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Abbildung 1: Mechanismen der Langzeitpotenzierung.Schematische Darstellung einer synaptischen
Verbindung an dendritischen Dornfortsatzen mit puéd postsynaptischen Komponenten sowie einem
assoziierten Interneuron. Bei normaler synaptis@mansmission vermittelt Glutamat tber postsynapts
Kainat- und AMPA-Rezeptoren eine Reizantwort. Dustdwrke Depolarisation werden die postsynaptischen
NMDA-Rezeptoren deblockiert, was einen ?CRinwartsstrom bewirkt. Dies fiihrt zu einer Phospho
rylierung von AMPA-Rezeptoren und zur Bildung ungiBetzung von Stickstoffmonoxid (NO). Die Folgen
sind eine kurzfristige Steigerung der Glutamatétiang und der postsynaptischen Reizantworten. Das
induziert eine LTP. Bei der Aufrechterhaltung d@PLbewirkt die C&-abhangige Aktivierung von Kinasen
eine Phosphorylierung von TranskriptionsfaktorelREB) und dadurch die Aktivierung von Promotoren
(CRE) mit der Folge einer veranderten GenexpresSlansynaptische Verbindung der beiden Neurond wir
gestarkt. Eine Freisetzung von GABA aus einem dissten Interneuron wirde Uber GABA-Rezeptoren
vermittelt zu einer Hemmung der synaptischen Piadti fUhren. Schematisch sind GARM&Rezeptoren
dargestellt. Abklrzungen: AMPAR — AMPA-Rezeptor; AT Adenosintriphosphat; CaM-Kinase —*Ca
Calmodulin-Kinase; cAMP — zyklisches Adenosinmonogthat; cAMP-Kinase — cAMP-abhangige Kinase;
CRE — cAMP response element; CREB — cAMP respotement binding protein; GABAR — GABA-
Rezeptor; MAP-Kinase — Mitogenaktivierte Proteirdée; mGIUR — metabotroper Glutamatrezeptor;

NMDAR — NMDA-Rezeptor; P — Phosphat, VGCC — spamagesteuerter Kalziumionenkanal
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Glutamat wird aus den synaptischen Vesikeln an miésynaptischen Membran
freigesetzt. An der postsynaptischen Membran birgletamat an AMPA-Rezeptoren
(AMPA - a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic g¢idainatrezeptoren und
NMDA-Rezeptoren (NMDA — N-methyl-D-Aspartat). Es mlen aber nur AMPA- und
Kainatrezeptoren aktiviert, wodurch ein Nettoeiostrvon Natriumionen ins Zytosol und
damit eine Depolarisation der postsynaptischen Mamlhervorgerufen wird. Bei dem
NMDA-Rezeptor besteht nahe dem Ruhemembranpotewvoal etwa -70 mV eine
Blockierung der lonenpore durch ein extrazellul&sgnesiumion. Diese Blockierung

wird erst durch eine starke Depolarisierung aufgeino

Die synaptische Ubertragungsstarke ergibt sich dera Produkt der Anzahl der
Freisetzungsstellen fir einen Neurotransmittersele$reisetzungswahrscheinlichkeit und
der Amplitude des Quantenstroms an der postsymraetis Membran. Die Anzahl der
Freisetzungsstellen kann durch Neuordnung der Sgmapdurch die Veranderung der
Flache einer Synapse sowie durch die BereitsteMamgmehr oder weniger synaptischen
Vesikeln beeinflusst werden. Die Freisetzungswateisdichkeit fir den Neurotransmitter
kann dadurch beeinflusst werden, wie leicht einik&tsnit der Membran fusionieren kann.
Die Amplitude des Quantenstroms kann durch den Biuer Ausbau von AMPA-
Rezeptoren (durch [€§-Erhohung oder -Senkung) und durch deren Phospbomg
oder Dephosphorylierung, was zu einer erhohten edteer herabgesetzten Offnungs-

wahrscheinlichkeit der Rezeptoren fuhrt, veréandentden.

Wird ein exzitatorisches Neuron bspw. hochfrequgithuliert, fihrt das zu einer
hochfrequenten Abfolge von Aktionspotenzialen uachds resultierend zu einer massiven
Erregung der postsynaptischen Membran. Dadurch wirke starke Depolarisation
hervorgerufen, die zu der Deblockierung der NMDAz&&oren fuhrt (Bekkers and
Stevens 1993; Mayer et al. 1984; Nowak et al. 1.984nn der nicht nur liganden- sondern
auch spannungsgesteuerte NMDA-Rezeptor aktivierd,wst dessen Pore zusatzlich zu
Natrium- und Kaliumionen auch fur Kalziumionen peabel. Verschiedene
Untersuchungsmethoden wie z. B. die intrazelluRu&erung der Kalziumionen auf eine
sehr niedrige Konzentration haben die AusbildungeeLTP verhindert (Malenka et al.
1988). Der Kalziumioneneinstrom durch die geoffndiVIDA-Rezeptoren bewirkt einen
Anstieg der Kalziumionenkonzentration im dendritis Dornfortsatz (Malenka and Bear
2004). Daraufhin binden Kalziumionen an Calmodule)ches die Kalzium-Calmodulin-
Kinase (CaM-Kinase) aktiviert (Hayashi et al. 20@8u et al. 2000), wodurch die AMPA-
Rezeptorkanédle phosphoryliert werden (siehe Abhbiddd). Phosphoryliert sind die
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AMPA-Rezeptoren sensitiver fir Glutamat, was einerstarkte Amplitude des
Quantenstroms bewirkt (Benke et al. 1998; Lee.€2@0)3; Soderling and Derkach 2000).
Weiterhin wird die Produktion eines retrogradend®stoffes ausgeltst (Bear and Malenka
1994). Dieser bewirkt dann eine verstarkte Neunstratterfreisetzung bei jedem an der
prasynaptischen Membran ankommenden Nervenimptitks®ffmonoxid (NO) ist ein
sehr wahrscheinlicher Kandidat fur den retrograetenstoff (Stevens 1993). Dieser

Vorgang stellt die frihe Phase der Induktion deP Ld&r.

Es wird davon ausgegangen, dass bei der Etablieeumgr LTP Proteine neu
synthetisiert werden mussen (Huang et al. 200@s®durch den Kalziumioneneinstrom
in den dendritischen Dornfortsatz ausgeloste Kaskaelche zur Proteinsynthese fuhrt
(Kandel 1997), tragt zur Stabilisierung der Verémdgen Uber eine lange Zeit bei (LeDoux
2000). Untersuchungen haben gezeigt, dass die Wusiieiner LTP durch eine Inhibition
der Proteinsynthese verhindert werden kann (Frey. éi988; Krug et al. 1984; Ris et al.
2009; Taha et al. 2013). Die erhdhte Kalziumioneremtration fuhrt zu einer verstarkten
Aktivitat der Adenylylcyclase, wodurch vermehrt #igkhes Adenosinmonophosphat
(cAMP) gebildet wird, was zu der Phosphorylierungs diranskriptionsfaktors CREB
(cAMP response element binding protein) fuhrt. Bre§aktor bewirkt letztlich die
Transkription verschiedenster Gene, die zur Bildwmgl den Einbau neuer AMPA-
Rezeptoren fuhren (Song and Huganir 2002; Zhu.e2@0) und zur Neubildung von
Synapsen fuhren kdnnen. Diese Vorgange stellespdite Phase der Aufrechterhaltung der

induzierten LTP dar.

Es ist bekannt, dass der NMDA-Rezeptor an der poaftischen Membran von
Projektionsneuronen des LA lokalisiert ist (Albreeimd von Bohlen und Halbach 2008;
Farb and LeDoux 1997; Farb and LeDoux 1999). Daimé& LTP an einer chemischen,
exzitatorischen Synapse zweier Neuronen im LA aiigt werden kann, ist die Offnung
der NMDA-Rezeptoren von entscheidender Bedeutunguii and Kandel 1998; Malenka
et al. 1988; Schroeder and Shinnick-Gallagher 2084etkov et al. 2002).

Im lateralen Kern der Amygdala wurde zuerst eineP Lif vitro in horizontalen
Gehirnschnitten nach einer Stimulation von Fasen ekternen Kapsel (EC - Capsula
externa) charakterisiert (Chapman et al. 1990)wtsle gezeigt, dass durch EC-Reizung
erregende Afferenzen aus dem Kortex im LA aktivieerden (von Bohlen und Halbach
and Albrecht 2002). Eine stabile LTP im LA von lzamtalen Gehirnschnitten kann sowohl

durch kurze tetanische Reizung an der externend{ajsauch intranuklear initiiert werden
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(Albrecht and von Bohlen und Halbach 2008; Dremdtahl. 2006; Schubert et al. 2005).
Eine intranukleare Stimulation aktiviert zusatzlialfferenzen von anderen Kernen der
Amygdala (von Bohlen und Halbach and Albrecht 2002)

Abhangig von der hochfrequent gereizten Struktgtdieen Unterschiede darin, ob die
Ausbildung einer LTP nur NMDA-rezeptorgesteuert iBs wurde gezeigt, dass bei
intranukledrer Reizung die LA-LTP lediglich durcaerdNMDA-Rezeptor vermittelt wird
und das bei Reizung der externen Kapsel zusatiziitip spannungsabhéngige Kalzium-
ionenkandle involviert sind (Drephal et al. 200Bjes deutet auf eingangsspezifische
Eigenschaften der Plastizitat des lateralen KemrsAlnygdala hin (Albrecht and von
Bohlen und Halbach 2008).

Weiterhin ist bekannt, dass die Etablierung ein@-LTP in coronalen Gehirn-
schnitten von Ratten von L-Typ spannungsgesteu&riumionenkanalen abhangig sein
kann (Bauer et al. 2002). In Untersuchungen annadem Gehirnschnitten von Mausen
konnte eine Abhangigkeit der LA-LTP-Etablierung vonetabotropen Glutamatrezeptor

Typ 7 nachgewiesen werden (Fendt et al. 2013).

1.3.3 pra- und postsynaptische Eigenschaften von éjektionsneuronen

Projektionsneurone sind Neurone, deren Axone ireanéehirnregionen oder als
Efferenzen in andere Organe des Kdrpers reichedef@aist et al. 2013; Hevner 2006;
O'Leary and Koester 1993). Sie projizieren in aadedrperabschnitte (Cederquist et al.
2013; O'Leary and Koester 1993). Als Neurotrangnittient den Projektionsneuronen
Glutamat. Somit stellen sie lange, exzitatoriscleebihdungen dar, was sie von den lokal
wirkenden Interneuronen unterscheidet, welche demrdtransmittey-Aminobuttersaure
(GABA - engl.: y-aminobutyric acid) freisetzen und inhibitorischenktionen austben
(Hevner 2006; Merot et al. 2009).

Werden lonenstrome im whole-cell patch-clamp Vedah(siehe Abschnitt 2.5)
gemessen, so konnen deren Frequenzen und Amplitedestriert und analysiert werden.
Dabei sind durch Anderungen der Frequenz Riickssilasif prasynaptische Einfliisse
maoglich (Cormier and Kelly 1996; Cummings et al9&® was eine gewisse Vergleich-

barkeit mit Ergebnissen aus extrazellularen Doppstpizungen erlauben kann, und durch
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Anderungen der Amplituden sind Aussagen (iber Vesémmhen an der postsynaptischen
Membran mdglich (Cormier and Kelly 1996; Cummingsle 1996).

Entscheidend fur Veranderungen der pra- und/odstspoaptischen Aktivitat ist die
direkte oder indirekte Aktivierung bzw. Hemmung Monenkanélen durch entsprechende
Transmitter, wodurch prasynaptisch die Freisetztatgsvon Neurotransmittern und
postsynaptisch die Intensitat der Reizantwort sowiger Umstanden die Bildung von

retrograden Botenstoffen beeinflusst wird.

Postsynaptisch sind der NMDA-Rezeptor (Albrecht aodi Bohlen und Halbach
2008; Farb and LeDoux 1997; Farb and LeDoux 1999)ies die beiden anderen iono-
tropen Glutamatrezeptoren, AMPA- und Kainat-Rezegtplokalisiert (Albrecht and von
Bohlen und Halbach 2008; Mahanty and Sah 1999).

Es ist bekannt, dass prasynaptisch der CannabRemptortyp 1 (CB1-Rezeptor)
lokalisiert ist, welcher blockierend auf spannuregdguerte Kalzium- sowie aktivierend auf
spannungsgesteuerte Kaliumionenkandale wirkt (Sodliand Kathmann 2001), wodurch
seine Aktivierung eine hemmende Wirkung auf die mM@gansmitterfreisetzung
exzitatorischer Neuronen hat (Gerdeman and LoviBQ6B; Ronesi et al. 2004). Auch auf
Interneuronen wurde der CB1-Rezeptor prasynapbsskhrieben (Alle and Geiger 2007;
Azad et al. 2004). Weiterhin legen Untersuchungaimen dass der NMDA-Rezeptor auch
prasynaptisch lokalisiert sein konnte (Gracy arakéi1995; Humeau et al. 2003).

1.4 Der TRPV1-Rezeptor

Zur Familie der TRP-Rezeptoren (Transient Recepudential) gehort die Vanilliod-
TRP-Unterfamilie. Ein Kanal dieser Unterfamilie ider Transient Receptor Potential
Vanilloid Type 1 (TRPV1) (Caterina et al. 1997; @@asni et al. 2010).

Es ist bekannt, dass der TRPV1-Rezeptor in vielehiGarealen der Mammalia
ausgebildet ist. Dazu gehoéren u. a. das Cerebe(Kimnhirn), das Mesencephalon
(Mittelhirn) und im Telencephalon (Grof3hirn) Struken wie der Kortex, der Thalamus,
der Hypothalamus, die Amygdala und der Hippokanm{Quisstino et al. 2006; Mezey et al.
2000; Toth et al. 2005). Weiterhin kommt der Reaeph afferenten, nozizeptiven
Nervenfasern und in nozizeptiven Arealen der Medspinalis (dem Ruckenmark) vor
(Caterina et al. 1997; Matta and Ahern 2011; Yara).€1998). In der zum Mesencephalon
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gehorenden Substantia nigra konnten prasynaptis®RVI-Rezeptoren nachgewiesen
werden (Marinelli et al. 2003). In kortikalen Neasm gibt es Hinweise, dass der Rezeptor
sowohl pré- als auch postsynaptisch lokalisier{@iswami et al. 2010). Zusatzlich wird
der TRPV1-Rezeptor auch in anderen KorperzellerNalsronen exprimiert, wobei die

jeweiligen Funktionen teils noch zu klaren sinca(Btwvicz et al. 2008).

Der TRPV1-Rezeptor ist ein nichtselektiver Katiokemal, welcher fur Kalziumionen
knapp zehnmal durchlassiger als fur Natriumione(Qaterina et al. 1997; Matta and Ahern
2011). Seine Aktivierung bewirkt demnach eine Depsierung der Zellmembran,
wodurch er sowohl die spontane als auch die evezigeisetzung von Neurotransmittern
beeinflussen kann (Marinelli et al. 2003; Matta atern 2011). Er selbst kann durch
verschiedene Stimuli aktiviert werden. Dazu zahlZellschaden verursachende
Temperaturen von etwa 43 °C und mehr (Caterind 987; Trevisani et al. 2002) oder
erhohte Protonenkonzentrationen (Caterina et &7;1Matta and Ahern 2011). TRPV1-
Rezeptor-liganden sind Vanilloide wie das Capsajexogen) (Caterina et al. 1997) oder
N-Oleoyldopamin (endogen) (Chu et al. 2003) sowas dCannabinoid Anandamid
(endogen) (Ross 2003), welches seine Wirkung im ir@ehauptsachlich auf den
Cannabinoid Rezeptortyp 1 austibt (Cella et al. pBBenfalls besitzt der TRPV1-Kanal
konservierte Cysteinreste, welche eine Reaktiorstiakstoffmonoxid vermitteln (Yoshida
et al. 2006). Zusatzlich kann der TRPV1-Rezeptochi&thanol aktiviert werden (Blednov
and Harris 2009). Es gibt Hinweise daftr, dassTd®PV1-Rezeptor auch unter normalen
physiologischen Bedingungen strukturbedingt eineigme permanente Offnungswahr-
scheinlichkeit hat (Marinelli et al. 2003).

Neben der Schmerzwahrnehmung im peripheren Nergtwmyhat der TRPV1-
Rezeptor eine wichtige physiologische Funktion béinftreten und dem Erlernen von
Furcht, da bei TRPV1-knockout Mausen beides redustgMarsch et al. 2007). Weiterhin
wird Uber Funktionen bei der Regulation der Korperperatur, der Bewegung und dem
Erbrechen diskutiert (Starowicz et al. 2008).

Studien zeigen, dass Uber langere Zeit erhOhte aiaplsonzentrationen zur
Desensibilisierung von Nozizeptoren fuhren, weswe@apsaicin in der Schmerztherapie
eingesetzt werden kann (Szallasi and Blumberg 199§)ist bekannt, dass eine leichte
Erh6hung der Protonenkonzentration (pH 6 - 7) dB®V1-Rezeptor fur andere Stimuli
sensibilisieren kann (Matta and Ahern 2011). Whitetdst Serotonin in Schmerzfasern
eine Sensibilisierung von TRPV1-Rezeptoren aus dletyal. 2011).
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die paaiti die Gesundheit wirkenden
Omega-3-Fettsduren im Gehirn auf den TRPV1-Kama&reEinfluss haben und ihn je nach

Ol aktivieren oder hemmen konnen (Matta et al. 2007

1.5 Stress und die Amygdala

Als Stress werden starke physische oder psychiRelee bezeichnet, die bestimmte
Reaktionsmuster eines Organismus auslosen. DiesBludSe konnen Umweltbedin-
gungen, Krankheiten, extreme Situationen oder emale Belastungen sein, welche die
Fahigkeit zur Bewerkstelligung der Belastungenksberansprucht oder gar Gbersteigt und
dabei physische, kognitive sowie emotionale undudadauch Verhaltensverdnderungen
bewirken kdnnen (Arnold et al. 2011; Gerrig and Eardo 2008).

Es konnte gezeigt werden, dass die Amygdala weéskerdh der Regulierung von
Stresseffekten auf die Gedachtnisbildung beteiig{McGaugh and Roozendaal 2002).
Moderater Stress erhoht die Konsolidierung von lEee, wobei die Aktivierung der
Amygdala fir eine verstarkte Speicherung der veesiedmen Informationen durch ihr weit
verzweigtes Netz an Projektionsneuronen in andeter@areale verantwortlich zu machen
ist (Roozendaal et al. 2009). Der basolaterale Kemger Amygdala (BLA), zu dem der
laterale, der basale und der akzessorisch basale #&zahlt werden, ist bei diesen
Vorgangen entscheidend (Roesler et al. 2002; Ralazdet al. 2009). Evolutionar gesehen
sind die stressbedingten Gedachtnisauswirkungenzufeige neuere Funktionen der
Amygdala. Wenn extreme emotionale Ereignisse obdevnische Stresssituationen erlebt
werden, kann dies zu traumatischen Erinnerungen wodar zu ernsthaften
gesundheitlichen Problemen wie Depressionen, Angst- Belastungsstorungen oder in
sehr schweren Féllen zu posttraumatischen Belasstimgngen fuhren (Ahmari et al. 2013;
Roozendaal et al. 2009; Rosenkranz et al. 2010).

Der Forced Swimming Test, bei dem Ratten oder Mause Schwimmen gezwungen
sind (siehe Abschnitt 2.3), ist eine Stresssitunatinod bewirkt als solche einen Anstieg der
Corticoidkonzentration im Blut (Ahmed et al. 200&rz and Frey 2003; Patel et al. 2004).
Die durch Stressinduktion gebildeten Corticoidhone@Henzen 2003; Lupien et al. 2007)
beeinflussen das Erlernen und Abrufen von Inforomen in der Amygdala (de Quervain
et al. 2009; McGaugh et al. 2002). Es ist bekadass chronischer Stress zu einer
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gesteigerten Erregbarkeit der Amygdala von Rattémtf(Roozendaal et al. 2009) und
Untersuchungen mit physiologischen Konzentratiomen Corticoiden zeigten im BLA
eine erhohte Erregbarkeit von Projektionsneuronah einen verminderten Einfluss von
inhibitorischen Interneuronen (Duvarci and Pare720Durch neurotoxische Lasionen des
BLA konnte die verstarkte Erregbarkeit geblockt desr (Roozendaal et al. 1996).
Weiterhin werden bei Stress die Raphe-Kerne aktjvidurch ihre serotonergen Neurone
in den entsprechenden Gehirnregionen, in die szpmren (u. a. in die Amygdala),
Serotonin freisetzen (Crawford et al. 2013; Ma et@91), welches dann einen Einfluss auf
die Aktivitat der Amygdala hat. Serotonin beeinfiugrundlegende biologische Funktionen
wie zum Beispiel den Schlaf, den circadianen RhusnAppetit, kognitive Leistungen
(Mann 1999) oder den Augeninnendruck (Costaglibd.€2008). Somit ist das serotonerge
System auch an verschiedenen psychiatrischen Hikngen wie Essstérungen,
Alkoholismus, suizidalem Verhalten (Mann 1999), danikstorung (Maron and Shlik
2006), bei Zwangsstorungen (Kellner 2010) oderrdeidivierenden depressiven Stérung
(Ruhe et al. 2006) beteiligt. Wie in vielen andekmstrukturen auch wird Serotonin in
der Amygdala sowohl unter physiologischen als guatinophysiologischen Bedingungen
freigesetzt (Crawford et al. 2013; Rueter and Jad®96).

Eine wichtige Funktion von Stress ist die Induktiean langfristig angepassten
Reaktionen (McEwen 1998). Dazu z&hlt das Erinnem belastenden und emotional sehr
bewegenden Geschehnissen (Roozendaal et al. ZDi@Y)ist nicht nur auf unangenehme
oder aversive Ereignisse beschrankt, sondern gittagso fir angenehme Situationen
(Roozendaal et al. 2009).

Untersuchungen haben gezeigt, dass unter normhajesmofpogischen Bedingungen die
Corticoidaktivitat synchron mit dem circadianen Rimgus oszilliert und dass dies wichtig
sowohl fir die Ausbildung neuer synaptischer Vedbimgen als auch fir deren
Stabilisierung und somit entscheidend fur die Lamgiastizitat ist (Liston et al. 2013). In
der gleichen Studie konnte gezeigt werden, dassn@uhe und sehr hohe Dosen an

Corticoiden zum Verlust neuer Erinnerungen fihren.
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1.6 Fragestellung

In den bisherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppente gezeigt werden, dass
Capsaicin die LA-LTP rezeptorspezifisch reduzi€&as TRPV1-Protein konnte durch
immunhistochemische Methoden im LA nachgewieserdarerDie Arbeitsgruppe hat eine
Beteiligung sowohl des Cannabinoid Rezeptortypsislaach des retrograden Neuro-
transmitters Stickstoffmonoxid an den Wirkungen @apsaicin gezeigt. Es konnte nach-
gewiesen werden, dass die Suppression der LA-LTie d@eteiligung der GABAergen
Interneurone zustande kommt. Deshalb konzentrieht diese Arbeit auf glutamaterge
Projektionsneurone des lateralen Kerns der Amygdatedie Wirkungsweise von TRPV1-
Agonisten auf die synaptische Plastizitat weitefzakiaren. Schwerpunkte der Arbeit
stellen die Auswirkungen einer TRPV1-Rezeptoraktivhg unter verschiedenen
Bedingungen sowie die detaillierte UntersuchungWekungsweise moglicher Sensibili-
satoren des TRPV1-Rezeptors im LA dar. Ausgehendden bisherigen Befunden werden
folgende Fragestellungen und Hypothesen zu kl&sn s

1. Es ist bekannt, dass der TRPV1-Rezeptor dudflutan sensibilisiert wird (Cornett
et al. 2008; Harrison and Nau 2008; Matta et al80Es wird postuliert, dass Isofluran,
welches zur Narkose der Mause vor der Dekapitienargvendet wird, die synaptische
Plastizitat im LA modifiziert. Da Isofluran sowotile glutamaterge als auch die GABAerge
Transmission beeinflusst (Ranft et al. 2004; Sirabal. 2001), wird bei Verwendung von
Isofluran eine reduzierte Amplitude der LA-LTP erted. Dieser Effekt sollte durch

Capsaicin umkehrbar sein.

2. Obwonhl in friheren Versuchen der Arbeitsgrup@gpsazepin als TRPV1-Rezep-
torantagonist in der Lage war, in hohen Konzerdregn den Effekt von CPS auf die LA-
LTP zu blockieren, muss der Nachweis des rezemaifspchen Effekts von TRPV1-
Rezeptoragonisten durch den Einsatz von TRPV1-kmdekausen verifiziert werden,

weil Rezeptorantagonisten auch unspezifische Wgkarentfalten konnen.

In TRPV1-gendefizienten Mausen sollte der Effekhv@apsaicin auf die LA-LTP

nicht mehr nachweisbar sein.

3. Eine Aktivierung der TRPV1-Rezeptoren durch Gaépe kann stressbedingte
Wirkungen auf die Plastizitat im Hippokampus reéwven (Li et al. 2008). Demzufolge
musste eine Aktivierung der TRPV1-Rezeptoren aucéssinduzierte Wirkungen im
lateralen Kern der Amygdala reduzieren oder soghsténdig aufheben kénnen.
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4. Eine Sensibilisierung der TRPV1-Rezeptoren itertden Kern der Amygdala
konnte durch direkte Substanzeinwirkungen (z. B isofluran oder Ethanol) oder tber
second messenger Kaskaden (wie sie z. B. durchdBereRezeptoren vermittelt werden

kénnten) zustande kommen.

