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AbKkiirzungsverzeichnis

ACSF - artifizielle, zerebrospinale Flissigkeit

AK - Alzheimer-Krankheit

AMPA - a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsaure
AP - Aktionspotential

BCM - Bienenstock, Cooper, Munro

BURST - Burst-feuernde Pyramidenzelle

CA - Ammons Horn (lat. ,Cornu ammonis®)
cAMP - zyklisches Adenosin-3'-5-Monophosphat
CaM-Kll - Ca?/Calmodulin-abhéngige Kinase I
COMT - Catechol-O-Methyltransferase

CREB - cAMP response element-binding protein

cv - Variationskoeffizient (eng. ‘coefficient of variation’)
DA - Dopamin

D1-5 - Dopamin-Rezeptor-Subtyp

DG - Gyrus dentatus (engl. ,dentate gyrus’)

EC - entorhinaler Kortex

EPSC - exzitatorischer, postsynaptischer Strom

EPSP - exzitatorisches, postsynaptisches Potential

GABA - y-Aminobuttersaure
GluR1 - 4- AMPA-Rezeptor-Untereinheit

HC - Hippokampus

HFS - Hochfrequenzstimulation
LTP - Langzeitpotenzierung

LTD - Langzeitdepression

MAPK - Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MRT - Magnetresonanztomogramm
Ncl. - Nucleus

NMDA - N-Methyl-D-Aspartat

n - Anzanhl

ns - nicht signifikant

NR1 -3 - NMDA-Rezeptor-Untereinheit
P - Pulse

PaS - Parasubikulum

PKA - Proteinkinase A
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PPI

PrS
PTP
R
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RMP
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SEM
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VTA

- Tractus perforans (eng. ‘perforant path’)

- Doppelpulsindex (eng. ‘paired pulse index’)
- Prasubikulum

- posttetanische Potenzierung

- Rezeptor

- regular-feuernde Pyramidenzelle

- Ruhemembranpotential

- Serin

- Schaffer-Kollateralen

- Standardfehler (eng. ‘standard error of mean')
- Subikulum

- ventrale, tegmentale Area

- signifikant



1 Einleitung

Lernen, verstanden als Prozess der Bildung neuer Gedachtnisinhalte, ist ein wesent-
licher Bestandteil des Lebens. Gedachtnis — die Fahigkeit Informationen aufzunehmen,
langerfristig abzuspeichern und zu erinnern — ist ein Phanomen menschlichen Erlebens
und Verhaltens. Unser Gedachtnis erlaubt es uns, Sinneseindricke — seien sie
visuellen, auditiven oder anderen Modalitaten zuzuordnen — langerfristig, teilweise

sogar lebenslanglich, abzuspeichern und in neuen Situationen abzurufen.

Die Neurobiologie hat in den vergangenen Jahren eine Fulle von Erkenntnissen zu
Lern- und Gedachtnisvorgangen in den Gehirnen von Menschen und im Tiermodell
zusammengetragen. Auf unterschiedlichsten Betrachtungsebenen, von molekularen bis
hin zu systemischen Ansatzen, wurden dabei Mechanismen des Lernens und der
Informationsspeicherung aufgeklart. Bei einer Vielzahl derartiger Untersuchungen
kristallisierte sich in diesem Zusammenhang mehr und mehr die zentrale Rolle des
hirneigenen Botenstoffes Dopamin (DA) fur Lern- und Gedachtnisvorgange heraus
(Bach et al. 1999; Hersi et al. 1995; Ihalainen et al. 1999; Knecht et al. 2004; Lisman &
Otmakhova 2001; Tran et al. 2008), welcher die Abspeicherung von Informationen im
Langzeitgedachtnis fordert. Stérungen des DA-Haushaltes im Gehirn, sei es krankheits-
oder altersbedingt, fuhren zu definierten, kognitiven EinbuRen (Bach et al. 1999;
Gasbarri et al. 1996). Hier scheinen therapeutische Ansatze, die das Ziel einer
Normalisierung und Stabilisierung der DA-Ausschuttung im Gehirn verfolgen, besonders

vielversprechend.

DA-abhangige Lernvorgange scheinen speziell bei der Aufnahme neuer Informationen
essentiell zu sein. Eine Region im Mittelhirn, die ventrale, tegmentale Area (VTA),
wurde bisher vor allem mit der Regulation von Motivation und der Verarbeitung von
Belohnung in Zusammenhang gebracht. Es wurde gezeigt, dass diese Region bei
Verarbeitung vorwiegend neuer Information gegeniber bekannter Information aktiv ist
(Wittmann et al. 2005). Dieses System ist zudem dafur bekannt, den DA-Haushalt zu
regulieren. Das Verstandnis der Beziehung zwischen Gedachtnisbildung, Neuheit,
Motivation und Belohnung kénnte somit eine wichtige Grundlage fur die Behandlung

von Gedachtnisproblemen darstellen.