5. Es wird postuliert, dass die Wirkungen des Ciapsasowohl durch pra- als auch
durch postsynaptische TRPV1-Rezeptoren zustandenkeom

6. In der Amygdala von Mausen, denen das Gen #@induronale Stickstoffmonoxid-
Synthase (nNOS) fehlt, wurde eine signifikant wegerte LTP gemessen, welche durch
eine zusatzliche Applikation von Capsaicin nichtterereduziert wurde (Zschenderlein et
al. 2011). Zusatzlich fuhrt die Applikation von Gafcin zu einer verstarkten Expression
der nNOS (Okere et al. 2000). Dies fuhrt zu der ¢llgpse, dass eine TRPV1-Rezeptor-
aktivierung eine verstarkte NO-Synthese hervorridam. Dies sollte besonders wéahrend

und direkt nach einer Hochfrequenzstimulation dsl $ein.

7. Aufgrund der Freisetzung von Serotonin aus defektionsneuronen der Raphe-
Kerne in der Amygdala bei stress-induzierten Situren muss von einer Beeinflussung der

Transmission im LA durch Serotonin ausgegangen everd

8. Wegen der Relevanz von Serotonin bei der Bebagdi/on Depressionen und
aufgrund einer hypothetischen Involvierung von TRFREzeptoren bei der Wirkung von
Antidepressiva soll eine Analyse der funktionalerdfoninrezeptoren an glutamatergen
Neuronen des lateralen Kerns der Amygdala erstaerigief zu einem eventuell dominanten

Serotoninrezeptor an den Projektionsneuronen eraigl.
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2. Methoden

Fir diese Promotion wurden ausschlie3lich manniMkase verwendet. Die Haltung
der Mause erfolgte unter standardisierten Bedingaun@Raumtemperatur: 22 + 1 °C;
relative Luftfeuchtigkeit von rund 60 %; automatiser 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus;
Futter und Wasser frei verfluigbar; Anreicherungsmdten). Fir verschiedene Unter-
suchungen wurden unterschiedliche Mausestamme rdetieDie Stamme C57BL/6J und
C57BL/6N wurden von Harlan Winkelmann, The Jackisaboratory und der Forschungs-
einrichtung fur experimentelle Medizin der Chatigzogen und die TRPV1-KO wurden
von The Jackson Laboratory geliefert.

Die durchgefiihrten Experimente erfolgten nach d&uigsanzeigen beim Landesamt
fur Gesundheit und Soziales Berlin T0344/05 und81@B1 bzw. fur die Forced Swimming
Tests nach der genehmigungspflichtigen Tierversutdeige bei dem Landesamt flr
Gesundheit und Soziales Berlin G0354/09. Alle Vensuwurden in Ubereinstimmung mit
dem deutschen ,Animal Walfare Act* vom 25. Mai 19€8rchgefihrt und an die
.-European Communities Council Directive® vom 24. Wmber 1986 (86/609/EEC)

angepasst.

2.1 Narkose und Pr&paration

2.1.1 Narkose

Ein Haupteffekt einer Allgemeinanasthesie ist digtdodriickung des Bewusstseins
(Schneider and Kochs 2007). Weiterhin muss einedhilisierung, Analgesie und eine
Amnesie erreicht werden (Hudetz 2012; John anchBpi2005). Die molekularen Mecha-
nismen, welche einer Anasthesie zugrunde liegeu, lsisher noch nicht geklart (Soholm
and Olsen 2013). Verschiedene Untersuchungen zalges zum Erreichen der Ziele einer
Narkose verschiedene Gehirnareale durch die Andsithbeeinflusst werden muissen
(Chortkoff et al. 1995a; Chortkoff et al. 1995bjhdoand Prichep 2005). Als mdgliche
Mechanismen einer Narkose werden die Hyperpolasisahalamischer und kortikaler
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Zellmembranen, die Unterdriickung des Mittelhirngn$ und der thalamokortikalen

Schleifen durch Inhibition glutamaterger und chetger Neurotransmission, sowie der
Verstarkung von GABA-Rezeptortyp A-vermittelter (BAa-Rezeptor) Neurotrans-

mission diskutiert (John and Prichep 2005; Schmeidd Kochs 2007).

Um bei einer Maus eine Narkose einzuleiten, wuraéwveder Isofluran oder
Diethylether verwendet. Das jeweilige Betdubung®hitvurde in ein mit Zellstoff
ausgekleidetes Glasgefald gegeben und mit einendéglesd verschlossen. Beide Mittel
sind stark fllichtig, wodurch es mdglich war, einaud schon nach einer Minute fir die
Betaubung in das Gefald zu setzen. Durch das Inéalides Betdubungsmittel-Luft-
Gemischs wurden die Mause innerhalb kirzesterlbgsitusstlos und konnten fir die sich
anschlieBende Praparation aus dem GefalR entnomarelerw Es musste darauf geachtet
werden, dass eine Maus sofort nach dem EintretenBdevusstlosigkeit dem Gefald
entnommen wird, damit eine durch weiteres Inhatiérerbeigefihrte tiefere Narkose keine
Auswirkungen auf die Messungen haben kdnnte.

Bei einigen Tieren wurde im Rahmen einer Untersaoghkeine Narkose durchge-

fuhrt, was ebenfalls den Behdrden angezeigt undesen genehmigt wurde.

2.1.2 Praparation von horizontalen Gehirnschnitten

Nachdem die Maus dem Gefal3 entnommen wurde, exfaligt Dekapitation. Das
Gehirn wurde freiprapariert, indem zunéchst die flkapt median eingeschnitten und zur
Seite geklappt wurde. AnschlieRend wurde die Sddédke median von spinal nach rostral
in der Sagittalebene eingeschnitten und die Sdheitee (Os parietale) jeweils nach lateral
abgeklappt. Sollten noch Teile der Pia mater eraeplem Cerebrum aufgelegen haben,
wurden diese vorsichtig entfernt, damit sie im mseh Schritt keinen Schaden am
Telencephalon (Grof3hirn) verursachen konnten. Miera Spatel, der zwischen den
Schadelknochen und dem GroR3hirn entlang auf diglatauSeite des Telencephalons
gefuhrt wurde, erfolgte die Gehirnentnahme. Dasa®ngurde sofort in eisgekihltes und
mit Carbogen begastes ACSF (artificial cerebrodgina — kiinstliche Zerebrospinalflis-
sigkeit; Zusammensetzung: 129 mM NaCl, 1,25 mM pR®, 10 mM D-(+)-Glucose,
1,8 mM MgSQ, 1,6 mM CaCl, 3 mM KCI und 21 mM NaHCg) uberfiihrt. Um eine
Schéadigung des Gehirns durch Sauerstoffmangel dungern, durfte dieser Vorgang

31



Methoden

keinesfalls langer als vier Minuten dauern. Durels 8egasen des ACSF mit Carbogen
(95 % Q, 5 % CQ) war zum einen die Sattigung der Losung mig@wahrleistet und zum
anderen wurde durch G@er pH der Losung konstant bei ca. 7,4 gehaltés.nAchstes
erfolgte die Vorbereitung fur das Anfertigen detheschnitte.

Fur die extrazellularen Messungen erfolgte das &den des Gehirns in dinne
Gewebescheiben mit dem Motorized Advanced VibreqWorld Precision Instruments).
Die auf -18 °C gekihlte Schneidekammer wurde in@esit eingespannt und die Klinge
positioniert. Auf einer ebenfalls auf -18 °C gekehl Petrischale erfolgte die weitere
Praparation. Dafir wurde das Gehirn dem ACSF entmemund mit der caudalen Seite
auf die Petrischale gelegt. Die Hemispharen wunmténeiner Rasierklinge voneinander
getrennt und auf die Schnittflachen in Sagittalebgelegt. Jeweils etwa 1 — 2 mm der
dorsalen Enden der Hemispharen wurden abgeschnitteérdie Hemispharen auf diese
Schnittflachen gelegt. Mittels FilterpapierstreiffMACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG) wurden diese in die Schneidekammer Uberfllmrtder sie auf einem Sockel mit
Cyanoacrylat-Kleber (einem Sekundenkleber; UHU GrdbElo. KG) fixiert wurden. Der
Kleber wurde vor diesem Praparierschritt dinn aeifetitsprechenden Stellen des Sockels
aufgetragen. Anschlie3end wurde die Kammer mit degekihlten ACSF aufgefillt, so
dass das Gewebe wieder von Nahrflussigkeit umgekan Auch diese Phase der
Praparation musste in weniger als vier Minuten kigecihrt worden sein, damit das
Gewebe auRRerhalb des ACSF keine Schadigungen @awgbrstoffmangel erleidet. Mit
dem Vibroslicer wurden 400 pum dunne Schnitte (lwmial) angefertigt und in die
Interfacekammern Uberfuhrt, welche konstante Badiggn von 35 + 1 °C und
Carbogenbegasung aufwiesen. In jeder Interfacekangeeahrleisteten vier Schichten
von Linsenpapier (Kodak) (zwei auf dem Boden devaggen Kammer, zwei unter jedem
Schnitt) eine kontinuierliche Perfusion der Sclanitiit ACSF. Es herrschte eine Wasser-
dampf enthaltende Carbogenatmosphare in jederfdoekammer, die die Schnitte auch
vor dem Austrocknen schitzte. Mit den Experimentarde nach zwei Stunden begonnen,
damit die durch das Schneiden in den Neuronen siackregulierten second Messenger

Kaskaden wieder herunter reguliert werden konnten.

Fur die whole-cell patch-clamp Messungen verliefenweiteren Praparationsschritte
relativ ahnlich. Unterschiede bestanden jedochreams im verwendeten Geréat (Leica
VT 1200 S) andererseits wurden 350 um dinne Seh(iibrizontal) hergestellt. Die
Schnitte wurden nach dem Schneiden in ein Bechergiaeinzelnen Kammern tberfuhrt,

in denen sie von mit Carbogen gesattigtem ACSF bengewaren. Nachdem alle
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Gewebeschnitte angefertigt waren, wurden die Sehfiitt 20 Minuten in einem 35 °C
Wasserbad inkubiert und danach bei Raumtemperaturairt.

Zum Schluss beider Praparationsmethoden konnte gebhge werden, welcher

Gewebeschnitt (von caudal nach dorsal) von welEleenisphare wo platziert wurde.

Die horizontalen Gehirnschnitte enthalten unterea@ioh verschiedene amygdalare
Kerne wie den lateralen Kern der Amygdala, den lés@len, den zentralen und den
medialen Kern der Amygdala genauso wie Teile désrleimalen Kortex (von Bohlen und
Halbach and Albrecht 1998). Diese Hirnschnitte eeisfunktionale Verbindungen
zwischen den verschiedenen Arealen auf, so dadsirsphysiologische Untersuchungen
geeignet sind.

2.2 Extrazellulare Ableitungen von Feldpotenzialen

Bei Feldpotenzialmessungen werden extrazellulareterR@landerungen im
lonenstrom registriert, welche auf einen kinstlicReiz hin in Gewebeschnitten ausgelost

und mittels einer Ableitelektrode gemessen werdamen.

Abbildung 2: Lokalisation der Elektroden im horizontalen Gehirnschnitt. Zu sehen ist ein Ausschnitt
eines Gehirnschnittes. Mittig im Bild ist der laikr Kern der Amygdala (LA) lokalisiert. Daneben digr
Hippokampus zu sehen (als markiertes Beispiel di@-Region). Positionierung der Elektroden: 1 — Reiz
elektrode fur die Reizung der Externen Kapsel (EXG); Ableitelektrode fir die EC-Reizung; 3 — Reédel
trode fir die intranukledre Reizung (IN); 4 — Abddéktrode fur die IN-Reizung. (mit freundlicher G-
migung von Dr. Oliver von Bohlen und Halbach).
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Aus einer Praparation konnten sechs bis siebenn@shinitte gewonnen werden, die
Anteile des lateralen Kerns der Amygdala (LA) eeltiein. Die Messungen erfolgten an
zwei Messplatzen gleichzeitig. Jeder Messplatzehathen Versuchsaufbau mit zwei
Interfacekammern. Fir die Messungen wurde einddmpdreizelektrode entweder auf die
externe Kapsel (EC - Capsula externa) oder inti@dwkIN) im LA und eine mit ACSF
geflllte Ableitelektrode auf dem LA positioniertgse Abbildung 2).

Die Elektroden wurden durch je einen Magnet-Mikraipalator gehalten, die genau
wie die Messkammern an der magnetischen Oberfldeheschwingungsarm gelagerten
Arbeitstische befestigt waren. Dadurch wurde sigéstellt, dass sich die Position der
Elektroden im Verhéaltnis zu den Gehirnschnitterhhiceranderte. Durch die PC-Software
Signal 4.0 (Cambridge Electronic Design) und tbem dnalog-Digital-Wandler Micro-
CED 1401 wurde uber eine Stimulator Unit die Impalse an die Reizelektrode gesteuert.
Das resultierende Feldpotenzial wurde tber die itddektrode gemessen, durch einen Vor-
und einen Nachverstarker (10fach bzw. 100fach)ré@&eyt und Uber den Analog-Digital-
Wandler durch die Signal 4.0-Software registriddurch ein fur dieses Programm
geschriebenes Script (Dr. H. Siegmund) konntenAdiiglituden wahrend der Messung
dargestellt und tGber die Zeit analysiert werdere &ifgezeichneten Daten wurden spater
nochmals offline ausgewertet. Um elektrische Sgiraie wahrend der Messungen
weitestgehend zu vermeiden, wurden die Arbeitséische Interfacekammern und alle

Gerate geerdet und der Messplatz abgeschirmt.

Eine Reizelektrode bestand aus einer zweikammuggdgman der Spitze verjingenden
Glaskapillare (Thetaglas), bei der in jede Kammier @ca 5 cm langer Platindraht
(@ 0,051 mm), der am anderen Ende mit einem circa Tangen Silberdraht (& 0,2 mm)
verlotet war (beide von Science Products GmbH, Eiofl, eingeflhrt wurde, so dass er
aus der Verjingung herausragte. Um eine Beruhren@®dhhte miteinander zu vermeiden
wurden zum einen die Platindrahte am spitzen Erdedpillare mit Schellack und zum
anderen die Silberdrahte am weiten Ende der Gladkkapmit Siegelwachs voneinander
getrennt fixiert. Die herausragenden Platindrahieden auf einige Millimeter gleich lang
abgeschnitten und die Enden in einen Abstand vdaruwinem Millimeter zueinander
gebracht. Die Platindrahte wurden bei der Messurglen Schnitt gesetzt und die Silber-
drahte mit der Stimulator Unit verbunden.

Die sich ebenfalls verjingenden Ableitelektrodemden aus Borsilikatglaskapillaren
(1B120F-4, Science Products GmbH, Hofheim) gezoljach kontrolliertem Abbrechen
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der Spitzen und dem Beflllen der Kapillaren mit AAsung lagen die Widerstande
zwischen 3 und 8 KL. Im Lumen der Ableitelektrode befand sich bei Bssung ein
chlorierter Silberdraht, der an den Vorverstarkegeschlossen war und die Feldpotenzial-

differenzen weiterleitete.

Um maogliche Unterschiede von Tag zu Tag und tagiéishe Unterschiede in den
Messergebnissen zu vermeiden, wurden die jeweil@arppen in einer Versuchsreihe
alternierend und jeden Messtag in unterschiedlicRethenfolgen gemessen. Ebenso
wurden die verschiedenen Schnitte aus den Hemisplgden Tag an andere Platze in den
Interfacekammern platziert, um eventuelle Unteesaddi durch die Platzierung zu

vermeiden.

2.2.1 Die Langzeitpotenzierung

Um Aussagen zur basalen Transmission treffen zuindwdnwurde zunachst eine
Input/Output-Kurve (I/O) erstellt. Mit einer Reizske wurden im Abstand von jeweils zehn
Sekunden sechs Impulse appliziert und dann gemied Reizstarke wurde in Schritten
von 0,5 V erhoht. Es wurde die Spannungng) ermittelt, bei der die maximale Amplitude
der Reizantwort des Feldpotenzialsaf) hervorgerufen werden konnte. Im Anschluss
wurde diejenige Spannung ¢k bestimmt, bei der die Halfte der maximalen Amye des
Feldpotenzials gemessen werden konnte. Mit derrsuottelten Spannung wurden die

weiteren Messungen durchgefuhrt.

Fur die Messung der Langzeitpotenzierung (LTP -gd@tm potentiation) wurde fur
30 Minuten alle zehn Sekunden ein Puls applizied das Feldpotenzial gemessen. Wenn
die Amplitudengréf3en konstant blieben, wurde einehfrequenzstimulation (HFS) (zwei
Abfolgen im Abstand von 30 Sekunden; 1 Sekundel®@ Hz mit 0,1 ms je Impuls und
10 ms Abstand) des Schnittes durchgefihrt. Im wemit&/erlauf des Experimentes wurde

fir 60 Minuten alle zehn Sekunden ein Puls gegeben.

Bei der Auswertung wurden fur jede Minute die jdigen sechs Feldpotenziale
gemittelt. Analysiert wurden die so erhaltenen Brggese mittels der Software GraphPad
Prism 5. Eine LTP lag vor, wenn beruhend auf desgamgsaktivitdt vor dem HFS eine

signifikante Zunahme des Feldpotentials am Endes@aninitigen Messung festgestellt

35



Methoden

werden konnte (ermittelt mit dem zweifaktoriellenN@VA-Test fur fortlaufende

Messungen).

Die erhaltenen Werte fir die I/O konnten ebenfalisgewertet werden. Diese Daten
spiegeln die Grundaktivitat der Neuronen wiederrdNd. B. durch ein Pharmakon die
Offnungswahrscheinlichkeit fiir einen lonenkanaléavefert, so kann die Grundaktivitat
verstarkt oder verringert sein. Die statistischalixse der jeweiligen Gruppen erfolgte mit

dem Mann-Whitney-Test.

2.2.2 Die Doppelpulsreizung (Paired Pulse Stimulieng)

Zur Prufung der prasynaptischen Beeinflussung detamgpatergen Transmission
wurden in einem Teil der Untersuchungen Doppelpintsgationen verwendet. Wenn zwei
Pulse in kurzem zeitlichem Abstand eine prasynelptig-aser depolarisieren, kann davon
ausgegangen werden, dass die KalziumionenpumpenHiaireffen des zweiten Impulses
die intrazelluldre Kalziumionenkonzentration nogbhh wieder auf das Ausgangsniveau
eingestellt haben. Somit kann es zu einer Fagxzilitig der glutamatergen Transmission auf
den zweiten Puls kommen. Um die Zeitabhangigkeiprzidien, wurden Doppelpulse mit
Abstanden in Millisekunden von: 10, 20, 30, 40, 60, 70, 80, 90, 100, 200 und 500
appliziert. Fur jedes Zeitintervall wurden die Defgulse mit einem Abstand von je zehn
Sekunden sechsmal wiederholt und zehn Sekunderrspiét dem nachst grol3eren
Zeitintervall fortgefahren. Die Reizstarke entsprager in einer Input/Output-Kurve
ermittelten U, (Staschewski et al. 2011).

Bei der Auswertung wurden fur jeden Zeitabstandséiehs Feldpotenzialamplituden
des ersten Pulses des Paares sowie die sechs eiésnzRulses gemittelt. Anschlie3end
wurde fur jedes Wertepaar das Verhaltnis (2. Ptbgantyl. Pulsantwort) zueinander aus-

gerechnet und in einem Diagramm dargestellt (Stagski et al. 2011).

2.3 Der Forced Swimming Test

1977 wurde dieser Stress-Test erstmals fur RattenPorsolt et al. beschrieben, um

die Wirksamkeit von Antidepressiva und anderen Mauwlienten zu untersuchen (Porsolt et
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al. 1977a). Die Methode basiert auf der Beobachtdags Ratten, welche in einem Gefald
schwimmen mussen, nach einer Periode starker Akttisufhoren aktiv zu schwimmen und
nur noch die nétigsten Bewegungen machen, um deh imer Wasser halten zu kénnen.
Porsolt et al. schlussfolgerten, dass die Rattertde, dass es keinen Ausweg gibt und ein
Zustand der Aussichtslosigkeit und Depression iginfitir den Test wurden die Ratten fur
15 Minuten in einem Plexiglaszylinder schwimmenagsken und 24 Stunden spéater erneut
fur funf Minuten und dabei die Zeit der Bewegungglteit, des Treibens gemessen
(Porsolt et al. 1977Db).

Wenn ein Tier noch nie zuvor geschwommen ist, diesste neue Situation Stress aus.
Kann dann kein Ausweg aus dieser ungewohnten utehpell bedrohlichen Situation
gefunden werden, steigt die Stressreaktion des déérpn. Demzufolge ist auch ein
einzelner Schwimmabschnitt geeignet, um einen nabeler Stress zu induzieren und

anschlie3end die Auswirkungen zu untersuchen.

Aus diesem Grunde wurde bei Mausen ein einzelnbwiBtmabschnitt mit darauf
folgender Untersuchung dessen Effekts auf die Laitdpotenzierung durchgefihrt. Far
einen Test dieser Art muss sichergestellt werdass die Maus weder den Grund noch den
Rand des GefalRes erreichen kann, wodurch sie zdnwilSmen gezwungen ist. Aus-
gehend von der Literatur, in der verschiedene Gerfédhmesser, Gefal3hohen, Wasser-
stande und Wassertemperaturen beschrieben sin&légeznd Finn 2007; Gould et al.
2008; Karolewicz et al. 2001; Piotrowska et al. Z0Rollema et al. 2009), fielen die Ent-
scheidungen auf einen Glaszylinder mit 25 cm in éddhd Durchmesser, einen Wasser-
stand von 12 cm, sowie auf eine Wassertemperatu%s’C. Die Schwimmdauer wurde
auf 6 min festgelegt (Gould et al. 2008; Karolewatal. 2001; Piotrowska et al. 2008).

Fur diese Versuche wurden 17 Mause des StammesLZE@N®on der Forschungs-
einrichtung fur Experimentelle Medizin, sieben TRRkhockout-Mause des Stammes
B6.129S4-Trpvi™J und sieben C57BL/6J-Mause von ,The Jackson labor
verwendet. Die Mause hatten jeweils ein Alter zWwest neun und 14 Wochen. Wéahrend
des Tests wurde die Zeit gemessen, die sich dieiljg& Maus hat treiben lassen. Im
Anschluss an den Test wurden die Mause aus demeéWgssommen und mit einem
Papierhandtuch vorsichtig abgetrocknet. Bei Ratterde gezeigt, dass das Abtrocknen
einen geringen Effekt auf die Corticosterone-Antwat und dass diese die des Anfassens
und Handhabens der Tiere nicht Ubersteigt (KorzFaegt 2003). Nach dem Verhaltenstest

wurden die Mause fur funf Minuten in Ruhe sitzetagsen, bevor sie anésthesiert und dann
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die Gehirne wie im Abschnitt 2.1.2 fur extrazellel®lessungen beschrieben prapariert und
Gewebeschnitte angefertigt wurden. Die Mause dentigbgruppe wurden genauso
behandelt ohne jedoch dem Forced Swimming Tesesealfiterzogen zu werden. Da eine
tiefe Isoflurannarkose sowohl eine Sensibilisieraieg TRPV1-Rezeptors (Harrison and
Nau 2008) als auch Plastizitdtsanderungen in deygllala bewirkt (siehe Abschnitt 4.1;
(Kulisch et al. 2011)), wurden die M&use mit Didétlger andsthesiert.

2.4 Untersuchung der Wirkung von CPS auf die NO-Sythhese bei HFS

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Gas, welches in fakk&n Organismen eine biologische
Funktion hat. Es wird z. B. bei den Mammalia wan der neuronalen Stickstoff-monoxid-
Synthase (nNOS) gebildet. Aufgrund seiner Halbwzeitsron ungefahr fiunf Sekunden in
biologischen Systemen, welche fur ein Radikal unijedich lange ist, konnte in
mathematischen Modellen eine Diffusionsstrecke wogefahr 200 um berechnet werden
(Wood and Garthwaite 1994). NO ist u. a. im GelkimSignalmolekil (Bredt and Snyder
1989; Garthwaite et al. 1988) und wirkt dort in d&mapsen retrograd (Staschewski et al.
2011; Stevens 1992), wird demnach postsynaptisdbildgé und hat dann einen
prasynaptischen Effekt. NO ist somit an der symsapgn Signalibertragung und an der
Plastizitat beteiligt (Bon and Garthwaite 2003;9&nd Philippu 2001). Es wurde gezeigt,
dass die LTP im lateralen Kern der Amygdala in Biatmitten von Mausen sowohl bei
durch L-NAME blockierter NO-Synthase als auch bBIOS- (endotheliale NOS) und
NNOS-knockout-Tieren reduziert ist (Staschewslkile2011).

Fur diesen Versuch wurde die Freisetzung von Sotffksonoxid mit Hilfe eines
Farbstoffs gemessen, der nach der Reaktion mitiN€& Anregung fluoresziert. Der nicht-
fluoreszierende, dunkel-violette Farbstoff DAQ ¢(DRminoanthraquinonesulfat)
(Heiduschka and Thanos 1998) reagiert mit NO uAtevesenheit von Sauerstoff Gber
Zwischenprodukte zum wasserunldslichen und rotrésmerenden ATD (1H-anthra-
[1,2d]-[1,2,3]-triazole-6,11-dione) (Gomes et aDl0B). Bei der Photomultiplier-basierten
Microfluorimetrie kann ATD durch die Benutzung esnRhodamin-Filtersi(> 580 nm)
unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemaartien (von Bohlen und Halbach
2003). ATD wurde in dem Experiment mit einer Weléerge von 520 nm angeregt und die
Emission bei Gber 590 nm mit Hilfe eines 590 nnylpass-Filters gemessen (Schuchmann
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et al. 2002). Da ATD wasserunloslich ist, lagersiee am Entstehungsort ab und kann nicht
im Schnitt diffundieren (von Bohlen und Halbach 32J0

Die Anfertigung der Schnitte erfolgte nach dem \&vrgn zur Anfertigung von
Gehirnschnitten fur die Patch-Clamp-Versuche. Jedoetrug die Dicke der Schnitte
400 pum.

Abbildung 3: Messplatz fur die Fluoreszenzmikroskofe zum Nachweis der Stickstoffmonoxidbildung.
(A) Abgebildet ist der Aufbau des Messplatzes. InMgte das Axioskop von Zeiss mit der Messkammer.
Links davon die Halterung fur die Reizelektrode wadhts die Halterung der Ableitelektrode. Hintend
Mikroskop ist das PMT-Modul (Photo Technology Imational) fir die Detektierung der Fluoreszenz zu
sehen (schwarz, nach rechts unten verlaufend raitegn Kabelast). Der Messplatz befindet sich inraine
Metallkafig zur Abschirmung vor stérenden elektrgmetischen FeldernBj Verdunkelter Messplatz. Links
daneben das Fluoscan Interface Panel. Rechts daneibe Gerateregal in das u. a. die bendtigte
Stimulationseinheit und der bendétigte MASTER-8 Batwerator eingebaut sind.

Ein Schnitt wurde zunachst fir 30 Minuten in einekubationsgefal in eine ACSF-
Losung, die DAQ in einer Konzentration von 15 pMheelt und mit Carbogen begast
wurde, gelegt, so dass er mit DAQ gesattigt wulrdder Untersuchungskammer wurde der
Schnitt anschlielend mit 30 °C warmen ACSF umspigiches 1,5 uM DAQ enthielt
(Kovacs et al. 2009). Die Reizelektrode wurde aarf Basern der externen Kapsel platziert
und die Ableitelektrode im LA entsprechend der Ukdion bei den extrazellularen Ab-
leitungen positioniert. Wie unter 2.2.1 beschrielamde Us, ermittelt. Mit dieser Span-
nung wurde im Anschluss fur mindesten zehn Minutes solange bis ein stabiler Anstieg
der Fluoreszenz registriert wurde alle 20 SekuralerPuls appliziert. Es folgte die HFS
und fir weitere zehn Minuten wieder alle 20 Sekunéim Puls. Die Stimulation erfolgte
mittels Stimulator Unit und einem MASTER-8 Pulsgeter (A.M.P.I., Jerusalem, Israel).
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Wahrend des gesamten Experiments wurde die Fluemesm Bereich des LA mit
einem Fluoreszensmikroskop (Axioskop; Zeiss) urBenutzung eines 60x-Wasser-
immersionsobjektives und der Software FeliX (Photenhnology International) gemessen
(Kovacs et al. 2009), wobei zehn Messungen pro @kudurchgefuhrt wurden. Um
lediglich das emittierte Licht vom ATD zu messenyrde sowohl der Messplatz als auch
der gesamte Raum verdunkelt. Das Anregungslichtratavom Fluoscan Interface Panel
(Photon Technology International). Die Feldpotelezveurden wéhrend der Versuche nicht

gemessen.

Fur die Auswertung der Daten wurden die von detvaok FeliX aufgezeichneten
Werte in das Programm Origin 6.0 (Microcal Softwdne.; Northhapton, Massachusetts,
USA) kopiert, in welchem die Kurven geglattet wurdélit den entstandenen Werten
wurde mit der Software Clampfit 10.2 (Molecular s, Sunnyvale, California, USA) in
der Kurve die Anstiege fur die jeweiligen Zeitintalle vor bzw. nach einer HFS berechnet
und grafisch dargestellt. In der Software GraphPasim 5 (GraphPad Software, Inc.; La
Jolla, California, USA) wurden anschlie3end die thege der einzelnen Zellen fir die
jeweiligen Gruppen zusammengefasst, in Diagrammargedtellt und anschlieRend
statistisch ausgewertet. Es wurden verschiedernimtéevalle (ZI) ausgewertet (ZI1: 5 min
vor HFS; ZI2: 30 s wahrend HFS; ZI3: 1. min nachs4El4: 2. min nach HFS; ZI5: 3. min
nach HFS; Z16: 4. — 6. min nach HFS; ZI7: 7. — ¢a mach HFS).

2.5 Die whole-cell patch-clamp Technik

Die Patch-Clamp-Technik ist eine Methode, welcher&sibt, die Verdnderungen von
Ladungen uber der Zellmembran einer Zelle zu measdndurch geeignete Experimente
Ruckschlisse auf die Beteiligung z. B. von lonedkam Rezeptorproteinen,
Signalmolekilen oder angrenzenden Zellen an degargen der Signalweiterleitung an

dieser Zelle zu untersuchen.

Bei dieser Methode werden Glaspipetten mit eindnidfy von 3 — 5 um im Durch-
messer (Neher and Sakmann 1976) an die Membran 2eile gedriickt, so dass eine
elektrische Dichtung (engl.: Seal) von mindestéhd&@gaohm entsteht (Neher et al. 1978).
Im Anschluss daran sind verschiedene Schritte midgldie unterschiedliche Mess-
methoden erlauben. Eine mdgliche Methode ist dielP@lamp-Aufnahme der gesamten
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Zelle (engl.: whole-cell patch-clamp recording),dumech die lonenstrome der vollstandigen
Zelle registriert werden konnen (Hamill et al. 1981

Um Veranderungen der Stromstarke an Membranen wberZzmessen zu kénnen,
wurden Ableitelektroden benutzt. Fir deren Anfemigvurden Borsilikatglaskapillaren
(GB150F-8P; Science Products GmbH, Hofheim) venstndie in einem zweistufigen
Prozess im Elektrodenziehgerat PC-MARISHIGE Japan) zu sich verjingenden Ableit-
elektroden gezogen wurden. Fir eine Messung wudikerElektroden mit einer Intra-
zellularlésung befullt und an der Headstage CV-ARof Instruments) befestigt (siehe
Abbildung 4B). In die Intrazellularlésung ragte ahlorierter Silberdraht, Uber den die
Stromstarke registriert wurde. Die Widerstdnde Aéteitelektroden im ACSF lagen

zwischen 5 und 7 Ka.

Uber das PC-Programm MultiClamp 700B wurde das dpaliential der Ableit-
elektrode sowie deren Kapazitaten reguliert. Dutat PC-Programm Clampex 9.2 konnte
fur die Reizelektrode reguliert werden, wann Impudébgegeben wurden und Uber eine

Stimulator Unit konnte die Reizintensitat eingdsteerden.

Die Positionierung der Ableitelektrode erfolgte wie Abschnitt 2.2 beschrieben und
in Abbildung 2 dargestellt.

Bei den Versuchen erfolgte die Messung von miniaxzitatorischen postsynap-
tischen Stromen (engl.: miniature excitatory pasaéggic currents — mEPSC). Dies sind
Strome, die an einer postsynaptischen Membraneftie®enn nach der Freisetzung eines
Neurotransmitters von der prasynaptischen Membrardan synaptischen Spalt und
anschlieRender Bindung an postsynaptisch lokaksi&®ezeptormolekile lonenkanéle
geoffnet werden. Entweder sind die Rezeptoren sdlb8 eines lonenkanals oder sie

veranlassen durch Signalkaskaden die Offnung voerikanalen.
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Abbildung 4: Aufnahmen vom Messplatz fiir die wholeeell patch-clamp Versuche(A) In der Mitte ist

das Olympus BX51WI Mikroskop zu sehen. DarubedistvX55 Camara (Photonics) angeschlossen, um die
Bilder auf einen Monitor zu Gbertragen. Links imidBsteht die Stimulator Unit. Links vom Mikroskotfehkt

die Halterung fir eine Reizelektrode und rechts Wikroskop der PatchStar Micromanipulator (Sciea#f,

der die Headstage CV-7B (Axon Instruments) fuhdrné am rechten Bildrand steht die Steuerungsdinhei
fur den PatchStar, um die Headstage in x-, y- uRithtung zu bewegerBj Nahaufnahme der Messkammer.
Links die Reizelektrodenhalterung, in der Mitte @siektiv und rechts die Headstage mit Ableiteledt.

(C) VergroRRerung der Messkammer aus B. Links ist Bieielektrode zu sehen und rechts eine Ableitelek-
trode. Unter dem Objektiv ist ein Schnitt der linkéemisphare sichtbar. Blau ummantelt ist ein Sdblerid-
stab zu sehen, der die Ableitelektrode gegen disskiemmer erdetD( Foto eines Monitorbildes. Sichtbar
ist ein Ausschnitt vom lateralen Kern der Amygd@la) in einem Gehirnschnitt der linken Hemisphare.
Nach rechts oben aus dem Bild befindet sich depélpmpus und am linken Bildrand ist der Cortexthiah

Die dunkle Line stellt die Fasern der externen kehpar. €) Auf dem Monitorbild ist ein Ausschnitt des LA
eines Gehirnschnittes der rechten Hemisphare zusammit einer Ableitelektrode zu seheR) YergroRerter

Ausschnitt eines Monitorbildes. Zu sehen ist eigepatchte” Zelle und die Spitze einer Ableitelediro
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Fur die Patch-Clamp-Untersuchungen der mEPSC wud#nACSF-L6sung im
Gegensatz zu den extrazellularen Ableitungen vddpegenzialen 10 uM Bicucullin und
0,5 uM Tetrodotoxin zugesetzt. Bicucullin (Bicu} isin GABAa-Rezeptorantagonist,
durch den die inhibitorische Wirkung von GARARezeptoren supprimiert werden kann
(Nicoll et al. 1990), und Tetrodotoxin (TTX) istneNatriumionenkanalblocker (Humeau et
al. 2007), der die Ausbildung von Aktionspotenzamalenterdrtickt, wodurch die Aktivitat
von Afferenzen des lateralen Kerns der Amygdalgpsnpert werden sollen. Um auch
geringe Anderungen der Intensitit von mEPSC reégistr zu konnen, ist die
Unterdriickung der Inhibition durch GABARezeptoren sinnvoll. Bei der Induktion einer
LTP in extrazellularen Messungen ist dies nichtwaotdig, da in horizontalen Gehirn-
schnitten trotzdem verlasslich eine Langzeitpotemrig ausgelost werden kann (Albrecht
and von Bohlen und Halbach 2008) und es stets tbgekist, so wenig Pharmaka wie
moglich zu benutzen. Weiterhin sollten in diesertcR&lamp-Untersuchungen die
glutamatergen, exzitatorischen Ereignisse moglidudiert betrachtet werden.

Um in den ,whole-cell patch-clamp“-Modus zu kommamrde eine Ableitelektrode
mit Uberdruck auf der Intrazellularlésung auf diemdbran des ausgesuchten Zellsomas
gesetzt und der Druck ausgeglichen. Es entstan&eah zwischen der Glaselektroden-
wand und der Zellmembran. Anschliel3end wurde Untieiderzeugt, bis die Zellmembran
innerhalb der Ableitelektrode aufgerissen wurdeb&valer Seal bestehen blieb (Hamill et

al. 1981). Das Haltepotenzial betrug wahrend deaméen Vorgangs -70 mV.

Durch die whole-cell patch-clamp Technik ist es tebgmEPSC zu messen und somit
deren Frequenz und Amplitude zu registrieren. 1882 Bernard Katz aufgrund seiner
Forschungen postuliert, dass Veranderungen deruémzqvon mEPSC prasynaptische
Mechanismen und Veranderungen der Amplitude poatsisthe Mechanismen
reflektieren (Cormier and Kelly 1996; Cummings letl&96).

2.5.1 Untersuchung der Wirkung von Serotonin und -ezeptoren auf mEPSC

Serotonin konnte erstmals 1953 im Zentralnerveergyston Saugetieren nachge-
wiesen werden und spielt dort eine entscheidendie Rei einer Vielzahl an physiolo-

gischen Prozessen (Nicoll et al. 1990).
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Um Auswirkungen von Serotoninantagonisten auf dieiatur exzitatorischen post-
synaptischen Stréme beurteilen zu kénnen, wurdéchst die Auswirkung von Serotonin
(5-Hydroxytryptamin; 5-HT) selber auf die mEPSC arsticht. Dafur wurde fur zehn
Minuten eine ACSF-L6sung mit 10 uM Bicucullin ungoQuM Tetrodotoxin appliziert.
Anschliel3end wurde eine ACSF-L6sung mit zusatzhch@M Serotonin appliziert und fur
weitere zehn Minuten gemessen. Das HaltepoterdraZelle wurde bei -70 mV geklemmt.

Fur die Auswertung wurden jeweils die letzten beidéinuten der zehnminitigen
Phasen analysiert (B + T und B +T + S). Diese Ve wurden durch die Software
Clampfit 10.2 mittels einer erstellten Beispielnmdrauf mEPSC hin analysiert. Fur ein
Ereignis wurden unter anderem die Werte fur die Aonge und dessen zeitliche Lokali-
sation registriert. Mit der Software Origin 6.0 wan die Werte gemittelt und dann mit
GraphPad Prism 5 statistisch ausgewertet und igrBiamen dargestellt, wobei hier die
Daten fur die Amplituden und fir die tatsachlicherquenzen (Anzahl der Ereignisse pro
Sekunde) genauer untersucht wurden. Nachdem deeifestest nach Grubb’s durchge-
fuhrt wurde, erfolgte die Analyse der Datentabeltaih dem studentischen t-Test. Dabei
wurde fur den Vergleich von zwei Zeitintervallenrslelben Versuchsgruppe mit einem
zweiseitigen, gepaarten t-Test und fur den Verbleiweier Zeitintervalle von unter-
schiedlichen Gruppen ein zweiseitiger, ungepadsierst durchgefuhrt. Als signifikante
Unterschiede wurden erachtet P < 0,05 *; P < 0*0dntl P < 0,001 ***,

Um die Beteiligung einiger Serotoninrezeptoren anWlirkung des Serotonins auf die
MEPSC zu testen, wurden der ACSF-Losung zu denM@Bjecu und 0,5 pM TTX in
verschiedenen Phasen der Experimente sowohl betifSarotoninrezeptorantagonisten
als auch 3 uM Serotonin zugesetzt. Aufgrund dereDdes Einzelversuchs wurde mit der
Applikation des jeweiligen Antagonisten zeitgleriit der Applikation von Bicucullin und
Tetrodotoxin begonnen. Nach zehn Minuten wurde tzlish Serotonin zugesetzt und
weitere zehn Minuten gemessen. Als Antagonisterdemurl uM WAY-100635 Maleat
(WAY) als 5-HTia-Rezeptorantagonist, 10 uM SB-206553 Hydrochlonithy/ (SB) als 5-
HT.s/5-HT2c-Rezeptorantagonist und als 5-44Rezeptorantagonist wurden 25 pM
Ondansetronhydrochloriddihydrat (Ondansetron) soieht.

Analog zu den Versuchen zur Messung des Serotdektefauf mMEPSC wurden
jeweils die letzten beiden Minuten der zehnminittigghasen analysiert (B + T + A und
B+T+A+S).
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3. Ergebnisse

3.1 Auswirkung der Narkose auf die Langzeitpotenzieing

Im Zuge der gesetzlich vorgeschriebenen Umstellung Diethylether fir die
Betaubung von Tieren auf Isofluran wurde beobachi@ts sich die Ergebnisse nach der
Umstellung von den ansonsten gleichen Versuchen desr Umstellung signifikant
unterschieden. Aus diesem Grunde sollten die Aksing von verschiedenen Narkosen auf

die Versuchsergebnisse untersucht werden.

Diethylethernarkose

N N
o (&)
T 9

Feldpotenzialamplitude (%)

o Kontrolle

50 HFS ¢ 1uMCPS
0 e 1uMAMG + 1 uM CPS
20 10 0 10 20 30 40 50 60

min

Abbildung 5: Versuchsergebnisse von Hirnschnittendie nach einer Diethylethernarkose hergestellt
wurden. Bei Kontrollmessungen bewirkt die Stimulation deervenfasern der externen Kapsel eine stabile
LA-LTP. Die Applikation von 1 uM CPS bewirkt einggrifikante Suppression der LA-LTP (P < 0,0001),
welche durch die Koapplikation des spezifischen VRIRezeptorantagonisten AMG 9810 blockiert werden
konnte (P = 0,0002). Die Datenpunkte stellen geftétAmplituden mit den dazugehérigen Standardfehle
des arithmetischen Mittels dar. Die statistischewertung erfolgte mit dem zweifaktoriellen ANOVASte
fur fortlaufende MessungerZgchenderlein, C., Gebhardt, C., von Bohlen undbieth, O., Kulisch, C., and
Albrecht, D. 2011. Capsaicin-induced changes in iiTte lateral amygdala are mediated by TRPV1.$Lo
One.6: €16116)
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Nach einer Narkose der Mause mit Diethylether ver Braparation bewirkt die
Applikation von 1 uM Capsaicin (CPS), ein selektivERPV1-Rezeptoragonist, eine
Blockierung der Langzeitpotenzierung (LTP) im laten Kern der Amygdala (LA)
(110,4 £ 5,5 % [n = 12]). Wie aus Abbildung 5 ellich wird, bewirkt die Koapplikation
von 1 uM AMG 9810 eine Aufhebung des Capsaicin{g#€147,9 £ 3,6 % [n = 7]), so
dass die Versuchswerte denen der Kontrollgruppgpesthen (149,6 £ 5,3 % [n = 13])
(Zschenderlein et al. 2011). Die Schnitte diesersMehsreihe stammen von insgesamt
sechs Tieren. AMG 9810 ist ein selektiver TRPV1-@pgarantagonist, der u. a. kompetitiv
die Wirkung von CPS inhibiert (kg bei TRPV1 von Ratten: 85,6 + 39,4 nM) (Gavva et al
2005). Die Ergebnisse der beiden Messgruppen whigiden sich signifikant (P = 0,0002).

Bei Messungen an nach einer Isoflurannarkose hieties horizontalen Gehirn-
schnitten, insgesamt flnf Tiere, trat eine Redurigrder LA-LTP bei Kontrollmessungen
auf (128,1 £ 4,1 % [n = 10]; siehe Abb. 6). Bei dgplikation von 1 uM CPS wurde eine
Verstarkung der LA-LTP festgestellt (150,8 £ 5,484 8]). Diese Ergebnisse stellen das
Gegenteil der Ergebnisse der Messungen nach eieényethernarkose dar. Die einzige
Gemeinsamkeit wurde bei der Applikation von AMG 08gstgestellt, welches auch bei
dieser Versuchsreihe die Wirkung von CPS aufhobdimdVerte auf Kontrollniveau fihrte
(122,3 + 6,5 % [n = 8]) (Zschenderlein et al. 201D)e Messungen der CPS-Gruppe
unterschieden sich signifikant von denen der Kdht(® = 0,0037) und der AMG-CPS-
Gruppe (P =0,0046). Demnach scheint eine Isofhagdose vor der Dekapitation zu einer
Hemmung der LA-LTP zu fiuhren. Die zuséatzliche Agation von Capsaicin in dieser
Versuchsreihe fuhrte zu einem Anstieg der LA-LTRJclie auf eine Sensibilisierung des

TRPV1-Rezeptors zurlckzufiihren ist.

Diese Befunde legen nahe, dass die Anasthesieneethad der Dekapitation ein
wichtiger Faktor fir die Ergebnisse einer Untersughder Plastizitdt von Gehirnarealen
darstellt. Sie stehen im Einklang mit den Befunéamer Sensibilisierung des TRPV1-
Rezeptors durch Isofluran (Cornett et al. 2008;ridan and Nau 2008; Matta et al. 2008).
Aus diesem Grunde wurden weiterfihrende Untersugpdmirdurchgefihrt, welche die
Effekte der Narkose auf die Versuchsergebnisseugerdarstellen sollen. Weiterhin soll
eine geeignete Isoflurankonzentration ermitteltdeer bei der die erzielten Resultate mit

denen nach einer Diethylethernarkose vergleichibdr s
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Abbildung 6: Versuchsergebnisse von Hirnschnittendie nach einer Isoflurannarkose hergestellt
wurden. Bei den Kontrollmessungen tritt eine ReduzieruagldA-L TP auf. Die Starke der LTP wird durch
1 uM CPS erhoht. Dieser Anstieg kann durch deniipglzen TRPV1-Rezeptorantagonisten AMG 9810
blockiert werden. Isofluran kann somit hemmend aig LTP wirken und den TRPV1-Rezeptor
sensibilisieren. Die Datenpunkte stellen gemittélteplituden mit den dazugehérigen Standardfehlers d
arithmetischen Mittels dar. Die statistische Audweg erfolgte mit dem zweifaktoriellen ANOVA-Tesirf
fortlaufende MessungenZgchenderlein, C., Gebhardt, C., von Bohlen undbhieth, O., Kulisch, C., and
Albrecht, D. 2011. Capsaicin-induced changes in iiTt#e lateral amygdala are mediated by TRPV1.8Lo
One.6: €16116)

Um moglichst genaue Erkenntnisse lber die Auswgkuander Narkoseform auf die
LA-LTP zu erlangen, wurden Messungen mit verschmedeNarkoseformen sowohl mit
Reizungen der externen Kapsel (EC), welche haupmishcAfferenzen aus dem entorhi-
nalen und perirhinalen Kortex enthalt (von Bohlew iHalbach and Albrecht 2002), als
auch mit Reizungen von intranukleéren Fasern (N)LA, welche zusatzlich Afferenzen
von anderen Arealen der Amygdala umfassen (von éohlihd Halbach and Albrecht
1998), durchgefuhrt. Dafir wurden horizontale Gesghnitte von insgesamt 22 Tieren

verwendet.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus friheieiersuchungen (Drephal et al.
2006; Muller et al. 2009) ist in den Messgrupperr @eethylethernarkose durch
Hochfrequenzstimulation (HFS) sowohl bei EC- alshabei IN-Reizung eine stabile
Zunahme der Feldpotenziale des LA gemessen wok€n 150,7 + 5,6 % [n = 11] und

IN: 148,1 + 6,8 % [n = 9]; Abb. 7A und B) [Kulisatt al. 2011]. Eine Dekapitation ohne
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vorheriger Narkose sowie eine Narkose mit 4 % igafi bewirkten keine signifikanten
Veranderungen bei den EC-induzierten LA-LTP (Detamn: 141,7 + 9,8 % [n = 9];

Abb. 7A und E; 4 % Isofluran: 158,1 + 8,8 % [n 5 Bpb. 7C und E). Die Durchfiihrung
einer Narkose mit 8 % Isofluran bewirkte hingegereesignifikante Reduktion der EC-
induzierten LA-LTP (8 % Isofluran: 126,5 £ 4,6 %+r1]; Abb. 7C und E) (Kulisch et al.
2011). Wenn die LA-LTP intranukleéar induziert wurdeat kein Unterschied bei einer
Narkose mit 4 % Isofluran auf (155,4 £ 9,2 % [n]=Abb. 7D und E). Nach Dekapitation
ohne vorangegangener Narkose und nach der Narkis® #a Isofluran traten jedoch
signifikante Unterschiede auf (Dekapitation: 133,8,2 % [n = 9]; Abb. 7B und E; 8 %
Isofluran: 133,6 + 8,7 % [n = 11]; Abb. 7D und Kulisch et al. 2011].