1.1 Hippokampale Formation

1.1.1 Konsolidierung und Abruf deklarativer Gedachtnisinhalte

Die Fahigkeit zur Bildung neuer, episodischer Gedachtnisinhalte und ihrer Integration in
eine zusammenhangende Autobiographie, die fur unsere Selbstwahrnehmung von
entscheidender Bedeutung ist, hangt von einer paarigen, phylogenetisch sehr alten
Struktur in der Tiefe des Schlafenlappens ab, die Hippokampus (HC) genannt wird
(Eichenbaum 2004; Squire et al. 2004). Der Name geht auf die Ahnlichkeit zwischen
dem Querschnitt dieser Struktur und einem Seepferdchen (griechisch ,Hippokampus®)
zuruck (Abb. 2c). Dieser Teil des medialen Schlafenlappens erhalt sensorische
Informationen (Lavenex & Amaral 2000) und steuert sowohl deren Speicherung als

auch deren Abruf.

Corpus
mammilare

Hippo-
kampus

Abbildung 1. Lokalisation des HC im Gehirn. Sagittale Projektion der Hemisphére (Schiinke et al. 2006).

Wichtige Erkenntnisse Uber die Funktion dieses Bereichs stammen aus
Untersuchungen an Patienten, deren mittlere Schlafenlappen beidseits entfernt wurden,
um pharmakoresistente Schlafenlappen-Epilepsie zu behandeln (Scoville & Milner
1957; Squire & Zola-Morgan 1991). Solche Patienten zeigten ein besonders auffalliges
und spezifisches Defizit in der Gedachtniskonsolidierung, der Fahigkeit, Inhalte des
Kurzzeitgedachtnisses ins Langzeitgedachtnis zu UberfUhren: Forderte man sie auf,
sich ein Wort oder einen Namen zu merken, konnten sie den Begriff wiederholen, wenn
sie danach gefragt wurden. Jede Erinnerung war jedoch verloren, sobald sie auch nur
kurz abgelenkt wurden. Inhalte des Langzeitgedachtnisses aus der Zeit vor der

Operation blieben relativ intakt. Bei lokalisationsspezifischeren Untersuchungen konnte



man die spezielle Bedeutung des HC fur die Gedachtniskonsolidierung belegen. Bei
diesen Fallen trat die Gedachtnisbeeintrachtigung im Zusammenhang mit beidseitigen,

auf den HC beschrankten Lasionen auf (Nicholls et al. 1995).

Bisher bleibt noch ungeklart, wie neue Informationen im Langzeitgedachtnis konsolidiert
werden. Das Zwei-Stufen-Modell der deklarativen Gedachtnisbildung besagt, dass neue
Informationen nur kurzzeitig im HC gespeichert und erst nach Ubertragung in kortikale
Netzwerke dauerhaft gespeichert werden (McClelland et al. 1995; Squire & Alvarez
1995). Es wird angenommen, dass an dieser Ubersetzung eine hippokampal-kortikale
Schnittstelle beteiligt ist (Buzsaki 1989; Hasselmo 1999; Squire et al. 2004).

1.1.2 Anatomisch-funktionelle Schnittstelle zum Kortex

Die hippokampale Region teilt sich in die hippokampale und parahippokampale Forma-
tion auf. Der charakteristische dreischichtige Aufbau der hippokampalen Formation wird
als das definierende Merkmal des sogenannten Allokortex betrachtet, der sich dadurch
vom sechsschichtigen Isokortex der GroRRhirnrinde unterscheiden lasst. Zur
hippokampalen Formation gehoren drei zytoarchitektonisch unterschiedliche Regionen:
der Gyrus dentatus (DG), der Hippokampus proper, der in die Felder CA3, CA2 und
CA1 (CA, von lat: Cornu Ammonis) unterteilt wird, sowie das Subikulum (SUB).

Die synaptische Verbindung in dieser Formation findet vorwiegend unidirektional statt
(Amaral & Witter 1995; O'Mara 2005), das heil’t erregende, glutamaterge Neurone sind
in einer Kette hintereinander geschaltet. Den Haupteingang fur kortikale Afferenzen
bildet der entorhinale Kortex (EC). Sternzellen der Schicht Il des EC projizieren Uber
den Tractus perforans (pp in Abb. 2) auf Kornerzellen der aulderen Molekularschicht des
DG. Diese senden ihre Efferenzen Uber Moosfasern in die Area CA3. Pyramidenzellen
der CA3 wiederum gehen Uber Schaffer-Kollateralen (sc) synaptische Verbindungen mit
Pyramidalneuronen der CA1 ein. Deren Nervenfasern ziehen Uber den Alveus und
Stratum oriens (so) der CA1 und erregen Pyramidenzellen des SUB (Amaral & Witter
1989; Amaral & Witter 1995). Das SUB projiziert wiederum auf Schicht IV des EC. Uber
Verbindungen der tiefen Schichten des EC mit dessen oberflachlichen Schichten
(Amaral 1993; Gloveli et al. 1995) wird die entorhinal-hippokampale Schleife

geschlossen.


http://de.wikipedia.org/wiki/Afferenz
http://de.wikipedia.org/wiki/Gyrus_dentatus
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Abbildung 2. a) Schematisches Flussdiagramm der hippokampalen Formation. b) Horizontaler
Querschnitt durch die hippokampale Formation der Ratte. Strichzeichnung unter Beschreibung der in c)
gezeigten Regionen, Schichten und Nervenfaserbahnen. c¢) histologische Darstellung einer Nissel-
Farbung. Abk.: DG — Gyrus dentatus, CA — Cornu ammonis, SUB — Subikulum, EC — entorhinaler Kortex,
PaS — Parasubikulum, PrS — Prasubikulum, pp — Tractus perforans, so — Stratum oriens, plc —
Pyramidalzellschicht, sl — Stratum lucidum, sr — Stratum radiatum, sl-m — Stratum lacunosum-moleculare,
ab — angulares Biindel, sc — Schaffer-Kollateralen (b und c: Amaral & Witter 1995).

Die parahippokampale Formation beinhaltet gemaf der gebrauchlichsten Definition den
EC, das Prasubikulum (PrS) und das Parasubikulum (PaS). Diese Regionen
unterscheiden sich von der hippokampalen Formation durch ihren sechsschichtigen
Aufbau und ihre reziproke Verschaltung zum SUB, wobei der EC eine direkte Projektion
nicht nur auf das SUB, sondern auch auf Schicht 3 der CA1 aussendet (Amaral & Witter
1995; Scharfman et al. 2000). Die Efferenzen des HC projizieren einerseits Uber den
Fornix zu subkortikalen Regionen wie den lateralen und basolateralen Kernen der
Amygdala (Chrobak et al. 2000), dem Thalamus (Shibata 1996), Hypothalamus,
Hirnstamm, Septum (Swanson & Cowan 1977) und Striatum (Sorensen 1985; Thierry et

al. 2000) sowie andererseits Uber parahippokampale Regionen zu kortikalen Strukturen.

1.2 Subikulum

1.2.1 Anatomisch-physiologische Eigenschaften

Wahrend die Area dentata sowie Areae CA3 und CA1 des HC umfangreich auf
neurophysiologischer, biochemischer und Verhaltensebene untersucht wurden, blieb
das SUB vergleichsweise wenig erforscht. Das SUB zeigt einen dreischichtigen Aufbau,
der ein Ubergangsfeld vom dreischichtigen, archikortikalen HC zum sechsschichtigen
Neokortex darstellt.
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Dieser besteht aus: einer oberflachlichen Molekularschicht, in die sich die apikalen
Dendriten der subikularen Pyramidalzellen erstrecken und welche in Verlangerung zum
Stratum lacunosum-moleculare (sI-m in Abb. 2b) und radiatum (s/) der angrenzenden
CA1 Region liegt; einer breiten Pyramidalzellschicht, welche die Soma der
Hauptneurone enthalt; und einer polymorphen Schicht, die sich zwischen Alveus und
Stratum pyramidale befindet (Amaral & Witter 1995; Lopes da Silva et al. 1990; Lorente
de N6 1934; O'Mara et al. 2001; Witter & Groenewegen 1990).

Die primaren Projektionen aus der Area CA1 bilden den Haupteingang des SUB.
Unterschiedliche Eingange scheinen hierbei vorwiegend topografisch Uber die Struktur
verteilt zu sein. So innervieren CA1 Neurone des proximalen Drittels selektiv subikulare
Zellen des distalen Drittels, wogegen im distalen Drittel entspringende CA1 Axone auf
Neurone im subikuldren proximalen Drittel projizieren (Amaral et al. 1991; Tamamaki &
Nojyo 1990; Witter & Groenewegen 1990). Das SUB seinerseits leitet Informationen an
den EC und verschiedene kortikale sowie subkortikale Strukturen wie den Nucleus
(Ncl.) accumbens, die Amygdala, den prafrontalen Kortex und den Hypothalamus weiter
bzw. zurtick (Hampson et al. 2000; O'Mara et al. 2001; Witter & Groenewegen 1990).

Somit ist das SUB Teil multipler, geschachtelter Schaltkreise (Kloosterman et al. 2003;
Kloosterman et al. 2004). Es bildet die Endstation der entorhinal-hippokampalen
Schleife und ist von zentraler Bedeutung in der Informationstbertragung zwischen HC
und kortikalen bzw. subkortikalen Arealen (Amaral & Witter 1995; Andersen et al. 1971;
Naber et al. 2000; O'Mara et al. 2001).