Die Verlaufe der Input/Output-Kurven (I/O) der Gpgm mit Diethylether- und
Isoflurannarkose mit 8 % sowie der Gruppe ohne begkweisen nach statistischer
Auswertung mit dem Mann-Whitney-Test keinen sidaifiten Unterschied auf (P > 0,05)
(Abb. 7F). Die Art der Narkose andert die synapiesGrundaktivitat der Neuronen, welche
durch AMPA- und Kainat-Rezeptoren vermittelt witdo{landt et al. 2003; Schubert and
Albrecht 2008), demnach nicht [Kulisch et al. 2011]

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung desévizor der Dekapitation einen
wesentlichen Einfluss auf die Resultate der LTPdfxpente mit den anschlie3end
erhaltenen Gewebeschnitten der Gehirne haben kdeiterhin wird ersichtlich, dass eine
Narkose mit 4 % Isofluran noch geeignet ist, unglechbare Resultate zu Experimenten
mit Diethylethernarkosen zu erlangen. Bei hoherenzéntrationen wird eine Hemmung
der LA-LTP induziert.
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Abbildung 7: Die Betdubungsmethode hat Auswirkungerauf die Starke der LA-LTP. (A) An den Fasern
der externen Kapsel (EC) applizierte Hochfrequemzgationen (HFS) induzierten LA-LTP, die keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gehirngtdmivon Mausen mit Diethylethernarkose vor der
Praparation (n = 11 Schnitte; 5 Tiere) und deneneoNarkose (n = 9 Schnitte; 7 Tiere) aufwiesen.
(B) Intranuklear (IN) applizierte HFS bewirkten eismgnifikant niedrigere LA-LTP in der Gruppe ohne
Narkose (n = 9 Schnitte; 6 Tiere) verglichen mit ot Diethylether narkotisierten Gruppe (n = 9 Gitte;

5 Tiere). C) Eine Narkose mit 8 % Isofluran (n = 11 SchniBeTiere) verursachte eine signifikant niedri-
gere LA-LTP als eine mit 4 % Isofluran (n = 9 Sat@)i3 Tiere) ermittelte, wenn eine EC-Reizung lgtfa

(D) Ahnliche Ergebnisse wurden bei IN-Reizung fiireearkose mit 4 % (n = 9 Schnitte; 4 Tiere) und mit
8 % Isofluran (n = 11 Schnitte; 6 Tiere) ermitt€lE) Saulendiagramm der aus den Diagrammen A bis D
gemittelten Werte der 59. und 60. Minute nach HPBi8.statistische Auswertung erfolgte mit dem zweifa
toriellen ANOVA-Test. Signifikante Unterschiede diangezeigt (* K 0,05; ** P< 0,01) ¢) Diagramm der
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sich nicht signifikant unterscheidenden Input/Ottigurven (1/0O) von EC-stimulierten Feldpotenzialées
LA der Gruppen mit Diethylether- (n = 35 SchnitéeTiere) und 8 % Isoflurannarkose (n = 35 Schnitte;
6 Tiere) sowie ohne Narkose (n = 35 Schnitte; 8€lidn den Diagrammen sind die Durchschnittswanite
den jeweiligen Standardfehlern des arithmetischétteld dargestellt. Die statistische Auswertunglgtie
mit dem Mann-Whitney-Test. (Kulisch et al. 2011. thted of euthanasia affects amygdala plasticity in

horizontal brain slices from mic&ournal of Neuroscience Metho#d81: 340-345)

3.2 Der TRPV1-Rezeptor und seine Beeinflussung

3.2.1 Beteiligung des TRPV1-Rezeptors an der LTP

Nach einer Hochfrequenzstimulation der Fasern deéereen Kapsel wurden die
Amplituden der Feldpotenziale in Schnitten von Wjifimausen ohne Pharmakon effektiv
erhoht, was mit friheren LA-LTP-Studien tbereimstit (Drephal et al. 2006; Miller et al.
2009). Im Unterschied zu der steigernden Wirkung @apsaicin auf die hippokampale
LTP (Li et al. 2008), verursachte Capsaicin imralen Kern der Amygdala eine signifi-
kante Reduzierung der HFS-induzierten LTP. Diesedisch den selektiven TRPV1-
Rezeptorantagonisten AMG 9810 aufgehoben wordehn Alab. 5 im Abschnitt 3.1). Da
Capsaicin auch in der Lage ist den TRPM1-Rezeploansient Receptor Potential
Melastatin Type 1) zu aktivieren (Shen et al. 200@)rden nicht nur TRPV1-Rezeptor-
antagonisten sondern auch der Effekt von Capsaididlie Induktion der LTP in TRPV1-
gendefizienten Tieren getestet (Zschenderlein. &Cdl1). Wie in Abbildung 8 zu sehen ist,
fehlt in TRPV1-knockout-Mausen die hemmende Wirkung Capsaicin auf die LA-LTP
(Kontrolle: 127,8t 4.9 % [n = 11] gegenuber (ggu.) CPS: 12429 % [n = 9]; P > 0,05;
von 3 Tieren). Somit konnte die rezeptorspezifiséhekung von Capsaicin als Agonist des

TRPV1-Rezeptors weiter gesichert werden.
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Abbildung 8: Ohne exprimierten TRPV1-Rezeptor im LA fehlt der suppressive Effekt von Capsaicin.
Wird bei Hirnschnitten von TRPV1-knockout-MausemeeiL TP induziert, fallt diese geringer aus als bei
Wildtypmausen (Vergleich mit Abb. 5). Bei zuséthke Verabreichung von Capsaicin fehlt die Unter-
druckung der LTP vollstandig. Die Datenpunkte steligemittelte Amplituden mit den dazugehdrigen
Standardfehlern des arithmetischen Mittels dar. S&istische Auswertung erfolgte mit dem zweifakto
riellen ANOVA-Test. Zschenderlein, C., Gebhardt, C., von Bohlen undbbieth, O., Kulisch, C., and
Albrecht, D. 2011. Capsaicin-induced changes in iiTte lateral amygdala are mediated by TRPV1.$Lo
One.6: €16116)

Zusatzlich wurden Untersuchungen mit dem selektigadogenen TRPV1-Agonisten
N-Oleoyldopamin (OLDA) (Chu et al. 2003; Zhong awhng 2008) sowie mit dem
selektiven TRPV1-Antagonisten AMG 9810, der neben Wirkungen von Protonen und
Hitze auch die der endogenen TRPV1-Agonisten (OLB#andamid) inhibiert (Gavva et
al. 2005), durchgefihrt. Um die Auswirkung von OLRAf die Grundaktivitat zu testen,
wurden Input/Output-Kurven von Hirnschnitten ohneaffnakon und an-schlieRend bei
denselben Schnitten mit Pharmakon erstellt. Ausildbbg 9A wird ersichtlich, dass die
Feldpotenzialamplituden mit zunehmender Reizstahkdich verlaufen aber in der OLDA-
Gruppe leicht erhdht sind. Der Mann-Whitney-Teghérkeine signifikanten Unterschiede.
Bei Versuchen mit Capsaicin wurden gleiche Ergedmészielt (Zschenderlein et al. 2011).
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Abbildung 9: OLDA reduziert rezeptorspezifisch die Starke der LA-LTP ohne die Grundaktivitat zu
verandern. (A) Input/Output-Kurven der durch Einzelpulsreizumgder externen Kapsel (EC) hervorgeru-
fenen Feldpotenziale im lateralen Kern der Amygdal). Die Messungen ohne Substanz und mit appli-
ziertem OLDA wurden an den gleichen Schnitten dgedthrt (n = 8 Schnitte, 3 Tiere). Es traten keine
signifikanten Unterschiede auf (P > 0,08) Die Applikation von 1 uM OLDA (n = 12 Schnitte;Bere)
reduzierte die LA-LTP im Vergleich zur substanzéreiKontrolle (n = 13 Schnitte; 5 Tiere) signifikant
(C) Die LA-LTP unter Gabe von 1 uM OLDA (erneute Masgen, n = 9 Schnitte; 3 Tiere) war im Vergleich
zu einer Koapplikation von 1 uM AMG 9810 und 1 pMI[@A (n = 9 Schnitte; 3 Tiere) signifikant reduziert
(D) Bei Mausen ohne TRPV1-Expression unterschied diehStarke der LA-LTP von substanzfreien
Messungen (n = 8 Schnitte; 3 Tiere) nicht signifikaon denen mit 1 puM OLDA (n = 7 Schnitte; 3 Tiere
Die Datenpunkte stellen gemittelte Amplituden nénddazugehérigen Standardfehlern des arithmetischen
Mittels dar. Die statistische Auswertung erfolgté ohem zweifaktoriellen ANOVA-Test. Reprasentative
Amplituden sind am rechten Rand dargestellt uncemifiinf Minuten vor dem HFS (gepunktete Linie) bzw
60 Minuten nach dem HFS (durchgehende Linie) awighnet. 1: substanzfreie Kontrolle (B, D) bzw.
1 uM AMG 9810 + 1 uM OLDA (C), 2: 1 uM OLDA. Es wden 13 C57BL/6J-Mause und 3 TRPV1-KO-
Mause verwendet. (hach: Kulisch, C. and Albrecht2D12. Effects of single swim stress on changes in

TRPV1-mediated plasticity in the amygdali®havioural Brain Resear2B36 344-349)

Das Zusetzen von 1 uM OLDA zur ACSF-L6sung bewigitee Unterdriickung dieser
erhohten Feldpotenzialamplituden nach HFS (Korardl#4,9 £ 6,1 % [n = 13] ggu. 1 uM
OLDA: 125,9+7,2% [n=12]; P =0,007; Abb. 9B)a OLDA auch ein schwacher Ligand
fur den CB1-Rezeptor ist (Chu et al. 2003), wur@gsvhin untersucht, ob die Reduzierung
der LA-LTP durch OLDA nach Koapplikation von OLDAnd AMG 9810 weiterhin
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besteht. Die Ergebnisse dieser Koapplikation imgiéech zu einer erneuten Messung mit
OLDA (1 pM AMG + 1 pM OLDA: 145,8 +5,9 % [n = 9giji. 1 uM OLDA: 119,4 + 4,4 %
[n =9]; P <0,05; Abb. 9C) zeigen, dass der dDA hervorgerufene Effekt der LA-
LTP-Reduzierung durch den TRPV1-Rezeptor vermittltl, da er vollstandig durch den
selektiven TRPV1-Rezeptorantagonisten aufgehobedemekonnte. Zusatzlich konnte in
Untersuchungen mit TRPV1-knockout-Mausen beobagleetien, dass die Starke der LTP
ohne Pharmakon gegenuber den Mausen vom Wildtyp ¢adliziert ist und der Starke der
LTP nach Applikation von 1 uM OLDA bei WT entspriciDie Starke der LTP bei den
KO-Mausen konnte durch das Applizieren von OLDAhmieveiter reduziert werden
(Kontrolle [-/-]: 125,4 = 5,0 % [n = 8] ggu. 1 pMLDA [-/-]: 120,8 £ 6,3 % [n = 7];

P > 0,05; Abb. 9D). Diese Ergebnisse stimmen mitededer Messungen mit Capsaicin
Uberein und stutzen die Schlussfolgerung, dassseine@acher ausfallende LA-LTP nach
Gabe von OLDA durch TRPV1-Rezeptoren vermitteltdwir

3.2.2 Auswirkung des Forced Swimming Tests auf dieTP

Zunachst wurde die Auswirkung des Forced Swimmiegt3 (FST) auf die generelle
Erregbarkeit ausgewertet, indem die durchschritiic Input/Output-Kurven der unbe-
handelten Kontrollgruppe mit denen der schwimmegssten Gruppe verglichen wurden.
Wie in Abbildung 10A ersichtlich ist, unterscheidgich die beiden Kurven nicht signifi-
kant. Daraus kann gefolgert werden, dass eine lem&eriode von Schwimmstress keine
Auswirkung auf die Grundaktivitat im Lateralen Ketar Amygdala hat. Durch den FST
wurde die LA-LTP vermindert (Kontrolle [FST]: 129i#86,6 % [n = 14] ggu. Kontrolle:
1449 + 6,1 % [n = 13]; P < 0,02; Abb. 10C). OLDAkte dieser Minderung signifikant
(P =0,05) entgegen und erhéhte die Starke depbtddziale nach der HFS der Fasern der
externen Kapsel in Schnitten von schwimmgestresstansen (1 uM OLDA [FST]:
141,0 £5,5 % [n = 18]; Abb. 10B). Weiterhin untgreidet sich die LTP von mit OLDA-
behandelten Schnitten nach FST signifikant von OHi®handelten Schnitten, die von
nicht-gestressten Mausen stammen (P = 0,003; AlD). Mit dem spezifischen TRPV1-
Antagonisten AMG 9810 konnte die Erhdhung der LAPL®@urch OLDA nach FST
geblockt werden (1 uM AMG + 1 uM OLDA [FST]: 127458,3 % [n = 8]; P = 0,0136;

Abb. 10B und C). Fur diese Messungen wurden Gethimte von 14 M&ausen verwendet.
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Abbildung 10: OLDA kehrt die Schwimmstress-vermittdte Anderung in der LA-LTP um. (A) Die
Input/Output-Kurven der Schnitte von ungestresgten= 48 Schnitte; 7 Tiere) und durch Schwimmen
gestresste Mause (n = 47 Schnitte; 7 Tiere) urtterden sich nicht signifikant (P > 0,05R)(Ein einzelner
Schwimmestress (n = 14 Schnitte; 7 Tiere) rief éaiehte aber signifikante Reduzierung der LA-LT Pvioe,
wohingegen bei der Gabe von 1 pM OLDA die LA-LTRm&ST signifikant erhéht wurde (n = 18 Schnitte;
5 Tiere) (vgl. Abb. 9B). Diese Erhéhung nach derit kBnnte durch eine Koapplikation von 1 uM AMG 9810
+ 1 uM OLDA (n = 8 Schnitte; 3 Tiere) geblockt werd C) Saulendiagramm der aus dem Diagramm B
gemittelten Werte der 59. und 60. Minute nach HRSammen mit den entsprechenden Werten aus
Abbildung 9B mit den jeweiligen Standardfehlern deghmetischen Mittels. Mit dem zweifaktoriellen
ANOVA-Test erfolgte die statistische Auswertungg8fikante Unterschiede sind angezeigt, * P < 0,05,
** P < 0,01. (hach: Kulisch, C. and Albrecht, D.120 Effects of single swim stress on changes in\TRP
mediated plasticity in the amygdaBehavioural Brain Resear@B36. 344-349)

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von denddid des Stammes C57BL/6N
zu testen, wurden auch Wildtypmause des C57BL/&d®ies dem Forced Swimming Test
unterzogen. Wie in Abbildung 11A und D gezeigt, &drth OLDA auch bei diesem
Mausestamm die LA-LTP im Vergleich zur Kontrolleqirolle [+/+] [FST]: 127,7 £ 8,6 %
[n = 6] ggil. 1 pM OLDA [+/+] [FST]: 145,3 + 2,3 % [= 6]; P = 0,01). In TRPV1-KO-
Mausen wurde die Grundaktivitat der Neuronen naoh 8ST gegeniber den Werten der
Kontrollgruppe aus Abbildung 9D nicht signifikarerandert (Abb. 11B). Dies deckt sich
mit den Ergebnissen von den C57BL/6N-Mausen (ABB)1Wie erwartet werden konnte,
wurde keine OLDA-vermittelte Erh6éhung der LA-LTP chaFST im Vergleich zur
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schwimmagestressten Kontrollgruppe festgestellt tkale [-/-] [FST]: 130,9 + 6,0 %
[n = 8] ggii. 1 uM OLDA [-/-] [FST]: 131,4 + 10,0 6 = 9]; P > 0,05; Abb. 11C und D).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die LA-LTP durch OlibAchwimmgestressten Mausen
erhoht wird und dass dies ein Prozess ist, dethdden TRPV1-Kanal gesteuert wird. In
diese Analysen flossen Messungen von drei C57BM&usen und sechs TRPV1-
knockout-Mausen ein.
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Abbildung 11: Die in Wildtypen beobachtete OLDA-vemittelte Steigerung der LA-LTP fehlt in
TRPV1-knockout-M&ausen. (A) Die LTP wurde in Schnitten von Wildtypméausen duden FST herab-
gesetzt (n = 6 Schnitte; 3 Tiere). Mit 1 uM OLDAfumdierte Schnitte von Wildtypméausen wiesen nasimd
FST eine signifikant erhdhte LTP auf (n = 6 Scleni@ Tiere). B) Die Input/Output-Kurven von TRPV1-
knockout-Mausen, die dem FST unterzogen wurden (8=Schnitte; 3 Tiere), unterschieden sich nicht
signifikant von denen einer Kontrollgruppe ungesdter Tiere (n = 18 Schnitte; 3 Tiere}) Die LA-LTP-
Starke der OLDA-behandelten Schnitte von Knockodtdsen (n = 9 Schnitte; 3 Tiere) unterscheidet sich
nicht signifikant von der aus der Kontrollgruppe<(8 Schnitte; 3 Tiere) nach jeweils erfolgtem F8ilden
Diagrammen A und C sind représentative Amplitudargdstellt, die funf Minuten vor (gepunktete Linie)
bzw. 60 Minuten nach (durchgéngige Linie) einer Hfefgezeichnet wurdenD} Saulendiagramm aus den
Daten der Diagramme A und C mit gemittelten Weden59. und 60. Minute nach HFS und deren Standard-
fehlern des arithmetischen Mittels. Der signifil@hktnterschied ist markiert (* P < 0,05). (nach: igei, C.
and Albrecht, D. 2012. Effects of single swim strem changes in TRPV1-mediated plasticity in the
amygdalaBehavioural Brain Researct36. 344-349)
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3.2.3 Untersuchung der Wirkung von Ethanol auf did. TP

Die Wirkung der Hochfrequenzstimulation konnte davabhangig sein, ob der
TRPV1-Kanal sensibilisiert wird. Eine Sensibilisiag ist z. B. durch Isofluran mdglich
(Zschenderlein et al. 2011). Weiterhin ist bekadags TRPV1-Rezeptoren durch Ethanol
aktiviert werden (Blednov and Harris 2009). Es veugdzeigt, dass sensorische Neuronen
des Nervus trigeminus und des Ganglion spinale essdMRPV1-ausbildende Zellen der
Linie HEK293 konzentrationsabhangig auf Ethanobrei@en (Trevisani et al. 2002). Bei
diesen Messungen potenzierte Ethanol die EffeldelrédPV1-Rezeptors, welche durch die
Applikation von Capsaicin und von Protonen sowierctlu Temperaturerh6hung
hervorgerufen wurden. Diese Effekte konnten duren RPV1-Rezeptorantagonisten
Capsazepin aufgehoben werden. Aul3erdem wurde deweBenwert des TRPV1-
Rezeptors zur Aktivierung durch Temperatur von e#®aC auf etwa 34 °C herabgesetzt.
Es wurde in weiteren Versuchen gezeigt, dass dtttlanol verursachte Verhaltens-
anderungen bei Mausen durch den TRPV1-Rezeptovenittelt werden (Blednov and
Harris 2009; Ellingson et al. 2009).
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Abbildung 12: Sensibilisierung des TRPV1-Rezeptorslurch Ethanol. Dargestellt sind die Messergeb-
nisse fir 10 mM Ethanol (EtOH), wodurch eine statkemmung der LTP ausgeldst wird. Bei einer
Koapplikation mit 1 uM CPS wird dieser Effekt aufigben. Es findet anscheinend eine Sensibilisiedasg

TRPV1-Rezeptors fur CPS durch EtOH statt. Es simel Durchschnittswerte mit den jeweiligen

Standardfehlern des arithmetischen Mittels dargeste
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In Abbildung 12 ist die Auswirkung von Ethanol beiranukledrer Reizung auf die
LTP der Auswirkung von Ethanol (EtOH) und Capsaibai gleichzeitiger Applikation
gegenubergestellt. Der zweifaktorielle ANOVA-Tesir fortlaufende Messungen ergab
einen signifikanten Unterschied zwischen beidenpen (10 mM EtOH: 114,1 £ 4,6 %
[n = 8] ggu. 10 mM EtOH + 1 uM CPS: 147,1 £ 8,9 & 8]; P = 0,0052; 3 C57BL/6J-
Mause). Der Vergleich mit den Werten von Kontrolésengen (148,1 + 6,8 % [n = 9];
siehe Abb. 7B) zeigt, dass Ethanol die Plastimdateralen Kern der Amygdala hemmend
beeinflusst und dass die gleichzeitige Aktivieraey TRPV1-Rezeptoren durch CPS dem
entgegenwirkt. Ethanol scheint den TRPV1-Rezeptosensibilisieren, da eine alleinige

Applikation von CPS ebenfalls zu einer starken Hemgnftihrt (vgl. Abb. 5).

3.2.4 Untersuchung der Wirkung von Serotonin auf d@ LTP

Wie die Ergebnisse aus 3.1 und 3.2.3 zeigen, sehesowohl Isofluran als auch
Ethanol die TRPV1-Rezeptoren zu sensibilisieremldnNatur kommt Isofluran aber nicht
vor und Ethanol kann nur in recht seltenen Fakilam Homo sapiens ausgenommen, auf
die Gehirne von Tieren einwirken. Ein mdglicher giojogischer Sensibilisator ist
Serotonin (5-Hydroxytryptamin — 5-HT). 5-HT ist eiweit verbreitete Substanz sowohl im
Tier- als auch im Pflanzenreich. In S&ugetieren dmtvielfaltige Funktionen, so als
Neurotransmitter im zentralen und peripheren Nesystem oder als lokales Hormon z. B.
beim Immunsystem, dem Gastrointestinaltrakt oden Bardiovaskularen System (Barnes
and Neumaier 2011). Das serotonerge System wirdhd8tress beeinflusst, was unter
anderem zu einem Anstieg der extrazellularen 5-Hh#€éntration in der Amygdala fihren
kann (Amat et al. 1998; Chen and Miller 2012; Candfet al. 2013), und kdnnte somit

auch direkte Auswirkungen auf die LTP haben.

Wie bekannt ist, 16st 5-HT in Schmerzfasern einesg®lisierung von TRPV1-
Rezeptoren aus (Loyd et al. 2011). Aus diesem Grumdrde seine Bedeutung flr die
Sensibilisierung von TRPV1-Rezeptoren im laterdfemn der Amygdala geprift. 5-HT
wird in der Amygdala, neben vielen anderen Hirrdtriten, sowohl unter physiologischen
als auch pathophysiologischen Bedingungen freigegétawford et al. 2013; Rueter and
Jacobs 1996).
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Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, I6sen hohe Kotrationen von 5-HT (100 puM)
nach HFS eine kurzzeitige Potenzierung aus. Didgégénzialamplituden erreichen schon
nach 14 Minuten Werte, wie sie auch eine Stundeh nd€S gemessen wurden
(208,0% 2,1 % [n = 9]). Wahrend CPS ebenfalls die LA-LTiRaxdriickt, verursacht die
Koapplikation beider Substanzen eine Steigerung-é&tpotenzialamplituden, wie sie in
Pharmakon-freien Kontrollableitungen zu beobactgefi uM CPS: 113,64,2 % [n = 14]
ggu. 100 uM 5-HT + 1 uM CPS: 146£14,3 % [n = 11]). Durch die Koapplikation beider
Substanzen scheint es zu einer SensibilisierungRBV1-Rezeptoren gekommen zu sein.
Die Werte der LTP sind signifikant zu den Wertem Heiden anderen Gruppen erhoht
(jeweils P < 0,0001).
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Abbildung 13: Sensibilisierung des TRPV1-Rezeptorsdurch hohe Serotoninkonzentrationen.
100 pM Serotonin bewirken eine starke Reduzierusrgld\-LTP schon nach 14 Minuten (n = 9 Schnitte;
4 Tiere). Der Prozess der Unterdriickung durch 1Geysaicin ist im Vergleich langsamer (n = 14 Scanit

5 Tiere). Beide Substanzen bewirken nach einerdgtivhessdauer eine sehr deutliche Suppression der LA
LTP. Bei der Koapplikation zeigte sich ein LA-LTReNauf, der dem Verlauf einer Kontrollmessung ent-
spricht und signifikant gegen die beiden anderesdvighen erhéht ist (n = 11 Schnitte; 4 Tiere)offenin
scheint eine Sensibilisierung der TRPV1-Rezeptdmmnirkt zu haben. Die Messungen wurden nach einer
Diethylethernarkose durchgefiihrt. Es sind die Dsictinittswerte mit den jeweiligen Standardfehlers de

arithmetischen Mittels dargestellt.
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Eine geringere Konzentration von 3 uM Serotonire gie auch in weiterfihrenden
Patch-Clamp-Ableitungen zur Untersuchung der mER&®@endet wurde, I6ste ebenfalls
eine starke Suppression der LA-LTP aus. Bei Ko&ppbn von 5-HT und CPS konnte
jedoch keine Sensibilisierung des TRPV1-Rezeptomitelt werden (3 uM 5-HT:
113,1+ 4,2 % [n = 10] ggi. 3 uM 5-HT + 1 uM CPS: 122%,4 [n = 17]; insgesamt
5 Tiere; Abb. 14). Die Werte der Koapplikation singlar hoher als jene von 3 uM 5-HT,
im zweifaktoriellen ANOVA-Test konnte jedoch keimgsifikanter Unterschied festge-

stellt werden. Die Untersuchung erfolgte nach elt@ikose mit 4 % Isofluran.
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Abbildung 14: Geringe Serotoninkonzentrationen bewiken keine Sensibilisierung der TRPV1-
Rezeptoren.Abgebildet sind die Messergebnisse fir 3 pM Seiiat¢n = 10 Schnitte), welche eine starke
Reduzierung der LA-LTP bewirkten. Bei einer Koagation mit 1 uM Capsaicin (n = 17 Schnitte) kam es
zu einer leichten aber nicht signifikanten Erhohaeg LA-LTP. Im Gegensatz zu einer Applikation von
100 uM Serotonin (vgl. Abb. 13) fand anscheinenmdeausreichende Sensibilisierung der TRPV1-Kanéle
statt. Die Versuche wurden nach einer Narkose ritt Kofluran durchgefiihrt. Es sind die Durchschnitt

werte mit den jeweiligen Standardfehlern des arittischen Mittels dargestellt.

Sowohl mit Konzentrationen von 100 uM als auch 3njitM bewirkt Serotonin eine
signifikante Reduzierung der LA-LTP. Die hohe Kontzation bewirkt weiterhin eine
deutliche Sensibilisierung der TRPV1-Rezeptorers diesem Grund soll in Patch-Clamp-
Untersuchungen (siehe Versuch 3.4.2) der Fragegegeimgen werden, welche Serotonin-

rezeptoren in die Vermittlung des Serotonineffekt®lviert sind.
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3.2.5 Untersuchung der Lokalisation von TRPV1-Rezdpren

Obwohl in den bisherigen Untersuchungen der Argeiigpe keine Veranderungen
von Frequenz und Amplitude der mEPSC gefunden wekdanten (Zschenderlein et al.
2011), sind aus der Literatur Hinweise bekannt,alieeine prasynaptische Lokalisation
von TRPV1-Rezeptoren z. B. in der Substantia nigraveisen (Marinelli et al. 2003),
wobei eine postsynaptische Lokalisation nicht asslgessen werden kann (Goswami et al.
2010; Toth et al. 2005). Um einen Hinweis auf epnésynaptische Beteiligung zu finden,
wurde deshalb in extrazellularen UntersuchungenDigpelpulsreizung (Paired Pulse
Stimulierung - PP) als Standardtest fur prasynelpgiswirkungen (Stevens 1993) von
Pharmaka durchgefiihrt. Dabei werden zwei Reizekmitem Zeitintervall gegeben, die
resultierenden Feldpotenziale gemessen und anBehliezueinander ins Verhaltnis gesetzt

(Amplitude des 2. Feldpotenzials/Amplitude desdldpotenzials).