1.2.2 Intrinsische Eigenschaften

Subikulare Pyramidenzellen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen
Eigenschaften. Burst-feuernde Zellen (BURST) feuern unter depolarisierendem
Strompuls mit einer initialen Haufung von mehreren Aktionspotentialen (AP) - einem
sogenannten ,Burst - vergleichbar den CA3 Pyramidenzellen. Im Gegensatz entladen
regular-feuernde Zellen (REG) unter gleichen Bedingungen mit einzelnen AP ahnlich
den CA1 Pyramidenzellen (Stewart & Wong 1993). Das Zahlenverhaltnis zwischen
BURST und REG Zellen betragt etwa 2:1 (Gigg et al. 2000; Greene & Totterdell 1997;
Taube 1993; van Welie et al. 2006).
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Obwohl sich die beiden Pyramidenzelltypen durch ihre elektrophysiologischen Eigen-
schaften unterscheiden, konnte bislang kein wesentlicher morphologischer Unterschied
nachgewiesen werden (Abb. 3) (Knopp et al. 2005; Mason 1993; Menendez et al. 2003;
Taube 1993). Die dritte, sowohl elektrophysiologisch als auch morphologisch
abgrenzbare Gruppe subikularer Zellen sind schnell feuernde Interneurone, deren AP-
Frequenz bei etwa 200 Hz liegt (Greene & Totterdell 1997; Stewart & Wong 1993) und
die wesentlich kleiner als die beiden anderen Neuronenarten sind (Amaral & Witter
1995; Swanson et al. 1987).

Abbildung 3.

Elektrophysiologie und Morphologie
von subikuldren BURST und REG
Pyramidalneuronen. Links:
exemplarische Spannungsableitungen
bei intrazellularen  Strominjektionen
(250 ms; -0,8 bis +0,6 nA). Links oben:
AP gemittelt aus 4 Messungen
(Skalierung: 400 ps). Mitte und rechts:
Mikrophotographie und  Zeichnung
mittels Camera lucida der Zellen, von
denen elektrophysiologische
Messungen gemacht wurden (Greene
& Totterdell 1997).

Uber die funktionelle Bedeutung der beiden Zelltypen ist bislang wenig bekannt.
Grundsatzlich wird BURST Zellen eine besondere Rolle in der neuronalen Informations-
ubertragung zugeschrieben. Eine Theorie besagt, dass Bursts die Wahrscheinlichkeit
der Signalweiterleitung steigern. In postsynaptischen Zellen evozieren sie verlasslicher
eine Antwort als einzelne AP, die Transmitterfreisetzung wird verstarkt und Ausfalle
synaptischer Transmission werden reduziert. Synaptische Plastizitat wird in einem

starkeren Ausmal} beeinflusst als durch einzelne AP (Lisman 1997; Pike et al. 1999).

Bursts sollen mehr Informationsgehalt als einzelne Entladungen enthalten, wenn sie als
Einzelereignisse analysiert werden (Reinagel et al. 1999), wobei die Information durch
Burstdauer und AP-Frequenz innerhalb eines Bursts verschlusselt wird. Eine andere

Theorie bezieht sich auf die Frequenzpraferenz. Nur Bursts mit spezifisch resonanten
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Frequenzen konnen postsynaptische Entladungen verursachen. Unterschwellige
Membranoszillationen und Resonanzen unterstutzen dabei moglicherweise die

selektive Signalweiterleitung zwischen den Neuronen (lzhikevich et al. 2003).

Einige Studien lassen darauf schlie3en, dass Burst-Entladungen in subikularen Zellen
von Na*- und Ca**-Leitfahigkeiten abhangig sind (Jung et al. 2001; Mattia et al. 1997;
Wellmer et al. 2002). Burst-Entladungen sind vielfach in physiologische Prozesse invol-
viert wie z.B. synaptische Plastizitat (Pike et al. 1999), Aufrechterhaltung hippokampaler
Gamma-Rhythmen (Stanford et al. 1998), Rekrutierung neuronaler Netzwerke fir
synchronisierte Aktivitat (Harris & Stewart 2001) und visuelle Informationsverarbeitung
(Lesica & Stanley 2004; Livingstone et al. 1996). Zudem scheinen sie von pathophysio-
logischer Bedeutung bei der Temporallappen-Epilepsie zu sein (Yaari & Beck 2002).

1.3 Signalweg zwischen Hippokampus und ventraler, tegmentaler Area

Der HC und die VTA im Mittelhirn bilden unter Beteiligung dopaminerger Neurone —
Neurone, die DA als Transmitter freisetzen — eine funktionelle Schleife, worauf
zahlreiche neuere Befunde hindeuten (Review: Lisman & Grace 2005). Aktiviert wird
dieser Schaltkreis, sobald den HC neue, noch nicht gespeicherte Informationen

erreichen.