CPS-Wirkung auf PP
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Abbildung 15: Wirkung von Capsaicin auf die Doppelplsreizung. Dargestellt ist das Verhéltnis des
zweiten Pulses zum ersten Uber den zeitlichen Aldstd Verglichen werden die Paired Pulse Stimulatio
(PP) zwischen Messungen ohne Substanz und mit Cggddaicin (CPS). Dabei wurde an einem Schnitt zuers
die Kontrolle gemessen, dann CPS appliziert undigrgemessen (n = 15 Schnitte). Es wurde ein gignifer
Unterschied festgestellt (P = 0,0005). Dargestétitt die Mittelwerte aller Messungen mit den Stadda

fehlern des arithmetischen Mittels. Die statistesétuswertung erfolgte mit dem Wilcoxon Test.
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Fur diesen Versuch wurden zuerst die Kontrollmegsaran Schnitten durchgefuhrt
und anschlielRend bei denselben Schnitten 1 uM €ap$&PS) appliziert. Zwischen den
beiden Messungen lagen jeweils 30 Minuten. In Ahbily 15 ist bei der Kontrollmessung
eine typische Kurve fur eine Doppelpulsreizung ebhen. Wie auch in anderen Unter-
suchungen der Arbeitsgruppe, fielen die zweiterz&divorten bei den Zeitintervallen von
30 — 60 ms groRer als die ersten Reizantworten@asAbbildung verdeutlicht ebenfalls,
dass im Vergleich der beiden Messungen eine Redumjedes Doppelpulsverhéltnisses
durch 1 uM CPS erfolgte, die fiur alle Pulsabstandehgewiesen werden konnte und
signifikant ist (n = 15; 5 C57BL/6J-Mause; Wilcoxdest: P = 0,0005).

In weiteren Untersuchungen sollte gepruft werdeelclhhe méglichen Capsaicin-
induzierten Prozesse die Freisetzungswahrschekelickion Glutamat aus der prasynap-

tischen Membran modifizieren kdnnen.

3.3 Untersuchung der Wirkung von CPS auf die NO-Sythese bei HFS

Es ist bekannt, dass Stickstoffmonoxid (NO) eintifuriktionales Signalmolekl in
einer Vielzahl von Geweben ist und dass es an Sgmapetrograd als Neurotransmitter
wirken kann (Bredt and Snyder 1992). NO kann vasaldedenen NO-Synthasen (NOS)
gebildet werden und hat weiterhin eine starke Widkals Vasodilatator (Bredt and Snyder
1994; Marletta 1993). Weiterhin ist bekannt, dassckl einen verstarkten €aEinstrom
Uber die postsynaptische Membran von Neuronen @ Bktiviert werden, wodurch es zu

einer erhdhten Freisetzung des Neurotransmittersrko

Bisherige Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigtess in nNOS-KO-Mausen,
welche keine Gene fur die neuronale Stickstoffmai®ynthasen haben und dement-
sprechend dieses Enzym nicht bilden kdnnen, die.LR-signifikant gegeniiber denen der
Kontrollgruppe reduziert wurden (Kontrolle: 142,746 % [n = 8] ggi. nNOS!:
133,0+ 7,4 % [n = 10]; P = 0,416) und Capsaicim&e weiteren suppressiven Effekt auf
die LA-LTP ausiibte (1 pM CPS nNOS& 132,7 + 4,6 %). Weiterhin konnte nachgewiesen
werden, dass die Verabreichung von CPS eine vkist8ynthese von nNOS u. a. in der
Amygdala bei Ratten bewirkt (Okere et al. 2000). tddsuchungen in anderen
Gewebestrukturen deuten ebenfalls darauf hin,alad$OS-Aktivitaten durch die TRPV1-
Rezeptoren gesteuert werden kénnen (Cella et 8B)2Miese Ergebnisse zeigen, dass
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Capsaicin einen Einfluss auf die Bildung von NOunad fihren zu der Hypothese, dass die
Beeinflussung der NO-Synthese einen essentiellekunMgsweg darstellt, durch welchen
der Effekt von CPS auf die Plastizitat vermittelirdv Um diesen Zusammenhang zu
verifizieren, wurde der Einfluss von CPS auf die -Rf@duktion nach HFS mittels

Fluoreszenzmessungen in einer weiteren Untersuchegift.

Bei diesem Versuch wird der nicht-fluoreszierendebBtoff DAQ (1,2-Diamino-
anthraquinonesulfat) (Heiduschka and Thanos 19@8)esetzt, welcher bei Anwesenheit
von Sauerstoff mit NO tUber Zwischenprodukte zumseasloslichen und unter Anregung
rot fluoreszierenden ATD (1H-anthra-[1,2d]-[1,2tBRzole-6,11-dione) (Gomes et al.
2006) reagiert. Aufgrund des Aufbaus des Fluosoderface Panel (Photon Technology
International), war zunachst eine Glattung der gemmieen Fluoreszenzkurven notwendig.
Diese Glattung wurde mit einem 7-Punkte Gleitendamrchschnitt in der Software
Origin 6.0 durchgefuhrt. In Abbildung 16 ist einees&ung vor der Glattung dargestellt und
in Abbildung 17 dieselbe Messung nach der Glatmitglen gleichen Skalierungen der x-

und der y-Achsen.

Major Title
Minar Title

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 ano 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Abbildung 16: Beispiel fur eine ungegléattete Fluorezenzkurve.Dargestellt mit blauen Punkten sind die
einzelnen Messwerte fir die Intensitat des fludezenden ATD, welches aus den Edukten DAQ und NO

hervorging, Uber der Zeit in Sekunden.

Die Bestimmung und Auswertung der Anstiege erfofgtedie Zeitintervalle von funf
Minuten vor HFS, von 30 Sekunden wahrend der HBS emmintitigen Intervallen flr die
ersten drei Minuten nach HFS, sowie in von zweh siaschliel3enden dreiminttigen Inter-
vallen. Somit sind sieben Zeitintervalle ausgewtesterden. Fur die ersten drei Minuten

nach der HFS wurde die Auswertung von einminUtibgarvallen der Auswertung eines
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dreimindtigen Intervalls nach der HFS vorgezogen, rieben dem Anstieg wéhrend der
HFES, in den ersten Minuten nach der HFS die groBteswirkungen der Stimulation zu

erwarten waren.

Major Title
Minar Title

*B

— Fifted Data 1

— Fitted Data 2
Fitted Data 3
Fitted Data 4

| Fited Data 5
Fitted Data 6

— Fitted Data 7

— Fitted Data 8
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Abbildung 17: Beispiel fir die Bestimmung der Anstége in einer geglatteten Fluoreszenzmessung.

Dargestellt sind die geglatteten Messwerte aus ldbbg 16. Weiterhin sind die Anstiege fur die véiise
denen Zeitintervalle dargestellt (Fitted Data 1)— 8

Die so ermittelten durchschnittlichen Anstiege simd\bbildung 18 dargestellt. Um
die Werte der Anstiege anschaulicher zu machendevusie mit dem Faktor 1000 multi-
pliziert. In der Gruppe ohne Capsaicin sind 15 8td(sieben der linken Hemisphare, acht
der rechten) enthalten und in der Gruppe mit Capsaind es 17 (sieben der linken
Hemisphare, zehn der rechten). Fur jede Gruppeemuvtessungen an Gehirnschnitten von
sieben C57BL/6J-Méausen durchgefiihrt und fir diesgelinisse verwendet. Wie in
Abbildung 18A zu sehen ist, nimmt in der Gruppe @ugipsaicin die NO-Freisetzungsrate
sehr deutlich schon nach der ersten der beidenldgdsfoder HFS zu (ZI1: 0,37 + 0,05;
ZI2: 0,68 £ 0,12; P = 0,0237). Dahingegen trittdier Gruppe ohne CPS erst nach der
gesamten HFS eine Erhdhung auf, die jedoch nignifgiant ausfallt (ZI1: 0,29 + 0,05;
Z12: 0,25 £ 0,16; ZI13: 0,37 + 0,07). Im ungepaartaneiseitigen t-Test konnte ein signifi-
kanter Unterschied im zweiten Zeitintervall zwisehien beiden Versuchsgruppen ermit-
telt werden (P = 0,0399). Der Vergleich der andefeitintervalle ergab keine weiteren
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppem.d8e Gruppe ohne CPS nimmt die
Freisetzungsrate von NO stetig ab (Z14: 0,32 + 046: 0,29 = 0,07; Z16: 0,29 £ 0,04,
ZI7: 0,26 £ 0,04). Auch in der Gruppe mit CPS ist NO-Freisetzungsrate direkt nach der
HFS nur leicht gegeniber dem Wert vor der HFS dr{iiB: 0,42 + 0,08). Gegenlber dem

zweiten Zeitintervall ergab sich keine Signifikafiz = 0,0635). Im weiteren Verlauf der
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Messung sind die Werte niedriger als vor der HFH:(R,30 = 0,05; ZI5: 0,34 = 0,07,

Z16: 0,36 + 0,05; ZI7: 0,31 = 0,04). Die Werte aligsen vier Zeitintervallen sind signifi-

kant niedriger als der Wert aus dem zweiten Zeiirdll (ZI2 ggu. ZI4: 0,0138; ggu.

ZI5: 0,0381; ggu. ZI6: 0,0331; ggu. ZI7: 0,0125udém ist die NO-Freisetzungsrate im
letzten Zeitintervall signifikant niedriger als iensten (ZI1 ggu. ZI7: P = 0,0355).

A B links-rechts-Vergleich
Anstieg der Fluoreszenz des Anstiegs der Fluoreszenz
;'g * [J ohne CPS ;E 1 ohne CPS'links
—~ e = mit CPS ~ 08 . B ohne CPS rechts
T 07 | 5 07 I [ mit CPS links
Z 6 ; 0.6 1 E..mit. CPS.rechts
£ o5 € o5 |
2 04d 11 g 04
@ 0.34 i 0.34--
< 0241 Ht1 T b1 -1 HEF1 HEF < 0.24
A4 0.1
0.0-
X
0
&
o &Y
o
Zeitintervall Zeitintervall

Abbildung 18: TRPV1-Rezeptorvermittelte Erhéhung de NO-Freisetzung. Dargestellt sind die
Veranderungen des Anstieges m der Konzentratiorfldeseszierenden ATD in den verschiedenen Zeit-
intervallen der Messungen. Die ATD-Konzentratiomikaur zunehmen, wenn DAQ Uber Zwischenschritte
mit NO reagiert. £) In Anwesenheit von Capsaicin reichte eine Reizumg1 Sekunde mit 100 Hz aus, um
im Grof3teil der horizontalen Gehirnschnitte eirgiikant erhthte NO-Freisetzung zu bewirken. Eistieg

der NO-Bildung in Schnitten ohne Capsaicin war eesth der gesamten HFS messbar. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit ist nur der signifikante Untergath zwischen den beiden Messgruppen wahrend der HFS
markiert. Fur die Gruppe mit CPS wurde im einfaigiten ANOVA-Test fir fortlaufende Messungen eine
Signifikanz mit P = 0,0002 berechneB) (Bei der Aufgliederung der Gruppen in die Hemigghdergab die
Auswertung keine wesentlichen Unterschiede zwisacltmmAmygdalae der linken und rechten Hemisphare.
In den Saulendiagrammen sind die Durchschnittsweittelen jeweiligen Standardfehlern des arithmétisc
Mittels dargestellt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die agonistidttkung von Capsaicin auf den
TRPV1-Rezeptor eine signifikante Zunahme der NQseteung nach dem ersten Teil der
Hochfrequenzstimulation ausgelost wird, welche er &ontrollgruppe auch nach der
vollstandigen HFS nur in deutlich geringerem Umfaniglgt. Dies deutet darauf hin, dass
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CPS prasynaptisch die Membran tUber den TRPV1-Redpfmwlarisiert, wodurch es nach
einer HFS zu einer erhohten Glutamatfreisetzung rkbnDas verstarkt freigesetzte
Glutamat aktiviert die postsynaptisch lokalisierteéNDA-Rezeptoren, welche vermehrt
C&* in das Neuron diffundieren lassen, was dann ieregesteigerten NO-Freisetzung
durch nNOS-Aktivierung resultiert. Weiterhin iss@htlich, dass die verstarkte NO-Frei-
setzung nur von kurzer Dauer ist und die Freisggraten mit zunehmendem zeitlichem
Abstand zur HFS unter die Werte vor der Stimulatbsinken. Dies kdnnte an der Akti-
vierung von CB1-Rezeptoren liegen, welche dannpdésynaptische Aktivitat hemmen.
Eine weitere Auffalligkeit ist die zwar nicht sidikiante aber deutlich sichtbare, erhéhte
NO-Freisetzung vor der HFS in der CPS-Gruppe gdgemder Gruppe ohne CPS. Dies

kénnte bedeuten, dass auch ohne HFS eine leidbliterGlutamatfreizetzung erfolgt.

FUr die Abbildung 18B wurden die Messwerte der beiéruppen noch zusatzlich
nach den Hemispharen aufgesplittet. Es konnterekeeiteren signifikanten Unterschiede
ermittelt werden, was auf eine hemispharengleiotmeBtorverteilung hindeutet.

3.4 whole-cell patch-clamp Messungen

3.4.1 Untersuchung der Wirkung von Serotonin auf mPSC

Wie aus den Ergebnissen des Versuchs 3.2.4 hehtorgeeinflusst Serotonin die
Langzeitpotenzierung im lateralen Kern der Amygdddaingehend, dass einerseits eine
Hemmung der LTP hervorgerufen wird und anderersaits Sensibilisierung der TRPV1-
Rezeptoren bei Koapplikation mit CPS stattfindenrkaDurch die Sensibilisierung fuhrt
die Koapplikation der jeweils suppressiv wirken@ibstanzen zu einer gesteigerten LTP.
Im weiteren Verlauf sollen die Wirkungen von eimax Serotoninrezeptoren auf miniatur
exzitatorische postsynaptische Stréme (engl.: mirgaexcitatory postsynaptic currents —
mMEPSC) untersucht werden, um eventuell Rickschlée$eine Beteiligung an dieser
Sensibilisierung ziehen zu konnen. Dafur muss zustatie Wirkung von Serotonin selbst

auf die mEPSC betrachtet werden.

In Vorversuchen wurde eine Dosis-Wirkungs-Untersunghdurchgefuhrt, um eine fur
die Patch-Clamp-Messungen geeignete KonzentrabarBerotonin zu ermitteln. Es sollte
sichergestellt sein, dass alle fur die Messungérbawen Zellen ahnlich stark auf Serotonin
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ansprechen und dass die Intensitdten der Zellogaii nicht zu stark sind. Bei einer
Konzentration von 3 uM Serotonin war dies gegeben.

Fur diese Untersuchung wurden elf Ableitungen v&P®C von Pyramidenzellen aus
horizontalen Gehirnschnitten, welche von insgesaentMausen stammen, gemacht. In der
Abbildung 19 sind die Auswirkungen von Serotoniwebl auf die Amplitude als auch auf
die Frequenz dargestellt. Zunachst wurden der GARA&zeptorantagonist Bicucullin,
welcher die GABA-Rezeptorvermittelte Inhibition von Interneuroneanimt, und der
Natriumionenkanalblocker Tetrodotoxin, welcher Aigsbildung von Aktionspotenzialen
verhindert, appliziert und fur zehn Minuten die nfP gemessen. Die letzten beiden
Minuten wurden ausgewertet (B + T). AnschlieRenddewzusatzlich Serotonin appliziert
und weitere zehn Minuten registriert. Auch hier dem die letzten beiden Minuten
ausgewertet (B + T + S). Wie in Abbildung 19A elgiich ist, nahm die Amplitude der
MEPSC zu, nachdem 3 uM Serotonin in der die Getlime versorgenden ACSF-LAosung
enthaltenwar (B + T: -17,48 £ 0,64 pA, [n=7] g+ T + S: -22,58 £ 2,05 pA, [n = 8]).
Im zweifaktoriellen t-Test konnten signifikante @réchiede ermittelt werden (P = 0,0494
[n = 7]). Diese Daten zeigen, dass Serotonin eimerstiarkenden Einfluss auf die

postsynaptische Aktivitat hat.

A B
5-HT-Effekt auf mMEPSC-Amplitude 5-HT -Effekt auf mEPSC-Frequenz
-30 * 40 Kk
- 1
| 35
25 I |
3 530
S 20 ST S o —— R -
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:'é T S e e— S 20 e
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541 by 5 l_—l—_I _______________________
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x« xc" x& x(a
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B - 10 uM Bicucullin
T-0,5 uM Tetrodotoxin
S - 3 uM Serotonin

Abbildung 19: Einfluss von Serotonin auf die préa- und die postsynaptische Aktivitat von Projektions-
neuronen. (A) Serotonin erhdht die Amplituden von mEPSC sigaifik (B) Nachdem Serotonin auf die
Neurone wirken konnte, nahm die Haufigkeit an Bwmigen sehr stark zu. Signifikante Unterschiede:
*P < 0,05, * P <0,01. Die Legende gilt fir beibé&agramme.
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In Abbildung 19B ist sehr deutlich die Zunahme datsachlichen Frequenz der
MEPSC nach Applikation von Serotonin zu sehen (B 6,78 + 1,18 Hz, [n = 11] ggu.
B+T+S:29,43 +5,44 Hz, [n = 11]). Der zweifaldlle t-Test ergab einen signifikanten
Unterschied (P = 0,0018; [n = 11]). Somit bewirldr@onin auch eine sehr deutliche
Steigerung der prasynaptischen Glutamatfreisetzung.

Aus den Ergebnissen kann geschlussfolgert werdess &erotonin bei diesen
Versuchsbedingungen einen deutlichen, erregendektisowohl auf die pra- als auch auf

die postsynaptische Signallibertragung hat.

In Abbildung 20A sind alle Werte zusammengefas#, i Abbildung 19A zu den
Durchschnittswerten gefuhrt haben. Fur das DiagraBnsmd die Zwischenereignisinter-
valle analysiert worden. Aus der Anzahl der Zwisdreignisintervalle in einem
bestimmten Zeitraum, in dieser Arbeit zwei Minutbat sich die Frequenz fur den jewei-
ligen Zeitraum ergeben. Bei diesen Darstellungenum einen die absolute Haufigkeit an
Ereignissen im selben Amplituden- bzw. Frequenzblereargestellt, wobei bei dieser
Analyse eine SchrittgroRe mit dem Wert 1 gewahltdeu Zum anderen ist die relative
Haufigkeit an Ereignissen dargestellt, wobei derrtMe der Anzahl aller Ereignisse
entspricht. Das Verhéltnis der Ereignisse aus eilr@arvall von der Schrittgrof3e 1 zur
Gesamtanzahl wird dabei fortlaufend von Null aniaddBei der Amplitude ist deutlich zu
erkennen, dass sowohl die Anzahl der Ereignissdiciezugenommen hat als auch die
Starke der Amplituden anstieg. In Abbildung B isteesehr deutliche Verschiebung der
Frequenzen der Zwischenereignisintervalle hin ziheh@én Frequenzen ersichtlich.
Weiterhin hat die Bandbreite sowohl bei den Fregaenals auch bei den Amplituden

zugenommen. Dies zeigt ebenfalls die faszilitieeeWdrkung von Serotonin.

In der Abbildung 21 sind Ausschnitte aus einer BMEssungen zum Versuch der
Wirkung von Serotonin auf die mEPSC aus verschiedeteitintervallen dargestellt. Die
Ausschnitte zeigen einen Zeitraum von 4 s. Es sladtlich die Auswirkungen von
Serotonin auf die Frequenz und die Amplitude vorP&E zu erkennen.
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A Effekt von Serotonin auf die Amplitude B Effekt von Serotonin auf die Frequenz
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Abbildung 20: Quantitative Analyse der synaptischenEreignisse.Es sind Haufigkeitsanalysen fiir die
AmplitudengréBen und fir die Zwischenereignisinédlesr dargestellt. Auf der linken Y-Achse ist die
tatséchlich gezahlte und auf der rechten Y-Achseeaelative Haufigkeit Uber der jeweiligen X-Achsarge-
stellt. Die Wirkungen von Serotonin werden mit den Ausgamstimden derselben Zellen vor der Serotonin-
applikation verglichen(A) Sowohl die Haufigkeit als auch die GréRe der Atoplén nehmen deutlich zu.
Die Anzahl an Ereignissen hat sich mehr als vefa@dt. In diese Grafik sind die Daten von siebetiede
eingeflossen(B) Deutlich ist eine Verschiebung zu héheren Fregeer®n zu sehen. Unter Wirkung von
Serotonin sind die zuvor vorherrschenden Frequesogar weniger haufig registriert worden. In dieser
Auswertung wurden die Werte von elf Zellen analgtsie

500 ms

e S BW

Abbildung 21: Veranderung der mEPSC einer Zelle Beispielhaft ist je ein Ausschnitt pro analysierte
Zeitintervall der mEPSC-Registrierung einer Zelles alem Versuch zur Wirkung von Serotonin auf die
MEPSC dargestellt. Die Abbildungen zeigen jeweite Zeitraum von genau 4 s. Die Skalierung gitt fl
beide Abbildungen(A) In diesem Ausschnitt aus dem ersten Zeitintewiatl deutlich mEPSC sichtbar, die
sich von dem Rauschen klar abgrend&).Durch die Applikation von Serotonin hat sowohl dieplitude

als auch die Frequenz der mEPSC stark zugenommen.

3.4.2 Untersuchung der Wirkung bestimmter Serotoninezeptoren auf mEPSC

Um die beteiligten Rezeptoren der 5-HT-vermitteli€emegung differenzieren zu
kénnen, wurden vier Messgruppen untersucht. FurkKaiatrollgruppe wurden sieben
MEPSC-Ableitungen von LA-Pyramidenzellen aus hariaken Gehirnschnitten, die von

vier Mausen stammen, aufgezeichnet und ausgewémteter Gruppe WAY sind acht
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MEPSC-Ableitungen (drei Mause), bei der SB-GruppenzmEPSC-Ableitungen (vier
Mause) und fur die Ondansetron-Gruppe zehn mEPS€#Abgen (vier Mduse) gemessen
und ausgewertet worden. Zunachst wurden fir zehmufdn Bicucullin (Bicu),
Tetrodotoxin (TTX) und einer der Antagonisten apigiit und anschlieRend fur zehn
Minuten zusétzlich Serotonin. Bei der Kontrollgrepmvurden wahrend des gesamten
Versuchs lediglich Bicu und TTX appliziert. In Séntiagrammen sind die Ergebnisse fiir
diese beiden Applikationsabschnitte dargestellthevgeweils die letzten beiden Minuten
dieser Intervalle prasentiert sind. Aus GriindenUsersichtlichkeit werden die Werte der

Kontrollgruppe mit denen aus den drei anderen Geaginzeln dargestellt.
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B - 10 pM Bicucullin

T - 0,5 uM Tetrodotoxin
[ Kontrolle S- 3 uM Serotonin
WAY A - Antagonisten

1 uM WAY-100635

Abbildung 22: Amplituden- und Frequenzhistogramm be Blockierung des 5-HTia-Rezeptors.(A) Die
Werte der Kontrollgruppe, bei der weder ein Antagbnoch Serotonin appliziert wurde, und der Grupyite
WAY-100635 &ndern sich nur in geringem UmfariB) In der Kontrollgruppe bleiben die Werte fast
unveréndert. In der WAY-Gruppe nimmt die Frequeet der Koapplikation von Serotonin und WAY-
100635 leicht aber nicht signifikant zu. In den IBadiagrammen sind die Durchschnittswerte mit den

jeweiligen Standardfehlern des arithmetischen Mittlargestellt. Die Legende gilt fur beide Diagragnm

Die Abbildung 22 zeigt fur die Kontrollgruppe sowditir die Amplitude (B + T + A:
-16,95+ 0,96 pAggu.B+ T+ A+ S:-16,39 + 1R, [jeweils n = 7]) als auch fur die
tatsachliche Frequenz (B+ T+ A: 5,27 +0,12 Hz=b] ggi. B+ T+ A+ S: 4,81 + 0,30 Hz,

[n = 7]) nur geringe Verdnderungen. Es konnten &egignifikanzen im zweiseitigen,
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gepaarten t-Test ermittelt werden. In Abbildungs® auch die Ergebnisse der Gruppe
mit Applikation des 5-HTa-Rezeptorantagonisten WAY-100635 dargestellt. Die
Amplitude blieb dabei konstant (B + T + A: -15,7@;68 pA, [n=7]ggi. B+ T+ A + S:
-15,69 + 0,86 pA, [n = 8]; Abb. 22A). Bei der Ausstteng der tatsachlichen Frequenz wurde
eine Zunahme nach zuséatzlicher Applikation von teia ermittelt (B + T + A:
3,85+0,18 Hz,[n=6] ggu. B+ T+ A+ S:5,24;03 Hz, [n = 8]; Abb. 22B), die jedoch
deutlich geringer ausfiel als in Versuch 3.4.1 (¥dib. 19B). Im zweiseitigen, gepaarten t-

Test konnte keine Signifikanz festgestellt werden.