Diese Schleife neuronaler Transmission beinhaltet folgende, in Abbildung 4 dargestellte
Stationen: Die Zellen des Ncl. accumbens sind ein Hauptziel erregender, glutamaterger
Neurone aus dem SUB sowie der CA1 Region und fir die Informationsweiterleitung
zwischen HC und VTA essentiell (Floresco et al. 2001; Legault et al. 2000). In diesem
Zusammenhang wurde ebenfalls gezeigt, dass Neurone des Ncl. accumbens in
Abhangigkeit von Neuigkeitssignalen (lhalainen et al. 1999) oder subikularer Stimulation
(Wood & Rebec 2004) aktiv sind. Die GABAergen Efferenzen des Ncl. accumbens
(GABA: y-Aminobuttersaure als hemmender Transmitter) wiederum inhibieren die
schnell entladenden GABAergen Zellen des ventralen Pallidums, welche ihrerseits die
dopaminergen Neurone in der VTA tonisch inhibieren (Chrobak & Napier 1993). Somit
werden durch Aktivierung dieses polysynaptischen Signalweges die Efferenzen der
VTA disinhibiert, d.h. von ihrer tonischen Hemmung befreit. In der VTA flhrt dies zur
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Aktvierung dieser dopaminergen Neurone, die sowohl zur Area CA1 als auch zum SUB
projizieren (Lisman & Grace 2005). Diese Zellen zeigen tonische Aktivitat, aber kbnnen
in kurzer Latenz (50-110 ms) mit Bursts auf verschiedene Typen von Stimuli antworten.
Zu diesen Stimuli gehdren unvorhersehbare, positive Belohnung sowie neue oder
hervorstechende Reize (Mirenowicz & Schultz 1994; Schultz & Dickinson 2000).

\ Dentate

pathway gyrus

/ | ke

) P : 1 /" e
| Parahippocampal | / lippocampus |
olymodal == cortex - [ CA3 |
[egs f | Entorhinal | £ I
cartex NS S, (ETS N

REw 0 e | \ " |Hippocampus Dopamine release
cortex ] N\ |CAl

) A e e

Ventral

I B | pallidum

—— | Accumbens

Subiculum

Abbildung 4. HC-VTA — Schleife.
Plus - erregende, glutamaterge Projektionen; Minus — hemmende, GABAerge Projektionen.

Die Aktivierung der Schleife fuhrt somit dazu, dass im HC DA freigesetzt wird.
Dopaminerge Efferenzen zum HC (Scatton et al. 1980) stammen jedoch nicht nur aus
der VTA, sondern auch aus der Substantia nigra und sind am starksten im SUB, Hilus
und Stratum lacunosum-moleculare der Area CA1 ausgepragt (Gasbarri et al. 1994;
Gasbarri et al. 1997; Goldsmith & Joyce 1994). Das SUB besitzt eine relativ hohe
Dichte an DA-Rezeptoren (DA-R; Bruinink & Bischoff 1993; Fremeau, Jr. et al. 1991;
Martres et al. 1985; Meador-Woodruff et al. 1994). Es wird vermutet, dass die DA-
Freisetzung via HC-VTA — Schleife den Eingang neuer Informationen ins
Langzeitgedachtnis reguliert. Das SUB gilt hierbei als die wesentliche Schnittstelle
zwischen HC und mesolimbischen System (Blaha et al. 1997; Floresco et al. 2001;

Floresco et al. 2003; Taepavarapruk et al. 2000).

1.4 Neuronale Plastizitiat

Neuronale Plastizitat bildet die Basis fur die Entwicklung und Dynamik des Gehirns. Der
Begriff beschreibt Veranderungen von Synapsen und Nervenzellen in Abhangigkeit

ihrer jeweiligen Aktivierung. Man unterscheidet abhangig vom spezifischen System
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zwischen synaptischer, intrinsischer und homdoostatischer Plastizitat und abhangig von
der Dauer zwischen Kurzzeit- und Langzeitplastizitat. Aktivitatsabhangige, synaptische
Plastizitat wird als einer der zellularen Mechanismen verstanden, der den physio-

logischen Prozessen von Lernen und Gedachtnis zugrunde liegt (Martin et al. 2000).

Der Psychologe Donald Olding Hebb etablierte eine Theorie zur synaptischen
Plastizitat. In seinem Buch ,, The Organization of Behavior” formulierte er 1949 die als
Hebb’sche Lernregel bekannt gewordene Bedingung (Hebb 1949): ,Wenn ein Axon der
Zelle A [...] Zelle B erregt und wiederholt und dauerhaft zur Erzeugung von
Aktionspotenzialen in Zelle B beitragt, so resultiert dies in Wachstumsprozessen oder
metabolischen Verdnderungen in einer oder in beiden Zellen, die bewirken, dass die
Effizienz von Zelle A in Bezug auf die Erzeugung eines Aktionspotenzials in B gré3er
wird.” oder ,What fires together, wires together”. Seine Hypothese konnte spater durch
den Nachweis von Veranderungen in der Starke der synaptischen Informationsiber-

tragung zwischen Neuronen belegt werden (Bliss & Lgmo 1973).

Diese als synaptische Plastizitat bezeichneten Anderungen der Neurotransmission
kénnen transient oder persistierend sein. Als Kurzzeitplastizitat werden Anderungen der
synaptischen Ubertragung im Zeitraum einiger Millisekunden bis Sekunden bezeichnet.
Als Langzeitplastizitat werden Minuten (min) bis Tage dauernde Veranderungen
verstanden. Sie sind assoziiert mit neuronaler Entwicklung sowie der Konsolidierung
des Langzeitgedachtnisses (Malenka & Bear 2004; Martin et al. 2000).