Nach der Auswertung der Messergebnisse mit dem &/BFHT>c-Rezeptoranta-
gonisten (SB-206553) wurde erkennbar, dass sowadl Adplituden der mEPSC
B+T+A:-16,19+1,10pAggu. B+ T+ A+ S:583 + 1,21 pA, [jeweils n = 10]) als
auch die Frequenzen (B + T + A: 4,16 + 0,71 Hz g+ T + A + S: 4,02 £ 0,83 Hz,
[jeweils n = 10]) trotz der Applikation des Serotmnahezu unverandert geblieben sind.
Aus Abbildung 23 geht das deutlich hervor. DieséuBde deuten darauf hin, dass der
Rezeptor 5-H1g oder 5-Hbc oder beide Rezeptoren sowohl in der pré- als auater
postsynaptischen Membran von Pyramidenzellen im lbRalisiert sind und deren

Aktivierung entscheidend fur die Vermittlung der@&@enineffekte ist.
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Abbildung 23: Amplituden- und Frequenzhistogramm be Blockierung der 5-HT2s2c-Rezeptoren.
(A) Die Koapplikation von 5-HT und dem 5-bd>cRezeptorantagonisten &ndert die Amplitude nicht.
(B) Die Frequenzen bleiben ebenfalls konstant. In danie®diagrammen sind die Durchschnittswerte mit

den jeweiligen Standardfehlern des arithmetischételd gezeigt. Die Legende gilt fir beide Diagraeam
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Die Abbildung 24A zeigt eine deutliche Zunahme demnplitudenstarke nach
Applikation des 5-H%-Rezeptorantagonisten Ondansetron zusammen mitto8ero
verglichen mit der Amplitudenstarke ohne Serotqin+t T + A: -17,44 + 1,04 pA ggu.
B+T+A+S:-20,72 + 1,86 pA [jeweils n = 10Diese Zunahme néhert sich derjenigen
aus Versuch 3.4.1 an, jedoch ist sie im zweiseitiggepaarten t-Test nicht signifikant
(P = 0,0976). Bei der Betrachtung der Frequenz wigichtlich, dass diese nach zehn
Minuten der gemeinsamen Applikation von Ondansetroit Serotonin zunimmt
B+T+A: 1082 +376 Hzggl. B+ T + A+ S: 28, 6,29 Hz [jeweils n = 10];
Abb. 24B). Der zweiseitige, gepaarte t-Test ergatere signifikanten Unterschied
(P =0,0197 [n = 10]).

Amplitude tatsachliche Frequenz

Amplitude (pA)
Frequenz (Hz)

v o
Q¥ -
Q" <"
3
B - 10 uM Bicucullin
T-0,5 UM Tetrodotoxin
[ Kontrolle S- 3 uM Serotonin

A - Antagonisten
E3 Ondansetron

25 uM Ondansetron

Abbildung 24: Amplituden- und Frequenzhistogramm be Blockierung des 5-HTz-Rezeptors.(A) Nach
zehnminutiger Koapplikation von Ondansetron undogerin nimmt die Amplitude deutlich zu. Es wurde
kein signifikanter Unterschied ermittg|B) Es wurde eine sehr deutliche Zunahme der tatshemiFrequenz
nach der Koapplikation beider Substanzen gemesselen Saulendiagrammen sind die Durchschnittswerte

mit den jeweiligen Standardfehlern des arithmegsciMittels dargestellt. Signifikante Unterscheide i

zweiseitigen, gepaarten t-Test sind dargestelt €0,05. Die Legende ist fiir beide Diagramme gultig.

Die Abbildung 25 zeigt jeweils einen Ausschnitt aden vier Gruppen zur
Untersuchung der Wirkung bestimmter Serotoninre@ept auf mEPSC. Dargestellt sind

genau 4 s, die kurz vor Ende des zweiten Zeitialenflir eine Zelle aus jeder Gruppe
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aufgezeichnet wurden. Deutlich sind die untersdiuleen Auswirkungen der applizierten

Substanzen zu erkennen.

WWW 5 pA|_ WW""WW

B

T ST A,

Abbildung 25: Auswirkung von Serotoninantagonistenauf mMEPSC. Beispielhatft ist je ein Zeitausschnitt
aus den vier Gruppen zur Untersuchung der Wirkwgsgilmmter Serotoninrezeptoren auf die mEPSC jeweils
am Ende des zweiten zehnminitigen Zeitintervaltgekstellt. Die Abbildungen zeigen jeweils einentzaim

von 4 s. Die Skalierung gilt fur alle vier Abbildgen.(A) Dargestellt ist ein Zeitausschnitt der Kontroligpe,

bei dem Bicucullin und Tetrodotoxin fiir fast 20 Mtan appliziert wurden. Deutlich sind mEPSC sichtba
die sich von dem Rauschen klar abgreng@hKnapp 20 Minuten nachdem WAY-100635 in der zuge&ih
ACSF-L6sung enthalten war. Serotonin wurde seit z&hn Minuten appliziert. Die Frequenz und die
Amplitude sind erhdht(C) Darstellung fir die SB-206553-Gruppe bei der wenigktivitat nachgewiesen
wurde. (D) Diese Darstellung stammt von der Ondansetron-Gru@ehr deutlich ist eine Zunahme der

Amplitude und der Frequenz zu erkennen.
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4. Diskussion

4.1 Auswirkung der Narkose auf die Langzeitpotenzieing

Im Unterschied zum Hippokampus, bei dem Capsai€RS) eine rezeptorspezi-
fische, verstarkende Wirkung auf die LTP der CAlgige hat (Li et al. 2008), zeigen die
Ergebnisse, dass nach einer DiethyletheranasttesleA-LTP im Hirnschnitt durch CPS
supprimiert wird. Frihere Untersuchungen haben g@efesen, dass im LA das TRPV1-
Kanalprotein exprimiert wird (Zschenderlein et2011), so dass auch in der Amygdala ein
erregender Einfluss von CPS zu erwarten war. WigemArbeit von Zschenderlein et al.
2011 ebenfalls gezeigt wurde, konnte die hemmenutku\y auf die LA-LTP durch den
wenig spezifischen TRPV1-Rezeptorantagonisten Gaypsa blockiert werden. In meinen
Experimenten konnten diese Daten durch einen hecifsgchen Antagonisten bzw. durch
die Messungen an TRPV1-knockout Mausen verifizienden. Demgegeniber wurde nach
einer Isoflurannarkose ein TRPV1-vermittelter, t@msender Einfluss auf die LA-LTP
nachgewiesen (Zschenderlein et al. 2011).

Die Ergebnisse aus diesen Versuchen zeigen, dagstdier Betaubung von Mausen
die Neuroplastizitat zumindest im lateralen Kern Amygdala beeinflussen kann. Obwohl
die Betdubung mit Diethylether eine kurze Erregphgse verursacht und eine Dekapi-
tation ohne vorherige Betdubung eine Stressanthertorrufen sollte, konnten keine
Unterschiede bei den jeweiligen Input/Output-Kur¥estgestellt werden. Fir den basalen
Kern der Amygdala konnte gezeigt werden, dass d@tbss eine Verstarkung der
Grundaktivitat hervorgerufen wird (Vouimba et a002). Zudem ist auch bekannt, dass
Isofluran, welches in einer Konzentration von 0,831nmzu der Perfusionslésung der
Gehirnschnitte hinzugefugt wurde, im basalen Keen Amygdala eine reduzierende
Wirkung auf die Starke der synaptischen Signalii@gung hinsichtlich der Aktivierung
von NMDA-, nicht-NMDA- und GABAs-Rezeptoren hat, wobei die GARBRAezeptor-
vermittelten Antworten verstarkt waren (Ranft et 2004). Allerdings wurde weder das
Ruhemembranpotenzial noch der Eingangswiderstand Riejektionsneurone durch
Isofluran verandert (Ranft et al. 2004). [Kulis¢hak 2011]
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Bei vorherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppent@ualemonstriert werden, dass
die Blockade der GABAergen Neurotransmission eif@Bkung der LA-LTP bei Diethyl-
ether-anasthesierten Ratten verursacht (SchuberfBmecht 2008). Inhalationsanasthe-
tika wie Isofluran und Sevofluran verstarken die EM¥-rezeptorvermittelte Inhibierung
der synaptischen Entladungen (Bieda et al. 2008108iet al. 2001; Westphalen and
Hemmings, Jr. 2006). Zudem kénnen sie die Ausbddeiner LTP unterdriicken, wie es
fur 0,3 mM Isofluran im Hippokampus von Mausen dggze/urde (Simon et al. 2001). In
diesen Experimenten konnte die Wirkung des Isofisidurch den GABA-Rezeptoranta-
gonisten Picrotoxin blockiert werden. Im Thalamesl&ngert Isofluran die Abklingzeit-
konstanten sowohl von evozierten inhibitorischestgynaptischen Stromen (engl.: evoked
inhibitory postsynaptic currents — elPSC) als aumh spontanen miniatur inhibitorischen
postsynaptischen Strémen (engl.: miniature inhigitpostsynaptic currents — mIPSC)
(Joksovic et al. 2009). Bei klinisch relevanten flls@nkonzentrationen wurden die
Amplituden von elPSC vollstandig inhibiert und dieequenz der mIPSC verringert
(Joksovic et al. 2009). Weiterhin konnte gezeigtdee, dass Isofluran die Frequenz von
Gammaoszillationen in neokortikalen Gehirnschnittendurchschnittlich 41 % herabsetzt
(Antkowiak and Hentschke 1997). Fur den Tractugagals in der Medulla oblongata (der
am weitesten kaudal lokalisierte Teil des Hirnstanrkonnte gezeigt werden, dass
Isofluran die phasische, inhibitorische Transmisdiber postsynaptische GARARezep-
toren erhoht, wahrend die exzitatorische Transmissiorwiegend Uber prasynaptische

Mechanismen supprimiert wird (Peters et al. 20p8)lisch et al. 2011]

Trotz dieser Daten ist es uberraschend, dass relehksirzer Anasthesie mit 8 %
Isofluran in den Experimenten, welche erst zwei oishr als sechs Stunden nach der
Beendigung der gesamten Praparation durchgeflihrtiemy eine Suppression in der
Amygdala dokumentiert werden konnte. Die niedrigdseflurankonzentration zur
Betdubung verursachte hingegen keine Unterdrickiend A-LTP. Die Starke der LA-
LTP von der Gruppe mit 4 % Isofluran unterschegleh nicht signifikant von denen der
Gruppen mit oder ohne Diethyletheranasthesie. B€hliet al. 2011] Nach der Anéasthesie
mit 8 % Isofluran wurde demnach die Hemmung derjeRtmnsneurone durch die
Interneurone verstéarkt und die prasynaptische Bmgggehemmt, wodurch es zu einer
supprimierten LA-LTP kam. Isofluran fuhrt neben déirkungen auf die GABAerge und
die glutamaterge Transmission auch zu einer Sdisgébung der TRPV1-Rezeptoren
(Cornett et al. 2008; Harrison and Nau 2008; Mattal. 2008). Meine Ergebnisse zeigen,
dass die CPS-vermittelte Sensibilisierung der TRIRézeptoren uber den Einfluss von
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8 % Isofluran auf die GABAerge und glutamatergensmaission dominiert. Eine Sensibi-
lisierung der TRPV1-Rezeptoren musste zu einem ertan Kalzium- und Natrium-
ioneneinstrom in die Neurone fiihren. Die darausiltiesende, starkere Depolarisation
wirde die verstarkende Wirkung von CPS auf die LA2Lnach einer Isoflurannarkose

erklaren.

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie demonstriel@ss eine relativ hohe Konzen-
tration von Isofluran notwendig war, um eine Seilisierung des TRPV1-Rezeptors
auszulosen. Bei diesen Konzentrationen kommt dsegmndere zwei bis sechs Stunden
nach der Dekapitation zu einer reduzierten LTRjass von einer unerwartet langen Aus-
waschzeit des Narkotikums auszugehen ist. Dieffe aber vor allem auf Hirnschnitt-
untersuchungen in Interfacekammern zu, da der Blussh in Submerged-Kammern
wesentlich schneller erfolgt. Die Ergebnisse dertr@ren auch, dass mit 4 % Isofluran
eine ausreichende Betdubung der Mause erreichbaZusem zeigen sie, dass diese
Konzentration zu einer weitgehend Narkose-unablg@mginduktion der LA-LTP fuhrt.

Damit ist diese Narkoseform fiir weitere Untersugamgeeignet.

In vielen Publikationen wird entweder Uberhaupthhigeschrieben, wie die Tiere
narkotisiert wurden, oder es wird oft nur gescheigbdass sie narkotisiert wurden. Viele
Untersuchungen, die Neuroplastizitat in der Amygdahalysieren, verwenden dartber
hinaus grundsatzlich GABA-Rezeptorantagonistengura LTP induzieren zu kénnen. Da
die hier erhobenen Ergebnisse deutlich zeigen,dlassrt und Weise einer Narkose starke
Auswirkungen auf das Ergebnis und somit auch aafAdiswertung und Deutung eines
Versuches haben kann, ist es wichtig detailliedugeben, wie die Tiere betdubt wurden.
Auch fur die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse reAnbeitsgruppe sind diese Informa-

tionen unerlasslich.

Unlangst wurde in Untersuchungen gezeigt, dasshdidmgere Isofluranexposition
eine erhdhte neuronale Apoptoserate in der Grofdhite bei jungen Mausen ausgelost
wird, wobei ungefahr 2 % der kortikalen Neuronergedtorben sind, darunter auch
GABAerge Interneurone (Istaphanous et al. 2013¢sxeigt, dass durch eine Isofluran-
narkose bei einer Operation am Menschen potentielit nur mit relativ kurzfristigen
Beeinflussungen des Gedachtnisses durch vermindé&tieitat zu rechnen ist, sondern

auch ein Verlust an Nervenzellen moglich ist.
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4.2 Die Beteiligung von TRPV1-Rezeptoren an der LTHn LA

In TRPV1-knockout-Mausen wurde eine Reduzierungarhippokampalen LTP und
der Kontext-abhangigen, erlernten Furcht nachgemiédlarsch et al. 2007). Somit kdnnen
Pharmaka, welche TRPV1-Rezeptoren inhibieren, @tisnpielle anxiolytische Substanzen
in Betracht gezogen werden (Micale et al. 2009)it&vein ist es notwendig den genauen
Wirkungsmechanismus einer TRPV1-Rezeptoraktiviermmgkennen, um weitere poten-

tielle Ansatzpunkte fir Therapien zu erhalten.

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass die éif8hhervorgerufene LTP sowohl
durch den exogenen TRPV1-Rezeptoragonisten Capsdscauch durch das Endovanilloid
OLDA supprimiert wird. Da dieser Effekt durch einegpezifischen Antagonisten
aufgehoben wurde, zeigen die Ergebnisse, dass diffis&t durch die TRPV1-Rezeptoren
vermittelt wird. Weiterhin konnte gezeigt werdemsd weder CPS (Zschenderlein et al.
2011) noch OLDA die in TRPV1-knockout-Mausen hegeufenen Potenzialerhbhungen
nach HFS reduzieren konnten, wodurch die zweites@ Hmestatigt wurde. Das bedeutet,
dass beide Substanzen durch eine Aktivierung de®VIRRezeptors wirken. In
Pharmakon-freien Hippokampusschnitten, welche aB$W1-gendefizienten Mausen
gewonnen wurden, konnte nur eine reduzierte LThgaeiesen werden (Marsch et al.
2007). Diese niedriger als in Wildtypmausen ausfale Potenzialerhdhung im LA von
TRPV1-KO-Méausen zeigt, dass der TRPV1-Rezeptor aaichder Ausbildung einer
normalen LTP beteiligt ist bzw. kompensatorischeaviderungen in den TRPV1-KO-
Mausen zu einer reduzierten LTP in Hippokampus Amygdala gefiihrt haben koénnte.
Dies deckt sich mit Verhaltensuntersuchungen miPVR-KO-Mausen, bei denen das
Kurzzeitgedachtnis, welches mit der Induktion d&PLassoziiert ist, vermindert ist (You
et al. 2012). Daraus wurde geschlussfolgert, dassvdrlust der TRPV1-Rezeptoren zu
einer verringerten Neurotransmitterausschuttungldeinen verringerten Kalziumionen-

einstrom fuhrt.

(Li et al. 2008) haben eine verstarkende Wirkung @apsaicin auf die LTP im
Hippokampus beschrieben. Allerdings ist weder Esdm noch in den vorangegangenen
Veroffentlichungen erwéhnt, wie die Ratten (zwsiier Wochen alt) vor der Dekapitation
anasthesiert wurden bzw. ob zuvor eine NarkosdgeefoDarin kénnte ein Grund fur den

Unterschied zu dem entgegengesetzten CPS-EffeenieUnter tiefer Isoflurannarkose
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wurde im LA ebenfalls ein entgegengesetzter CP8KEfegistriert (siehe oben). Durch die
fehlende Angabe der Narkoseform und der Konzeotrates eventuell verwendeten
Anasthetikums ist eine adaquate Bewertung der Bigeb dieser Arbeitsgruppe fir andere
Wissenschaftler nicht hinreichend mdglich. Weiterhwurde bei diesen Versuchen

Picrotoxin verwendet, um die GABAvermittelte Inhibition zu unterdriicken. Dies gtell

einen wesentlichen Unterschied in den Versuchsgedgen dar. Daraus resultiert, dass
die Ergebnisse zusatzlich nur fir einen Teil dasomalen Netzwerkes gelten konnen. Wie
noch spéater ausgefihrt wird, ist die Konzentration CB1-Rezeptoren im LA wesentlich

hoher als im Hippokampus. Auch daher kénnten dieersohiedlichen Ergebnisse zur
Wirkung von Capsaicin in Hippokampus und Amygdaisuttieren.

4.3 Untersuchung der Lokalisation der TRPV1-Rezepten

Die synaptische Kurzzeitplastizitat ist phylogeseti weit in den aufsteigenden
sensorischen Systemen in den Gehirnen der Verégbvatbreitet und in allen Ebenen der
Verarbeitung sensorischer Reize vorhanden (Foramd Rose 2002). Sie wird mit
einfachen Lernformen in Verbindung gebracht sowieaimer Filterfunktion, welche eine
Informationsverarbeitung ermdglicht (Fortune ands&®@001). Als Kurzzeitgedachtnis
wird die Eigenschaft eine geringe Menge an Inforomen in einem aktiven und sofort
verfugbaren Zustand im Bewusstsein zu halten beazetc Dieser Zustand halt nur wenige
Sekunden an (Kalivas and Petralia 2012). Eine Mbggit, Aussagen zur Kurzzeitplasti-
zitdt und indirekt zur prasynaptischen Rezeptotis&tion treffen zu kénnen, bietet die

Untersuchung der Doppelpulsreizung.

Bei einer Doppelpulsreizung werden zwei Reize inzk&m, zeitlichem Abstand
zueinander gegeben und das resultierende Feldpait@Palsantwort) gemessen. Dies wird
fur mehrere Zeitabstande durchgefuhrt. Die beidefsdhtworten eines Zeitintervalls
werden zueinander ins Verhaltnis gesetzt (2. Ptdsatil. Pulsantwort). Bei bisherigen
Untersuchungen des Doppelpulsverhaltnisses in deei&sgruppe wurde haufig eine
Faszilitierung festgestellt, wenn die Zeitabstaadeéschen den Reizen im Bereich von
30 — 60 ms lagen. Ahnliche Ergebnisse wurden aoohewderen Autoren in der Amygdala
beschrieben (McKernan and Shinnick-Gallagher 198&j) einem sehr kurzen Zeitabstand
(10 ms) findet beim zweiten Reiz noch eine rekueddemmung durch nachgeschaltete
Interneurone statt (LeDoux 2007). Ist der Zeitahdt@twas groRer besteht keine Hemmung
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mehr und es findet ein verstarkter Kalziumionenteams in die prasynaptische Membran
statt bzw. erhoht sich die Kalziumionenkonzentratiola die Wiederherstellung der
Ruhekonzentration an Kalziumionen langsamer algéssive Einstrom ist. Die Zelle ist
leichter erregbar und die zweite Pulsantwort itk&tr als die erste. Wenn der Zeitabstand
noch grélRer wird (50 — 100 ms) wird die prasynaptssMembran durch CB1-Rezeptor-
aktivierung gehemmt (Gerdeman and Lovinger 20031eRpet al. 2004) und die Intensitat
der zweiten Pulsantwort nimmt wieder ab. Dadurdssteht eine typische Kurve in einem
Diagramm fir eine Doppelpulsreizung Gber dem Zsitafd. Die Doppelpulsreizung kann

als Standardtest fir prasynaptische Phanomeneereges/erden (Stevens 1993).

Wenn vor der Durchfihrung eine Substanz appliazirtde und ein Anstieg des
Doppelpulsverhéltnisses gemessen wird, zeigt dies Abnahme der Neurotransmitter-
freisetzung in den synaptischen Spalt und somé prasynaptisch hemmende Wirkung der
Substanz an (Gerdeman and Lovinger 2003). Vor destere Reiz bewirkt die Substanz
z. B. einen verminderten Kalziumioneneinstrom ie Brasynapse, wodurch diese hyper-
polarisiert wird. Der erste Impuls bewirkt somiheiverringerte Pulsantwort. Beim kurz
darauf folgenden zweiten Reiz ist die prasynapéddembran schon vordepolarisiert und
die resultierende Pulsantwort ist groRer als dmteerVerglichen mit denselben Reiz-

parametern ohne diese Substanz ist das Doppelphddtres dann grol3er.

Wenn nach einer zuvor applizierten Substanz eineingerung des Doppelpulsver-

haltnisses gemessen wird, so bewirkt die Substaezvermehrte Transmitterfreisetzung.

Die Ergebnisse aus Versuch 3.2.5 zeigen eine di@pisaicin vermittelte Suppression
im Vergleich zur Kontrollmessung derselben Hirnsttbnan. Die Suppression ist
signifikant Uber alle 12 Zeitabstanden zwischen beiden Versuchsgruppen vorhanden.
Somit deuten diese Ergebnisse auf eine durch Gapsarmittelte vermehrte Glutamat-
freisetzung an der prasynaptischen Membran hiwvidien Arbeiten wurde gezeigt, dass
diese Veranderungen der Kurzzeitplastizitat prastreehen Ursprungs sind (Zucker and
Regehr 2002). Auch in der CA1 Region des Hippokampurde ein stark reduziertes
Doppelpulsverhéltnis nach Applikation von 1 uM Capm beschrieben (Al-Hayani et al.
2001).

Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der GrupgeCapsaicinapplikation ist das
Doppelpulsverhaltnis bei einem Zeitabstand von 3Gam grofdten. Dies steht im Einklang

mit den oben beschriebenen Einflussfaktoren.
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Da CPS den TRPV1-Rezeptor aktiviert, stromen praslysch vermehrt Kalzium- und
Natriumionen in die Zelle und depolarisieren dilrdiembran. Dies fuhrt zu einer erh6hten
Erregbarkeit, was eine verstarkte Sekretion vontddhat aus den Vesikeln in den
synaptischen Spalt bewirkt. Somit wird unter Cagseinfluss nicht nur die
Amplitudengrof3e auf den zweiten Reiz hin erhéhtleom auch schon auf den ersten. Dies
fuhrt zu einer sehr starken Transmitterfreisetzoach dem ersten Impuls, so dass auf den
zweiten Impuls hin verhaltnismaflig weniger Transenitals bei Kontrollmessungen
vorhanden ist. Das Doppelpulsverhéltnis (2. Pulgarifl. Pulsantwort) wird dement-

sprechend gegeniber den Kontrollmessungen vertinger

Weiterhin deuten noch unveré6ffentlichte Ergebnisks Arbeitsgruppe auf eine
hauptséachliche Lokalisation der TRPV1-Rezeptoretieinprasynaptischen Membran von
Projektionsneuronen im lateralen Kern der Amygdafa Dabei wurde in Patch-Clamp-
Untersuchungen eine hohere Frequenz von mEPSC H&S in der CPS-Gruppe
gegeniber der Kontrollgruppe festgestellt. Zudenrdeudie Amplitude leicht erhéht.

Dieser Unterschied war jedoch geringer als beFdequenz.

Die Ergebnisse deuten auf eine prasynaptische isait@in der TRPV1-Rezeptoren
hin. Eine geringe Anzahl an postsynaptisch lokattesn TRPV1-Rezeptoren ware moglich.
Dies steht im Einklang mit Befunden aus anderemidgionen (Goswami et al. 2010;
Marinelli et al. 2003). Die 5. Hypothese konnte godahingehend konkretisiert werden,
dass die Wirkung des Capsaicins hauptsachlich dor&synaptisch lokalisierte TRPV1-
Rezeptoren ausgeldst wird und weniger durch poagsisth lokalisierte.

4.4 Untersuchung der Wirkung von CPS auf die NO-Sythese bei HFS

Im Zentralnervensystem wird Stickstoffmonoxid (NQJurch die neuronale
Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS) postsynaptischildet und es hat eine wichtige
Funktion bei der Induktion der LTP im lateralen Keler Amygdala (Schafe et al. 2005).
Auch in anderen Studien konnte die Notwendigkeit M® zur Ausbildung einer LA-LTP
nachgewiesen werden (Albrecht 2007). Die nNOSiistemzym, welches von der €a
Konzentration abhangig ist. Wenn durch den Neunstratter Glutamat die NMDA-
Rezeptoren (NMDA: N-methyl-D-Aspartat) aktiviert wen, bewirken sie einen Einstrom
von C&"*, welche an Calmodulin binden, wodurch dieses Ni©8 aktivieren kann (Bredt
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and Snyder 1994). Prasynaptisch wirkt das gebiltlédeals retrograder Messenger und
fuhrt zu einer weiteren Verstarkung der Glutamaé&eung.