Die persistierenden Anderungen kénnen sowohl durch Modifikationen der
elektrophysiologischen Eigenschaften als auch der morphologischen Eigenschaften der
Synapse verursacht werden. Morphologische Plastizitat zeigt sich z.B. in
Veranderungen der Dornfortsatze, die auf dendritischen Auslaufern den direkten
Kontakt zwischen zwei Nervenzellen gewahrleisten. Infolge von Lernprozessen kann es
zum Wachstum neuer Dornfortsatze, VergroRerung praexistierender und deren
Spaltung in zwei funktionelle Synapsen kommen (Abraham & Williams 2003; Matsuzaki
et al. 2004; Nagerl et al. 2004; Nikonenko et al. 2002; Yuste & Bonhoeffer 2001).

Die intrinsische Plastizitat ist eine anhaltende Modifizierung der elektrophysiologischen
Membraneigenschaften eines einzelnen Neurons, welche nicht direkt an der
synaptischen Ubertragung partizipieren. Sie manifestiert sich in Veranderungen des

Entladungsverhaltens durch veranderte Expression oder modifizierte, biophysikalische
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Eigenschaften von lonenkanalen. Die Rolle dieser Plastizitatsform ist bisher nicht vollig
geklart. Sie ist beteiligt an synaptischer Vernetzung, an unterschwelliger
Signaltbertragung ohne Induktion von AP, an der Erzeugung und Rickibertragung von
AP sowie an Metaplastizitat. Funktionell moduliert intrinsische Plastizitat synaptische
Plastizitat und ist eine Komponente der zellularen Homdostase (Daoudal & Debanne
2003; Frick & Johnston 2005; Zhang & Linden 2003).

Die homoostatische Plastizitat bezieht sich auf die Fahigkeit eines Neurons, dessen
Erregbarkeit abhangig von der Netzwerkaktivitat zu regulieren. Diese
kompensatorische Anpassung findet innerhalb von Tagen statt (Turrigiano et al. 1998).
Die Rolle der intrinsischen Plastizitat als Funktionsweise der homoostatischen
Plastizitat verdeutlicht folgendes Beispiel: Bleibt eine synaptische oder elektrische
Aktivierung an neokortikalen oder hippokampalen Neuronen fir die Dauer von Stunden
bis einigen Tagen aus, nimmt die intrinsische Erregbarkeit zu und scheint dem akuten
Effekt der ausbleibenden Stimulation entgegenzuwirken (Desai et al. 1999; Karmarkar &
Buonomano 2006). Abhangig von Zellart und Hirnregion unterscheiden sich die dabei
modulierten lonenkanéle. Involviert sind z.B. spannungsabhéngige Na*-Stréme
(Aptowicz et al. 2004) und unterschwellige K*-Strome: passive ,leak*- und

Hyperpolarisations-aktivierte H-Strome (Gibson et al. 2006; van Welie et al. 2004).

1.5 Synaptische Kurzzeitplastizitit

Formen der synaptischen Plastizitat, die wenige Millisekunden oder Sekunden anhalten,
werden als Kurzzeitplastizitat bezeichnet. Vorausgehende synaptische Aktivierung
bewirkt synaptische Fazilitierung (Verstarkung) oder Depression (Verminderung) der
synaptischen Informationsibertragung zwischen Neuronen. Fazilitierung oder
posttetanische Potenzierung (PTP) beruhen auf einer residualen Anhebung der
prasynaptischen Ca®*-Konzentration: Beim ersten synaptischen Puls stromt Ca** in die
Prasynapse und fiihrt zur Transmitterfreisetzung. Ist die Ca?*-Konzentration beim
zweiten eintreffenden Puls durch residuales Ca®* noch erhoht, wird beim wiederholten
Einstrom von Ca®* nun verstarkt Transmitter ausgeschuttet. Die zweite synaptische

Antwort ist somit im Vergleich zur ersten gesteigert (Zucker & Regehr 2002).
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Eine Depression des zweiten Pulses dagegen wird gewohnlich auf erschopfte
prasynaptische Pools zurtckgefuhrt. Feedback-Aktivierung prasynaptisch lokalisierter
Rezeptoren wie GABAg, Kainat- oder metabotrope Glutamatrezeptoren kénnen
ebenfalls die Transmitterfreisetzung reduzieren (MacDermott et al. 1999; Manzoni et al.
1995; Nisenbaum et al. 1992; Schmitz et al. 2001). Auf postsynaptischer Seite kann
darUber hinaus eine Rezeptordesensitisierung zu Doppelpulsverminderung fuhren
(Jones & Westbrook 1996).