Zur Untersuchung der Synthese von Stickstoffmonaxiter Kontrollbedingungen
und bei TRPV1-Rezeptoraktivierung wurde die Flupeesmikroskopie genutzt. Diese
Messungen zeigen, dass in der Kontrollgruppe setoorder HFS die Konzentration an
ATD, welches nach der Freisetzung von NO aus defmfiluoreszierenden DAQ gebildet
wird (Gomes et al. 2006; Heiduschka and Thanos Y1 %@®stant zunimmt und demnach
kontinuierlich NO im LA gebildet wird. Dies deckich mit den Ergebnissen einer anderen
Arbeitsgruppe, welche eine Erhéhung der ATD-Konmmdn im Hippokampus vor der
Applikation der zu testenden Substanzen registrigtovacs et al. 2009). Da diese spontane
NO-Bildung mit anderen Methoden nicht nachgewiesarden konnte, scheint die
bildgebende Fluoreszenzmessung sensitiver als xdrazellularen Messungen zu sein.
Weiterhin ist ersichtlich, dass bei der Gruppe W@dpsaicin der Anstieg der ATD-
Konzentration starker ist. Somit scheint durch CH® prasynaptische Membran
vordepolarisiert zu sein, wodurch 6fter und daméhmGlutamat aus den synaptischen

Vesikeln auch auf schwéachere Impulse hin sezemwentien kann.

Durch den ersten Stimulationsabschnitt der Hoclieegstimulation konnte in der
CPS-Gruppe ein signifikanter Anstieg der NO-Fraiseg ausgelost werden. Im weiteren
Verlauf der Messungen fiel der Anstieg wesentlienrgger aus und nahm mit der Zeit ab.
In der Kontrollgruppe konnte lediglich eine leictienahme der NO-Freisetzung nach der
gesamten HFS gemessen werden. Dies zeigt deutsh,durch die Wirkung von TRPV1-
lonenkanalen die Freisetzung von Glutamat zunaatsichtert wird, was wie die Ergeb-
nisse der Doppelpulsreizung fur deren prasynamidaikalisation spricht. Anschlie3end
sinken die Anstiege sowohl in der CPS-Gruppe ath an der Kontrollgruppe unter die
Ausgangswerte. In der Gruppe mit CPS waren die lifigee vom Ende der Messung
signifikant niedriger verglichen mit denen vom Begder Messung. Diese Werte legen die
Vermutung nahe, dass durch den signifikanten Agstex NO-Freisetzung nach dem ersten
Abschnitt der HFS eine Kaskade aktiviert wurde,edeEndprodukt im Anschluss eine
hemmende Wirkung auf die Signaltransduktion hatisEmoglich, dass es sich dabei um

das Cannabinoid Anandamid handelt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig nachgesmegerden, dass in horizontalen

Gehirnschnitten im lateralen Kern der AmygdalaNi@-Bildung durch eine HFS verstarkt
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wird. Weiterhin wurde die Hypothese der verstarkfd@-Synthese durch TRPV1-

Rezeptoraktivierung bestéatigt.

4.5 Auswirkung des Forced Swimming Tests auf die LH

Bei diesen Versuchen wurde eine signifikante Rextung in der LA-LTP-Starke nach
einem einzelnen Durchgang des Verhaltenstests gdo@wimming Test* festgestellt.
Dieser Suppressionseffekt deckt sich mit den Erigsken friiherer Studien, die sich mit den
Auswirkungen von verschiedenen Stressbedingungdéndi&u LTP in der Amygdala
(Kavushansky and Richter-Levin 2006; Kavushanskgle006) und im Hippokampus
(Shors et al. 1989) befassten. Die Input/Outputviéarder Schnitte von schwimmge-
stressten und denen nicht gestresster Mause shaléntisch, so dass keine signifikanten
Unterschiede beobachtet werden konnten. Diesesbhiigeveist darauf hin, dass ein
einzelner Schwimmstress zu keinen UnterschiedeeirGrundaktivitat im lateralen Kern
der Amygdala nach Reizung an der externen Kap$et.fienn jedoch bei Ratten nach
einem Morris water maze-Experiment mit sichtbareerounsichtbaren Plattformen im
basalen Kern der Amygdala nach Reizung im laterattorhinalen Kortex gemessen wird,
dann erhoht sich die 1/0 im Vergleich zu MessunganSchnitten von nicht gestressten
Ratten (Kavushansky et al. 2006). Das zeigt ddyttlass Stress Uber verschiedene Nerven-
bahnen in verschiedenen Subregionen einer Gehiktgtrunterschiedliche Auswirkungen
haben kann. Zusatzlich kénnen die Ergebnisse anchSpezies zu Spezies variieren.
[Kulisch and Albrecht 2013]

Weiterhin unterstitzen die hier erhaltenen Daten Stihlussfolgerung, dass akuter,
kurz andauernder Stress die LTP in der Amygdalabdsatzt. Ein starker oder chronischer
Stresszustand, erhoht hingegen die amygdalare h@ifulnrt zu einer Ubererregbarkeit der
Amygdala (Roozendaal et al. 2009; Rosenkranz €04l0). Auch hier zeigen die verfug-
baren Daten an, dass es Unterschiede in der Enlpféket fir verschiedene Stress-
ereignisse in derselben Gehirnstruktur geben K&ulisch and Albrecht 2013]

Fuhrte die Applikation von 1 uM N-Oleoyldopamin (DR) bei Gehirnschnitten von
C57BL/6N-Mausen, die nicht gestressten waren, mereReduzierung der LA-LTP, so
bewirkte sie bei Gehirnschnitten von schwimmgestess Mausen im Verhaltnis zur

Kontrolle eine Erh6hung der LA-LTP. Dieser Effekbrinte in einer zweiten Mauslinie
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(C57BL/6J-Méause) reproduziert werden. Weiterhinrkkener mit dem TRPV1-Rezeptor-
antagonisten AMG 9810 komplett gehemmt werden undeklte auch bei TRPV1-
knockout-Mausen. Somit kann geschlussfolgert werdiass der Effekt der LA-LTP-
Erh6éhung nach FST im Vergleich zur schwimmgestessKiontroligruppe durch TRPV1-

Rezeptoren vermittelt wird. [Kulisch and Albreclitl3]

Unsere Daten aus (Zschenderlein et al. 2011) fiirLde legen nahe, dass im Gehirn
eine erhéhte Anandamidkonzentration durch den F&virkt wird. Anandamid aktiviert
bei verhaltnismaRig hohen Konzentrationen auchTd®RV1-Rezeptor (Al-Hayani et al.
2001; Smart et al. 2000; Zygmunt et al. 1999).

In nicht gestressten Kontrolltieren hingegen wird DA-LTP durch den endogenen
CB1-Rezeptorweg moduliert, welcher durch OLDA-vedteti in Gang gesetzt wird. Es ist
maoglich, dass in der Folge des FST Endocannabineid&@nandamid die Expression des
CB1-Rezeptors herunter regulieren, wodurch der iRdier TRPV1-Rezeptoren an der
Signallibertragung steigen wirde. Zusatzlich ignéglich, dass durch die Wirkung von
Endocannabinoiden nach dem FST auch die Bildurgsxat TRPV1-Rezeptoren erhoht
wird. [Kulisch and Albrecht 2013]

Unter chronischer Stressbelastung kommt es durektdi Cortisoleinwirkung auf die
Neurone zur Atrophie von Dendriten und somit zueeillypofunktionalitdt des pra-
frontalen Kortex, der unter normalen Bedingungemeei hemmenden Einfluss auf die
Amygdala ausitbt. Wenn diese Hemmung unter chroaimscBtress wegfallt, wird eine
Hyperexzitation der Amygdala gefordert (McEwen 198®0zendaal et al. 2009). Die
Amygdala wirde dadurch fur die Verhaltenssteuermmdtinfluss gewinnen. Das ist Ent-
wicklungsphysiologisch sehr sinnvoll, da die Amyigddann vermehrt auf wenig vorver-
arbeitete Signale aus dem Thalamus (LeDoux 200agieg und somit sehr schnelle
Reaktionszeiten moglich sind. Die Verarbeitungspsse Uber den Kortex dauern langer
(LeDoux 2007), da mehr Gehirnareale an der Infaomaverarbeitung beteiligt und
hintereinander geschaltet sind, was in Gefahressitoen wertvolle Zeit kosten wirde.

Weiterhin legen erhobene Daten (Zschenderlein. &0dl1) nahe, dass eine Sensibili-
sierung der TRPV1-Kandle zu einem Anstieg von Stmfmonoxid im Gewebe fihrt.
Dieser Befund konnte durch die bildgebenden Flumneamessungen im Rahmen dieser
Arbeit bestatigt werden. Allein die anhaltende Aldgrung der TRPV1-Rezeptoren fihrte
zu einer erhdohten NO-Freisetzung (siehe Abschri?t Die Daten von (Zschenderlein et

al. 2011) zeigen auch, dass in NO-Synthase-defemeMausen, bei denen keine CPS-
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induzierte LA-LTP-Verringerung gemessen werden kendurch TRPV1-Aktivierung die
prasynaptische Glutamatfreisetzung erhoht wird.s®i&rkenntnisse bestatigen Ergeb-
nissen aus dem Hypothalamus (Li et al. 2004). gahliand Albrecht 2013]

Durch chronischen Wasservermeidungsstress (aufdgtd@ilattform fir eine Stunde pro
Tag 1 cm uber Wasser an zehn aufeinanderfolgendgenr sitzen) wurde in Spinal-
ganglien von Ratten die Anandamidkonzentration leshdie Expressionsrate fur CB1-
Rezeptoren gesenkt und jene fir TRPV1-Rezeptoredher(Hong et al. 2009). Dieser
reziproke Wechsel der Konzentration der CB1- undPVR-Rezeptoren an den primaren
sensorischen Nervenzellen der chronisch gestreg&#ien scheint durch Corticosteron
vermittelt zu sein (Hong et al. 2011). Eine Ubegdandauernde Erh6hung des Cortico-
steronspiegels fiuhrt zur Ausbildung einer Uber Woctandauernden Zwangsstérung
(Ahmari et al. 2013). Es ist bekannt, dass durchm@omstress die Konzentration von
Corticosteron erhdht wird (Ahmed et al. 2006) uladgisich der Gehalt an Anandamid in
der Amygdala umgekehrt proportional zur Konzentratian Serumcorticosteron in
gestressten Ratten verhalt (Hill et al. 2009). Esrke gezeigt werden, dass durch
Aktivierung des CB1-Rezeptors sowohl die Sekretles Adrenocorticotropen Hormons,
welches bei den verschiedensten Formen von Stegssenrt ausgeschittet wird, als auch
der Corticosteronspiegel im Plasma herabgesetzt (Hatel et al. 2004). CB1-defiziente
Mause weisen eine erhohte Konzentration des Admtiootropen Hormons und von
Corticosteron auf. Aul3erdem sind sie anfalligerdiironischen Stress als Wildtypmause
(Barna et al. 2004). [Kulisch and Albrecht 2013]

Mittels Versuchen mit einem Model fiir Posttraun@tes Belastungsstérungen (PTBS)
bei Ratten konnte herausgefunden werden, dasé\ktinveerung im basolateralen Kern der
Amygdala mit einem CB1-/CB2-Rezeptoragonisten dieckl vorherige Stressexposition
hervorgerufenen endokrinologischen und Verhaltemsabalitdten wieder normalisiert
werden konnten. Durch eine Koapplikation eines G&keptorantagonisten konnte dieser
Effekt blockiert werden (Ganon-Elazar and Akiravi2p) Das bedeutet, dass zumindest
einige Effekte zur Pravention von stressbedingtémuigen durch eine Aktivierung von
CB1-Rezeptoren vermittelt werden. Es konnten schogliche Nutzen einer Therapie bei
Menschen mit PTBS nachgewiesen werden. Bei 72 %pdgenten konnte nach der Gabe
des synthetischen Cannabinoids Nabilon, ein CBld @B2-Re-zeptoragonist, eine
Verbesserung der Lebensqualitat z. B. durch RiuakgaenAlbtraumen und Verringerung

deren Intensitaten, durch subjektiv eingestuftebgsserung der Schlafqualitat oder durch
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vermindertes Auftreten von plotzlichen und inteesivErinnerungen am Tage festgestellt
werden (Fraser 2009). [Kulisch and Albrecht 2013]

Die Hypothese, dass eine TRPV1-Rezeptoraktiviesiressinduzierte Wirkungen in
der Amygdala reduzieren oder sogar vollstandig elgn konnte, wurde durch die hier
erzielten Ergebnisse bestatigt. Weiterhin konntei@ser Arbeit erstmalig gezeigt werden,
dass durch diesen Verhaltenstest die LA-LTP bei ddawsignifikant reduziert wird. Aus
diesen Daten kann zusatzlich geschlussfolgert wemigss die TRPV1-lonenkanale auch

unter Stressbedingungen essentiell fir die Pl#étin der Amygdala sind.

Da gezeigt werden konnte, dass die in exzitatoeisdArojektionsneuronen des LA
postsynaptisch lokalisierte nNOS (Schafe et al.520@ach einzelnen Stressepisoden
verstarkt exprimiert wird (Echeverry et al. 200kann geschlussfolgert werden, dass der
kurze Schwimmestress zu einer verstarkten NO-SystRéste, was letztendlich zu einem
capsaicinahnlichen Effekt nach HFS gefuhrt habemie (vgl. Abschnitt 4.2). Die durch
NO vermittelte, verstarkte Glutamatfreisetzung neigkann postsynaptisch die Kalzium-
ionenkonzentration erhdht haben, was dann die Bgdwn Anandamid induzieren wirde.
Prasynaptisch wirden die CB1-Rezeptoren aktivieerden, was zu einer starken

Hemmung der Transmitterfreisetzung und damit zeraieduzierten LTP fihren wirde.

4.6 Untersuchung der Wirkung von Ethanol auf die LTP

Bei diesem Versuch sollte untersucht werden, ok &ensibilisierung der TRPV1-
Rezeptoren durch Ethanol im lateralen Kern der Asaya hervorgerufen werden kann. In
der Literatur sind vielfach aktivierende EffektenMéthanol auf die Funktionen des TRPV1-
Rezeptors beschrieben worden (Blednov and Harf9;28llingson et al. 2009; Trevisani
et al. 2002). Diese Beobachtungen reichen von mtdebiologischen Messungen auf

Rezeptorebene bis zu Verhaltensanalysen.

Die Ergebnisse des Versuchs 3.2.3 zeigen zunéddhass, Ethanol die Plastizitat im
lateralen Kern der Amygdala beeinflusst. Wie Capsdiihrt die Applikation zu einer sehr
deutlichen Hemmung der LTP. Weiterhin wird durcle @dipplikation von Ethanol der
supprimierenden Wirkung von Capsaicin auf die LAFLTficht nur entgegen gewirkt
sondern sogar auf Kontrollwerte zurtickgefiihrt uachd aufgehoben. Diese gleichzeitige
Applikation der beiden Substanzen scheint demnadirer Sensibilisierung der TRPV1-
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Rezeptoren gefiihrt zu haben, wodurch schon voH&& wesentlich mehr Kalziumionen
Uber die prasynaptische Membran ins Zytosol stroktemten, wodurch mehr Glutamat
freigesetzt werden wirde. Auch postsynaptisch héttee TRPV1-Rezeptorsensibili-
sierung eine Erhdhung der Kalziumionenkonzentration Folge. Zusammen mit der
erleichterten Glutamatfreisetzung konnte dies nHEIS zu einer Sensibilisierung der
AMPA-Rezeptoren durch Phosphorylierung und/odee ererstarkte Neusynthese von

AMPA-Rezeptoren fuhren. Somit wirde eine LTP etblverden kdnnen.

4.7 Wirkung von Serotonin und bestimmter Serotoninezeptoren

4.7.1 Untersuchung der Wirkung von Serotonin

Aus Versuch 3.2.4 geht hervor, dass die Ausbildeingr LA-LTP sowohl durch eine
hohe Konzentration an Serotonin von 100 uM als alwckh eine niedrige Konzentration
von 3 uM effektiv gehemmt wird. Somit konnte dercNaeis einer Beeinflussung der
Langzeitplastizitat im LA durch Serotonin erbrackierden. Die Patch-Clamp-Unter-
suchung des Versuchs 3.4.1, bei der im Gegensatierzwextrazellularen Messungen die
GABAAa-Rezeptoren inhibiert waren, hat deutlich gezaelggs eine Applikation von 3 uM
Serotonin zu einer massiven Zunahme sowohl der Aumael als auch der Frequenz von
miniatur exzitatorischen postsynaptischen Strondgntf Serotonin hat somit sowohl préa-
als auch postsynaptische Auswirkungen auf die maleo Signalweiterleitung in den

glutamatergen Neuronen des lateralen Kerns der Aalgg

Biochemische Daten lieferten Hinweise dafir, dassSeérotoninkonzentration in den
Amygdalae des Menschen verglichen mit anderen eionen mit am hochsten ist
(Azmitia and Gannon 1986). Wenn durch Stress diphR&erne aktiviert werden
(Crawford et al. 2013; Vertes 1991) und ihre saretgen Neurone im lateralen Kern der
Amygdala Serotonin freisetzen, misste dies zu eestarkung des supprimierenden
Effekts des inhibitorischen Netzwerks in der Amyligdavelches die zellulare Aktivitat
niedrig halt (LeDoux 2007), und somit zu einer W@igen Hemmung der neuronalen
Aktivitat fuhren. Die Aktivitat der Amygdala wirdsmit in stressigen Situationen niedrig
gehalten werden. Es ist bekannt, dass Veranderungg&erotoninspiegel in der Amygdala

mit gestdrtem, emotionalem Verhalten assoziied §idraeff et al. 1997; Hariri et al. 2002;
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Stutzmann et al. 1998). Wenn die Serotoninkonzgatraverringert ware, wirde die
Hemmung durch Interneurone reduziert werden, wam da einer Reaktionsauslésung
durch die Amygdala auf sensorische Reize fuhrendejiwelche unter normalen

Bedingungen nicht ausgelést werden wrden.

Der Versuch 3.2.4 hat weiterhin gezeigt, dass declyzeitige Aktivierung des
TRPV1-Rezeptors durch den spezifischen Agonistepsé@ain zusammen mit 100 uM
Serotonin eine LA-LTP bewirkt, wie sie auch unterkrollbedingungen messbar ist. Dies
deutet auf eine Sensibilisierung des TRPV1-Rezsptor. Die Koapplikation mit 3 uM
Serotonin bewirkte zwar eine Erhohung der LTP wvelngin mit der nach alleiniger
Applikation von Serotonin, jedoch fiel diese Erhigugering und nicht signifikant aus.
Daraus resultiert, dass fur eine Sensibilisierurey @RPV1-Rezeptoren relativ hohe

Konzentrationen an Serotonin notwendig sind.

4.7.2 Untersuchung der Wirkung bestimmter Serotoninezeptoren auf mEPSC

Der Ubersichtlichkeit wegen werden die Ergebnissediem Versuch 3.4.2 firr die vier

Versuchsgruppen zunachst einzeln betrachtet.

Kontrolle

Sowohl fir die Amplitude als auch fur die Frequdmnnten keine deutlichen oder
sogar signifikanten Unterschiede bei der Applikati@n Bicucullin und Tetrodotoxin auf

die Ausbildung der mEPSC ermittelt werden.
SB-206553

Durch die Blockierung der 5-H#/5-HT>c-Rezeptoren mit dem spezifischen
Antagonisten SB-206553 wurde eine Zunahme der Aoge#nwerte unterdriickt. Dieses
Ergebnis zeigt eine postsynaptische Lokalisatianmindestens einem der Rezeptoren an.
Aus den Resultaten kann gefolgert werden, dasaldieierung eines Rezeptors oder sogar
beider Rezeptoren fur die Zunahme der Amplitudeksté@nter Serotonineinfluss und damit
fur den Grad der Depolarisierung der postsynaptiscellmembran mit entscheidend ist.
Eine Blockierung durch den Antagonisten fuhrt zueeiverminderten Intensitat der

Signalubertragung. Diese Befunde stehen mit frith&rgebnissen im Einklang, die eine
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verstarkende Wirkung einer Aktivierung von 5-HRezeptoren ergaben (Martin and
Humphrey 1994; Porter et al. 1999; Roth et al. 19H8 wird letztlich eine Erhéhung der
intrazellularen C&-Konzentration von diesen Autoren beschrieben.fDias einerseits zu

einer Depolarisation und damit zu einer erleicketerErregbarkeit der postsynaptischen
Membran und andererseits kann es zu einer verstarkkpression postsynaptischer
Glutamatrezeptoren und damit zu einer Erhéhund\dglitude des Quantenstroms fihren.

Mindestens einer der Rezeptoren scheint auch aprdsynaptischen Membran von
Projektionsneuronen lokalisiert zu sein, da ebénfdie serotonininduzierte Frequenz-
erh6hung durch den Antagonisten vollstandig supprinwurde. Demzufolge fuhrt eine
Rezeptoraktivierung zu einer verstarkten Transmfitisetzung. Damit konnte eine
prasynaptische Lokalisation von 5-HRezeptoren an Projektionsneuronen im lateralen
Kern der Amygdala verifiziert werden, wie sie figndHippokampus diskutiert wird (Chen
and Bazan 2003). Dadurch konnte eine prasynaptisokalisation fur die Interaktion
zwischen dem TRPV1- und den 5-HRezeptoren postuliert werden.

Fir 5-HT>-Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass derenigidivg stimulierend auf
die Phospholipase C wirkt (Hoyer et al. 1994). Bidivierung dieses Signalwegs kann
sensibilisierend auf TRPV1-Rezeptoren wirken (Ahetral. 2005; Amadesi et al. 2004).
Eine Folgeerscheinung dieser Sensibilisierung ké&mie bei der Koapplikation von
Serotonin und Capsaicin gemessene VerstarkungAlerTP sein, welche bei extrazellu-

laren Ableitungen der Feldpotenziale registriertaeu

In friheren Untersuchungen wurde fir die 5:HRezeptoren gezeigt, dass durch eine
Administration von bestimmten Antagonisten eine uégrregulation der Rezeptor-
expression hervorgerufen wurde (Barker et al. 18&&ss and Martin 1994; Labrecque et
al. 1995; Sanders-Bush 1990). Dabei handelt egetidth um inverse Agonisten, was flr
SB-206553 nicht beschrieben ist. Somit kann nigvwod ausgegangen werden, dass die
zehnminutige Applikation des Antagonisten zu eiReduzierung der Rezeptoren gefihrt
hat, wodurch bei anschlieRender Administration \Berotonin der Effekt nicht hatte

ausgelost werden kdnnen.

Die 5-HT.s/5-HT>c-Rezeptoren scheinen insgesamt den Hauptteil destofen-

effektes zu vermitteln.

Es ist bekannt, dass dieser Antagonist eine atenhdhe Affinitat fir die Rezeptoren
wie Serotonin hat (Beattie et al. 2004; KnightleR@04; May et al. 2003). Untersuchungen

der negativen dekadischen Logarithmen der Inhiistkonstanten (pifir die humanen 5-
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HT2e/5-HT>c-Rezeptoren ergaben entsprechend vergleichbaré/eite (5-Hbe: pKi von
5-HT 7,9 — 8,4 und SB-206553 von 7,6 — 8,5; 5t PKi von 5-HT 6,8 — 8,6 und SB-
206553 von 7,8 — 7,9) (Andrade et al. 2013b; Andretdal. 2013c). Je hoher der Wert des
pKi ist, desto wahrscheinlicher sind Ligand und Remepssoziiert. Das bedeutet, dass
Serotonin nach einigen Minuten der Koapplikatioremtsprechenden Zeitanteilen wie der
Antagonist an den Rezeptor binden und ihn somitvigkén konnte. Diese verringerte
Aktivierung, verglichen mit der alleinigen Substitun mit Serotonin, fuhrte jedoch noch

nicht zur Auslésung des potenzierten Effekts voro®ain auf die mEPSC.

Zusétzlich muss noch erwéhnt werden, dass SB-20&6&8&3auf den 5-Hhk-Rezeptor
antagonistisch wirkt. Allerdings ist seine Affinitiir diesen Rezeptor um das hundert- bis
tausendfache niedriger als fur die anderen beidereRoren, was genauso fur Serotonin
selbst gilt (Barnes and Sharp 1999; Knight et @04 May et al. 2003). Somit ist davon
auszugehen, dass dieser Rezeptor auf die Ergelir@sdeeser Versuchskonzipierung sehr

wenig bis keinen Einfluss ausgeubt hat.

Fir die 5-HB-Rezeptoren wird bei Aktivierung eine faszilitiedenWirkung auf die
Amplitudenstarke und Frequenz der IPSCs von Inteoren beschrieben (Rainnie 1999).
Weitere Untersuchungen mit spezifischen Antagonistér die einzelnen 5-HF
Rezeptoren zeigten, dass diese Aktivitatszunahmehdilen 5-HFa-Rezeptor vermittelt
wird, welcher hauptséchlich auf Interneuronen inliesolateralen Amygdala lokalisiert ist
(Jiang et al. 2009). Die Blockierung der beiden eaad Rezeptoren konnte diese

Aktivitatszunahme nicht inhibieren.
Ondansetron

Der 5-HTs-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter lonenkanark@&ch et al. 1989;
Maricq et al. 1991), wohingegen die anderen 5-HIdp&oren G-proteingekoppelte,
metabotrope Rezeptoren sind (Barnes and Sharp .1D8%er lonenkanal wird von funf
Untereinheiten zusammengesetzt, welche eine zerR@ke von 3 nm Durchmesser bilden
(Boess et al. 1995). Der lonenkanal ist fir Nad K fast im gleichen MaRRe (Jackson and
Yakel 1995; Peters et al. 1993) sowie fiif GBavies et al. 1999) durchlassig und hat somit
eine depolarisierende Wirkung auf die Membran diesexprimierenden Neurons. Beim
Menschen ist der 5-HIRezeptor am starksten im Hirnstamm und vergleiemssvniedrig
in der Amygdala, dem Hippokampus und der Grol3mdweiexprimiert (Abi-Dargham et al.
1993; Bufton et al. 1993; Parker et al. 1996), wgkgen er bei Mausen und Ratten am

starksten im Hippokampus, der Amygdala und der Gironde und danach in anderen
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Strukturen des Prosencephalons (Vorderhirn) aulspthvird (Parker et al. 1996; Steward
et al. 1993).