1.6 Synaptische Langzeitplastizitat

Als Langzeitplastizitat wird sowohl Langzeitpotenzierung (L TP) als auch
Langzeitdepression (LTD) definiert. Die Erstbeschreibung von Langzeitplastizitat
erfolgte durch Bliss und Lemo. Sie konnten zeigen, dass hochfrequente Stimulation von
Eingangen in den HC eine LTP bewirkte, eine Zunahme der Amplituden exzitatorischer
postsynaptischer Potentiale (EPSP). Hierbei wurde der Tractus perforans stimuliert und
EPSP der Kdrnerzellen des DG aufgezeichnet (Bliss & Legmo 1973).

"~ Abbildung 5.

Tim Bliss, Per Andersen und Terje Lgmo.
Entdecker der LTP (Lisman et al. 2003).

Dieses Phanomen wurde zum allgemein anerkannten, zellularen Modell fir Lernen und
Gedachtnis (Bliss & Collingridge 1993; Malenka & Nicoll 1999). Dieses Modell konnte in
den letzten Jahren durch direkten Beweis bestatigt werden: Lernvorgange im Gehirn
erzeugten bei Ratten LTP (Rioult-Pedotti et al. 2000; Whitlock et al. 2006) und die
Unterbindung der Aufrechterhaltung der LTP fihrte zur Loschung bereits angelegter,

raumlicher Gedachtnisinhalte (Pastalkova et al. 2006).
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1.6.1 NMDA-R-abhangige LTP

LTP wurde bislang am intensivsten an Pyramidenzellen der CA1 und CA3 Region des
HC untersucht. Die Induktion von LTP beruht in der CA1 Region vorwiegend auf der
Aktivierung von postsynaptischen N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-Rezeptoren (R), einer
Untergruppe von ionotropen Glutamat-R, und den hierdurch ausgeldsten Einstrom von
Ca**-lonen in das postsynaptische Neuron. Unter Ruhemembranpotential (RMP) -
Werten werden NMDA-R durch extrazellulare MgZ+-Ionen blockiert und die zweite
Subgruppe ionotroper Glutamat-R, a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-
Propionsaure-(AMPA)-R, vermittelt nach glutamaterger Aktivierung einen
Kationenstrom (Na* und K*), der zu einer Depolarisation fiihrt. Bei tetanischer Reizung
kommt es zu einer derart starken Depolarisation, dass die blockierenden Mg**-lonen
spannungsabhangig von ihrer Bindungsstelle am NMDA-R Kanal dissoziieren und so
den Einstrom von Na* und insbesondere Ca** erméglichen (Abb. 6). Die darauf
zunehmende intrazelluldre Ca®*-Konzentration induziert eine LTP (Lynch et al. 1983;
Malenka et al. 1988; Malenka et al. 1992) (iber die Aktivierung der Ca?*/Calmodulin-
abhangige Kinase Il (CaM-KIl) und verschiedener ,second-messenger-Kaskaden
(Lisman et al. 2002; Malenka & Nicoll 1999; Yasuda et al. 2003).

Abbildung 6. LTP  Induktion.
Hochfrequente Stimulation fihrt zu einer
vermehrten  Transmitterfreisetzung  von
Glutamat (a). Uber Aktivierung von AMPA-R
wird die postsynaptische Zelle depolarisiert,
so dass der spannungsabhangige MgZ+-
Block der NMDA-R aufgehoben wird und
Na'- und Ca”-lonen {ber NMDA-R
einstromen (b).

Fur die Expression der LTP werden sowohl pra- als auch postsynaptische
Mechanismen diskutiert. Eine verstarkte synaptische Transmission kann durch

prasynaptische Zunahme der Glutamatfreisetzung (Stevens 1993) oder durch
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postsynaptische Zunahme der Empfindlichkeit gegenuber Glutamat (Nicoll & Malenka
1995) erklart werden. Als wesentliche postsynaptische Mechanismen der LTP
Expression sind die aktivitdtsabhangige Phosphorylierung (Benke et al. 1998; Lee et al.
2003; Malenka & Nicoll 1999; Soderling & Derkach 2000) sowie die Dichteerhéhung der
AMPA-R in der postsynaptischen Membran durch Exozytose-Mechanismen beteiligt
(Bredt & Nicoll 2003; Malinow & Malenka 2002; Song & Huganir 2002)

Wenn LTP postsynaptisch induziert wird, ware eine retrograde Kommunikation
Voraussetzung flr eine prasynaptische Zunahme der Transmitterfreisetzung. Einige
Ergebnisse deuten auf retrograde Botenstoffe hin, die ausgehend von der
postsynaptischen Zelle mit dem prasynaptischen Terminal kommunizieren. Beflrworter
retrograder Botenstoffe schlugen Stickstoffmonoxid als potentiellen Botenstoff vor
(Arancio et al. 1996; Schuman & Madison 1991; Son et al. 1996), wobei diese Annahme
von vielen Gruppen angefochten wurde (Cummings et al. 1994; Diamond et al. 1998;
Lischer et al. 1998; Selig et al. 1996; Serulle et al. 2007). Als weitere ,second
messenger” wurden Neurotrophine wie BDNF vorgeschlagen (Poo 2001). Dagegen
spricht, dass BDNF bei LTP prasynaptisch statt postsynaptisch freigesetzt wird
(Zakharenko et al. 2003).