Aus den Daten kann geschlussfolgert werden, das$ diie Blockierung des 5-HT
Rezeptors mit Ondansetron die Wirkung von Serotanirdie Amplitudenstéarke nach neun
bis zehn Minuten der Koapplikation mit hoher Wahesalichkeit nicht hemmend
beeinflusst wird. Das deutet darauf hin, dass ddif$Rezeptor nicht an der Vermittlung
des postsynaptischen, potenzierenden Serotoniteffekolviert ist. Die Daten zeigen
ebenso, dass auch die tatséchliche Frequenz dertigenommen hat, nachdem zusatzlich
Serotonin appliziert wurde. Diese Frequenzzunalstregnifikant. Demzufolge scheint die
Rezeptorblockierung durch Ondansetron auch auf ptésynaptische Aktivitdt von
Pyramidenzellen im LA keinen supprimierenden Efi@kt die Wirkung des Serotonins zu

haben.

Versuche konnten zeigen, dass im Hippokampus varsktadie mRNS (Boten-RNS)
des 5-HB-Rezeptors hauptsachlich in Interneuronen nachaeish (Tecott et al. 1993),
was zu der Annahme fuhrte, dass der S-R€zeptor eine indirekte Inhibition der
exzitatorischen Projektionsneuronen durch die A&tisng der inhibitorischen Interneurone
vermittelt. Dadurch kann die Freisetzungswahrsdiohikeit fir Neurotransmitter herab-
gesetzt werden. Immunhistochemische Untersuchurgeyen, dass der 5-HRezeptor
im basolateralen Komplex, zu dem der laterale KlmnAmygdala zahlt, fast exklusiv auf
Interneuronen exprimiert wird (Mascagni and McDan2007; Morales and Bloom 1997).
Elektrophysiologische Daten demonstrieren eine tégttee GABA-Freisetzung nach
Aktivierung des Rezeptors (Barnes and Sharp 1998)ersuchungen mit polyclonalen
Antikdrpern bestétigten die hauptsachliche Exporssies Rezeptors (> 90 %) auf
GABAergen Neuronen im Hippokampus und in der Grofshide von Ratten (Morales et
al. 1996; Morales and Bloom 1997). Auch extrazélel Messungen der Langzeit-
potenzierung unterstiitzen diese Befunde. In hipppleden Gehirnschnitten konnte eine
Verringerung der LTP-Induktion nach der Aktivierushgs Rezeptors nachgewiesen werden
(Corradetti et al. 1992; Maeda et al. 1994; Passtai. 1994; Staubli and Xu 1995). Eine
Gabe von 5-H3¥-Rezeptorantagonisten wie Ondansetron bewirktea ¥grstarkung der
LTP (Maeda et al. 1994).

Die Affinitat von Serotonin fur den 5-HA-Rezeptor (pKvon 6,5 — 6,9) ist niedriger
als die von Ondansetron (pkon 7,8 — 8,3) (Barnes et al. 2013). Das bedeudtzts

Serotonin den Antagonisten bei Koapplikation nigbtdrdngen kann und es in einem
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gegebenen Moment nur einen geringen ProzentsatzBihelungsstellen besetzt. Die
deutlichen Zunahmen der Amplitudenstarke und degqé&nz zeigen somit die Effekte des

Serotonins an anderen Rezeptoren an.
WAY-100635

Wenn nur Serotonin zusatzlich im ACSF, welches @iehirnschnitte versorgt,
enthalten ist, so kdnnten die in der prasynaptisdidembran von Projektionsneuronen
lokalisierten 5-HTa-Rezeptoren aktiviert werden, wodurch die Uber Gtétne gekop-
pelten Kaliumionenkanale ged6ffnet werden misstaes virde zu einer Hyperpolari-
sation der prasynaptischen Membran fuhren. Es kanmutet werden, dass daraus eine
verminderte Offnungswahrscheinlichkeit von Kalzioménkanalen resultiert, welche zu
einer reduzierten Verschmelzung von synaptischesikKél mit der prasynaptischen

Membran und damit verbunden zu einer verringertlena@atfreisetzung fihren wirde.

Wenn Serotonin und der 5-HiFRezeptorantagonist WAY-100635 (WAY) in der
ACSF-Losung enthalten sind, so wiirde die Blockigrdes 5-HTa-Rezeptors die eben
beschriebene verringerte Glutamatfreisetzung anjeRfonsneuronen supprimieren,
wodurch ein Anstieg der Frequenz und der Amplitwd@ mEPSC im Vergleich zu

Messungen, bei denen nur Serotonin appliziert wuderwarten ware.

Die Ergebnisse aus den Versuchen stimmen mit digiseorie nicht Uberein. Dafur
muss es andere Ursachen geben. Wichtig ist diedirkler Interneurone. Auf diesen ist
der 5-HTia-Rezeptor ebenfalls lokalisiert. Dort wirde seirlgivierung zu einer vermin-
derten GABA-Freisetzung fuhren, was in einer vgemen Hemmung der Projektions-
neurone durch die Interneurone resultieren wirded \der 5-HTia-Rezeptor durch WAY
blockiert, wirde daraus eine normale Hemmung ddrelnterneurone resultieren, was zu
einer niedrigeren Frequenz und Amplitude von mEB8CProjektionsneurone verglichen
mit den Serotoninuntersuchungen filhren wirde. Biesiche zeigen ein entsprechendes
Resultat. Allerdings wurde bei diesen Versuchenu@idlin appliziert, welches die
GABAA-Rezeptoren blockiert. Diese vor allem postsynahtikalisierten Rezeptoren
vermitteln die Mehrheit der inhibitorischen SignateZentralnervensystem. Die GABA
Rezeptoren sind nicht blockiert und kénnen somitnimend auf die synaptische
Transmission der Projektionsneurone wirken undymastisch die Frequenz der mEPSC
reduzieren. Es ist bekannt, dass diese Rezeptoégerupd postsynaptisch lokalisiert sein
kénnen (Bettler et al. 2004; Deisz et al. 1993)tdtsuchungen konnten eine Reduzierung

der Frequenz der miniatur inhibitorischen postsyisapen Strome durch 8-OH-DPAT,
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einen 5-HTa-Rezeptoragonisten, nachweisen (Koyama et al. 2002} dieser Agonist
bei extrazellularen Messungen appliziert und daschfrequent stimuliert, so ist die LTP
signifikant reduziert (Pollandt et al. 2003). Duiclvivo Experimente konnte nachgewiesen
werden, dass eine durch 8-OH-DPAT-vermittelte Etmighder Aktionspotenzialfrequenz
durch GABAx-Rezeptorantagonisten blockiert werden kann (Sieal. 2000).

Weiterhin wurde in Verhaltensuntersuchungen mit té¥at eine spezifische,
agonistische Wirkung von WAY auf den Dopaminrezepies Typs 4 (BRezeptor) unter
Ausschluss einer Beteiligung des 54A-Rezeptors nachgewiesen (Marona-Lewicka and
Nichols 2009). Eine Aktivierung der sERezeptoren hemmt ebenfalls die synaptische
Transmission im lateralen Kern der Amygdala (Matamd Bergeron 2008). Dopamin-D
Rezeptoren sind u. a. in Strukturen wie dem pré#ien Kortex, der Amygdala und dem
Hippokampus exprimiert und kdnnten kognitive Preeesiodulieren (Ariano et al. 1997;
Hurd et al. 1997). Somit kdnnte die beobachtetéltibn des serotonergen Effekts durch
WAY-100635 sowohl durch GAB#: als auch durch Dopaminrezeptoren vom Typ 4

hervorgerufen worden sein.

Aus der Literatur ist bekannt, dass WAY-100635 &ihalich hohe Affinitat fur den
5-HT1a-Rezeptor wie Serotonin hat und kompetitiv hemmalijpatnapu et al. 2004;
Newman-Tancredi et al. 1998a; Newman-Tancredi et1888b). Die pkWerte aus
Untersuchungen des humanen 5:kRezeptors fur Serotonin liegen bei 9,1 - 9,7 uied d
fur WAY-100635 liegen bei bis zu 9,2 (Andrade etZil13a). Somit konnten Agonist und
Antagonist nach zuséatzlicher Applikation von Senatomit annéhernd gleichen Wahr-

scheinlichkeiten an den 5-HAFRezeptor binden.

In HEK-Zellkulturversuchen (engl.: human embryorkadney) mit artifiziellen
Rezeptoren wurde eine Affinitat von WAY-100635 fden Dopaminrezeptor 43 mit
einem pK von 7,8 bestimmt (Chemel et al. 2006). Somit ist Alffinitat fur den D>
Rezeptor mehr als 20fach niedriger als fur den 5aHRezeptor. Die Affinitat von WAY-
100635 fir andere £2Rezeptoren ist noch niedriger. Derighir D44 liegt bei 7,4 (Martel
et al. 2007), was einer fast 100fach niedrigerdmadt entspricht.

Der 5-HT2g- oder 5-HBc-Rezeptor oder beide Rezeptortypen sind sowohlgis&uch
postsynaptisch lokalisiert und haben jeweils eir@rnscheidenden Einfluss auf die
Signaltubertragung zwischen den Projektionsneurandateralen Kern der Amygdala. Sie
vermitteln hauptsachlich die verstarkende Wirkueg 8erotonins auf die mEPSC. Die 5-

HTia- und die 5-HB-Rezeptoren sind hauptsachlich auf hemmenden Bueonen
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lokalisiert und kdnnten somit bei Aktivierung diegulierung der aktivierenden Wirkungen
durch die anderen Rezeptoren vermitteln. Ebensalest5-HTha-Rezeptor auf Inter-
neuronen lokalisiert, was auf ein filigranes Zusanmmirken von Exzitation und Inhibition
durch Serotonin hindeutet. Je nach Verhaltnis vajeRtionsneuronen und Interneuronen
sowie der Quantitdt der jeweiligen Rezeptoren kénser Serotonineffekt von unter-
schiedlicher Qualitat sein.

Da eine Aktivierung der Rezeptoren 52BHund 5-HTc zu einer Erhéhung der
neuronalen Aktivitat von Projektionsneuronen zuréithscheint, sind diese Rezeptoren
maoglicherweise fur die Sensibilisierung des TRP\Ez&ptors bei einer Koapplikation von
Serotonin  und Capsaicin in extrazellularen Messongeur Langzeitplastizitat

verantwortlich.

Die hier diskutierten Hypothesen zur rezeptorspgeien Wirkung von Serotonin an
Projektionszellen im LA sollten in weiteren UntetBungen unter Einbeziehung weiterer
5-HT-Rezeptoren, einer GAB#Blockade und dem Einsatz von 5-HT-Agonisten

verifiziert werden.

In der Literatur wird den Serotoninrezeptoren dtumktion in einer grol3en Anzahl
von Storungen des Zentralnervensystems wie dediveienden depressiven Stbrung,
Angststorungen und angstlosende Effekte, SchizopdreSchlafstorungen, Migrane,
aversivem Verhalten und krankhaftem Essverhaltgegthrieben (Barnes and Sharp 1999;
Baxter et al. 1995; Costall et al. 1989; Eggers2E&hight et al. 2004). Deswegen ist eine
moglichst genaue Erforschung der EigenschaftenRumdtionen der Serotoninrezeptoren
in den einzelnen Gehirnarealen von entscheidendele®ung. Nur mit detailliertem
Grundlagenwissen wird es moéglich sein hocheffektive gleichzeitig nebenwirkungsarme

Medikamente herzustellen, um betroffenen Mensclhegmeifen.
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4.8 Wirkungsweise der TRPV1-Kanéle auf die synaptche Plastizitat

In extrazellularen Ableitungen von Feldpotenzialamrde die Ausbildung einer LA-
LTP durch Capsaicin unterdrickt. Da der TRPV1-R&mepals nichtselektiver
Kationenkanal nach Aktivierung hauptsachlich Kamionen in das Zytoplasma von
Neuronen stromen lasst, resultiert daraus eine [Bepation der Zellmembran.
Demzufolge mussten diese Neuronen auf Grund desbfesetzten Schwellenwertes
leichter und starker aktiviert werden kénnen. Somiisste aus der Aktivierung von

TRPV1-Rezeptoren eine verstarkte LA-LTP resultieren

Messungen mit Anandamid zeigen, dass es auf dieTRden gleichen suppressiven
Effekt wie Capsaicin austbt (Zschenderlein et @l11). Dieses Ergebnis ist ein sehr
deutlicher Hinweis darauf, dass die auf eine Aktivhg des TRPV1-lonenkanals durch
CPS hin erfolgenden Signalwege eine aktivierendekiwig auf den CB1-Rezeptor aus-
tben kann. Weiterhin wurde auch gezeigt, dass xlage@ae Cannabinoid WIN 55,212-2
die Auslosbarkeit einer LTP in der Amygdala hemmzgd et al. 2005). Noch
unveroffentlichte Ergebnisse der Arbeitsgruppe eejglass die supprimierende Wirkung
von CPS auf die LA-LTP in CB1-KO-Mausen nicht melachzuweisen ist. Zusammen-
genommen zeigen die Resultate, dass eine Aktivieruan CB1-Rezeptoren die
Auslésbarkeit von Langzeitpotenzierungen in der Adgta inhibiert. Somit haben
endogene Cannabinoide in der Amygdala einen hemeneBthfluss auf die synaptische
Plastizitat. Auch in anderen Gehirnarealen wurdehsein hemmender Einfluss nach
Aktivierung des CB1-Rezeptors festgestellt (Gerdermwad Lovinger 2003). Es konnte in
Neuronen des Corpus striatum gezeigt werden, daasdamid postsynaptisch synthetisiert
und Uber die Zellmembran transportiert wird und rdamasynaptisch CB1-Rezeptoren
aktiviert (Ronesi et al. 2004).

Es besteht ebenfalls die Mdglichkeit, dass diell@apsaicin ausgeltste, aktivierende
Wirkung auf den CB1-Rezeptor durch 2-Arachidonoydglol (2-AG) vermittelt wird.
Dieses endogene Cannabinoid ist ein voller Agodet CB1-Rezeptors und es wird
diskutiert, dass 2-AG der intrinsische, physiolobes Agonist fir den CB1-Rezeptor ist
(Sugiura et al. 1999). Es wurde gezeigt, dass 2sABomogenisaten von Gehirngeweben
in Abwesenheit von Ca gebildet wurde und dass die Konzentration von 2-Béb
Vorhandensein von Kalziumionen signifikant erholarwDieses Ergebnis suggeriert, dass
Kalziumionen eine Schlisselrolle bei der BildungnAG spielen (Kondo et al. 1998).
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Abbildung 26: Wirkung der TRPV1-Rezeptoraktivierung auf die LA-LTP. (A) In Anwesenheit von
Capsaicin (CPS) resultiert nach einer Hochfrequenmtation (HFS) eine erhdhte, postsynaptische
Kalziumionenkonzentration. Diese fuhrt zur Bilduerydogener Cannabinoide wie Anandamid (AEA). Aktiv
wird AEA Uber die Zellmembran transportiert undfaiifdiert dort frei. CPS bindet auch an préasynahtisc
lokalisierte TRPV1-Rezeptoren (TRPV1R). Kalziumiorstrdomen dadurch in die Zelle, aber durch dieretr
grade Aktivierung der CB1-Rezeptoren (CB1R) durcta#damid, weswegen Kaliumionen ausstrémen und
ein Einstrom von Kalziumionen verringert wird, rig&ust nur eine schwache Depolarisation der pragyna
tischen Membran. Die Glutamatfreisetzung ist gdtigy erhoht. 60 Minuten nach HFS sind die Feldpete
zialamplituden nicht signifikant gegentber deneniBS erhéht. Kainat- und AMPA-Rezeptoren (AMPAR)
vermitteln den NatriumioneneinstronfB) Bei zusatzlicher Anwesenheit von Serotonin wir@ éihos-
pholipase C (PLC) aktiviert, wodurch sowohl spargsegesteuerte Kalziumionenkanéle (VGCC) als auch
TRPV1-Rezeptoren stimuliert werden. Dies fuhrt mem Anstieg der intrazellularen Kalziumionenkonzen
tration. Prasynaptisch kann verstarkt Glutamatgésétzt werden und postsynaptisch wird Gber mehrere
Zwischenschritte (vgl. Abschnitt 1.3.2) die Prossinthese verstarkt. 60 Minuten nach HFS kann eifieé L
aufrechterhalten werden. Auch eine Sensibilisierdag TRPV1-Rezeptoren durch Ethanol oder Isofluran
fuhrt pré- und postsynaptisch zu einer erhdhterzikadionenkonzentration und zur Etablierung einePLT
Abkirzungen: 5-HIR — Serotoninrezeptor Typ 2; AEA — Anandamid; AMPARMPA-Rezeptor; CB1R —
Cannabinoid Rezeptortyp 1;k einwarts gleichrichtender Kaliumionenkanal; NMBRA NMDA-Rezeptor;
PLC — Phospholipase C; TRPV1R — TRPV1-Rezeptor; €GCspannungsgesteuerter Kalziumionenkanal
(modifiziert und weiterentwickelt nach: Zschendar]eC., Gebhardt, C., von Bohlen und Halbach, O.,
Kulisch, C., and Albrecht, D. 2011. Capsaicin-inédichanges in LTP in the lateral amygdala are rtedlia
by TRPV1.PL0S. One6: €16116.)

Diese Ergebnisse zusammengenommen kann die Hypothes Ereigniskaskade
aufgestellt werden, dass eine Aktivierung der TRIREzeptoren zu einem verstarkten
C&*-Einstrom in die prasynaptische Membran fiihrt, wotludie Fusion der synaptischen
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Vesikel mit der Zellmembran erleichtert wird. AusndVesikeln wird verstarkt Glutamat
freigesetzt, was postsynaptisch zu einem verstarR&*-Einstrom fiihrt. Die Kalzium-
ionen binden an Calmodulin, welches daraufhin deronale Stickstoffmonoxidsynthase
aktiviert. Das daraufhin gebildete NO wirkt retradrund induziert an der prasynaptischen
Membran eine Verstarkung des “G&instroms (Yoshida et al. 2006), wodurch die
Glutamatfreisetzung weiter verstarkt wird. Wenmesch eine starke Stimulation zu einem
massiven Anstieg der Glutamatfreisetzung kommtg worstsynaptisch durch den weiteren
Ca&*-Anstieg zusatzlich die Bildung von endogenen Chimwden wesentlich verstarkt
(Azad et al. 2005). Diese wirken als retrogradeeBstoffe und aktivieren sehr effektiv die
prasynaptisch lokalisierten CB1-Rezeptoren, wodyscdsynaptisch der &aEinstrom
vermindert (Albrecht and von Bohlen und Halbach&Qihd Kaliumionenkanéle gedffnet
werden. Die Glutamatfreisetzung nimmt sehr starkuad die NO-Synthese sinkt. Da
Anandamid auch an die TRPV1-Rezeptoren bindet weskaktiviert (Akerman et al. 2004;
Zygmunt et al. 1999), jedoch nicht so effektiv v@apsaicin ist (Ross 2003), wird der
Einstrom an C& und damit die synaptische Aktivitat des Neuromhnizu stark reduziert.
Die LA-LTP konnte durch diese Vorgange supprimvegrden. Dies ist in Abbildung 26A
dargestellt.

Bei einer Narkose mit hohen Dosen an Isofluran edvéi einer Koapplikation von
CPS mit Ethanol oder Serotonin nach Diethylethéwsen vor der Dekapitation wurde
eine Erhohung der LA-LTP verglichen zu Messungeh @apsaicin nach Diethylether-
narkose festgestellt. Aus der Literatur ist einesgalisierende Wirkung sowohl von
Isofluran (Cornett et al. 2008; Harrison and Na®@&0Matta et al. 2008) als auch von
Ethanol (Blednov and Harris 2009; Ellingson et24109; Trevisani et al. 2002) auf den
TRPV1-Rezptor bekannt. Die Patch-Clamp-Ergebnissgen an, dass die 5-bHc
Rezeptoren eine Sensibilisierung der TRPV1-Rezeptoauslosen konnten. Diese
Sensibilisierung kénnte durch die rezeptorvernigtéktivierung der Phospholipase C und
durch diese verstarkt gebildeten Produkte vermittetden (Ahern et al. 2005; Amadesi et
al. 2004; Hoyer et al. 1994).

Eine Sensibilisierung der pra- und wahrscheinliabhapostsynaptisch lokalisierten
TRPV1-Kandle wirde zu einer verstarkten Aktivierungch HFS flhren, wodurch
vermehrt Kalziumionen in die Zelle stromen kénntBaraus wtrde eine Progression der
LA-LTP im Vergleich zu der oben beschriebenen rige@n. Die erhdhte postsynaptische
Kalziumionenkonzentration wiirde zu einer vermehiddung von Anandamid fuhren,

welches in erhdhten Konzentrationen auch die TRR¥zeptoren aktivieren wirde.
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5. Zusammenfassung

Bei dieser Arbeit stand die Wirkung des TRPV1-Réazep auf erregende
Projektionsneuronen im Mittelpunkt. Es sollte gekherden, wie sie die synaptische

Plastizitdt modulieren kénnen und ob Sensibilisatatie Ergebnisse beeinflussen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werdiass der TRPV1-Rezeptor
hauptsachlich an der prasynaptischen Membran vojelRionsneuronen lokalisiert ist.
Capsaicin hat eine gesteigerte Glutamatfreisetzbagirkt, wodurch die Kurzzeit-
plastizitat beeinflusst sein kann. Die TRPV1-Reamdttivierung hat einen signifikanten,
hemmenden Einfluss auf die Starke einer LTP. In WRRnockout-Mausen ist die Starke

der LTP ebenfalls signifikant reduziert.

Innerhalb dieser Arbeit konnte erstmalig bewieserden, dass durch eine Hoch-
frequenzstimulation die Synthese von Stickstoffmatan Gehirnschnitten des lateralen
Kerns der Amygdala erhoht wird. Es ist zu beachtass die NO-Produktion auch schon

vor einer HFS konstant stattfindet.

Es konnte eine Sensibilisierung des TRPV1-Rezemtorsh Isofluran, Ethanol und
Serotonin nachgewiesen werden. Ethanol und Serotainken supprimierend auf die LA-
LTP. Bei Koapplikation mit Capsaicin ist die LA-LT&hoht. Bei Narkosen sollte eine
Isoflurankonzentrationen von unter 4 % verwendetder, um die Messergebnisse nicht
zu beeinflussen. Die durch Serotonin verursachtesiSiisierung des TRPV1-Rezeptors

wird maglicherweise durch den 5-biF und/oder 5-HIc-Rezeptor vermittelt.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte erstmalig igezeerden, dass der Forced
Swimming Test einen suppressiven Effekt auf die LR hat. Dies unterstitzt andere
Stressstudien von Amygdala und Hippokampus. Estikogezeigt werden, dass die Akti-

vierung des Rezeptors diesen stressinduziertepresgiven Effekten entgegen wirkt.

Da der TRPV1-Rezeptor ein mdgliches Ziel bei dendwlung von Angststorungen
ist, ist es notwendig dessen Wirkungsweise zu kenom geeignete Pharmaka fir die
Behandlung von Patientinnen und Patienten herstellekdnnen. Weiterhin kénnte eine
gezielte pharmakologische Beeinflussung von TRRdfehkandlen eine praktikable
Methode zur Behandlung von durch Stress verursacktankhaften Hyperaktivitaten der

Amygdala mit daraus resultierenden Verhaltensstggarsein.
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6. Summary

The focus of this work was on the effect of the YRReceptors at glutamatergic
excitatory projection neurons. It was of interesivttheir activation modulates the synaptic

plasticity and how possible sensitizers would clegting outcome.

In the framework of this doctoral thesis it coulel $hown that the TRPV1 receptors
are mainly localized at the presynaptic membran@akction neurons. This receptor type
can modulate the short term plasticity. TRPV1 atton leads to an increased release of
glutamate. The strength of the LTP is significamijuenced when these receptor types are
activated. Since the strength of LTP is reducedRPV1 knockout mice the influence

without activation is significant as well.

Within this work the first evidence could be regarthat high frequency stimulation
leads to an increase in the production of nitriclexn horizontal brain slices of the lateral
nucleus of the amygdala. It is to recognize thatidl@roduced continuously before the HFS

as well. TRPV1 activation increases the NO produncti

It could be shown that the TRPV1 receptor can besiseed by isoflurane, ethanol,
and serotonin. Ethanol and serotonin cause a rieduat LA-LTP. In co application with
capsaicin they increase LA-LTP. To not influenceélperimental results isoflurane should
be used in a concentration of 4 % or less for ahasm. The sensitization of the TRPV1
receptor caused by serotonin is presumably mediatatie 5-HBg, the 5-Hbc receptor,
or both.

In the context of this dissertation it could bewhdor the first time that the forced
swimming test has a suppressive effect on the lorthe LA. This finding supports other
stress studies in the amygdala and the hippocantuther it can be reported that an

activation of the TRPV1 receptor can counterad stiess induced suppressive effect.

Since the TRPV1 receptor is a possible target enttbatment of fear disorders it is
essential to know its way of action in order to elep suitable pharmaceutics for the
treatment of patients. Additionally, pharmacologicenipulation of the TRPV1 receptor
could be a method for treating stress induced pedgizal hyperactivities in the amygdala

with its resulting behaviour disorders.
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