1.6.2 NMDA-R-unabhingige LTP

Neben der NMDA-R-abhangigen LTP konnte an verschiedenen Synapsen des ZNS
eine NMDA-R-unabhangige Form nachgewiesen werden: flr hippokampale
Moosfasersynapsen (Zalutsky & Nicoll 1990), zerebellare Parallelfasern (Salin et al.
1996), kortikoamygdalare Terminalen (Humeau et al. 2003) sowie kortikothalamische
Synapsen (Castro-Alamancos & Calcagnotto 1999). Die prasynaptisch induzierte und
exprimierte Moosfaser-LTP beruht auf Stimulation der Ca?*/Calmodulin-sensitiven
Adenylylzyklase I, der konsekutiven Zunahme von zyklischem Adenosin-3‘,5'-
Monophosphat (cAMP; Weisskopf et al. 1994) und Aktivierung der cAMP-abhangigen
Proteinkinase A (PKA). Der Signaltransduktionsweg nach PKA-Aktivierung ist noch
nicht vollstandig geklart.
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Die PKA koénnte den Kationenkanal I, modulieren, wodurch die Zelle depolarisiert und
durch verstarkten Ca?*-Einstrom die Transmitterausschittung gesteigert wird (Huang &
Hsu 2003; Mellor et al. 2002), aber siehe (Chevaleyre & Castillo 2002). Ebenso spielen
prasynaptische Kainat-R bei der Moosfaser-LTP eine Rolle, wobei sie nicht wesentlich
fur deren Induktion sind (Bortolotto et al. 1999; Bortolotto et al. 2003; Contractor et al.
2001; Schmitz et al. 2003). Als notwendiger Bestandteil der Signalkaskade erwiesen
sich prasynaptische, vesikelassoziierte Proteine wie Rab3A und RIM1qa, was durch
Studien an Knock-out Tieren gezeigt wurde (Castillo et al. 1997; Castillo et al. 2002;
Nicoll & Schmitz 2005).

1.6.3 LTD

LTD ist der entgegengesetzte Prozess der LTP und wird an nahezu allen
exzitatorischen Synapsen des zentralen Nervensystems beobachtet. Dabei kommt es
zu einer Abnahme der synaptischen Ubertragung, die Giber Stunden bis Tage andauert.
Experimentell wird diese Form der synaptischen Plastizitat meist durch anhaltende,
niederfrequente Stimulation mit 0,5 - 5 Hz wie im HC induziert (Dudek & Bear 1992;
Dudek & Bear 1993). Man unterscheidet verschiedene Formen der Mechanismen von
LTD. Hippokampale und kortikale LTD kann von Aktivierung der NMDA-R (Cummings
et al. 1996; Dudek & Bear 1992; Kamal et al. 1999; Lee et al. 1998; Mulkey & Malenka
1992) und einem konsekutiven Anstieg der postsynaptischen Ca®*-Konzentration
(Cummings et al. 1996; Mulkey & Malenka 1992; Yang et al. 1999), Aktivierung der
metabotropen Glutamat-R (Bolshakov & Siegelbaum 1994; Huber et al. 2001; Oliet et
al. 1997) oder prasynaptischer Aktivierung der Endocannabinoid-R (Bender et al. 2006;
Chevaleyre & Castillo 2003; Chevaleyre & Castillo 2004; Sjostrom et al. 2003) abhangig
sein. Umgekehrt zur LTP ist LTD assoziiert mit Dephosphorylierung einer AMPA-R-
Kanal - Untereinheit (Lee et al. 1998), was die Wahrscheinlichkeit eines offenen
Zustands des AMPA-R-Kanals vermindert (Banke et al. 2000). Postsynaptische AMPA-
R werden in die postsynaptische Zelle durch Dynamin- und Clathrin-vermittelte
Endozytose-Mechanismen nach Aktivierung postsynaptischer Phosphatasen
aufgenommen (Beattie et al. 2000; Carroll et al. 1999; Ehlers 2000). Die
postsynaptische Sensitivitat gegenlber prasynaptischer Glutamatfreisetzung sinkt.
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Das Modell von Bienenstock, Cooper und Munro (BCM-Modell) beschreibt eine
spezifische Koabhangigkeit von LTP und LTD: Liegt das Ausmal einer
postsynaptischen Aktivierung unter einem Schwellenwert 8, wird LTD induziert. Liegt es
{iber 8 und kommt es zu einem ausreichend starken Ca?*-Einstrom, wird LTP induziert
(Bienenstock et al. 1982).

+

LTP Abbildung 7.

BCM-Modell zu aktivitdtsabhdngigem
Schwellenwert 6, der Induktion von LTP
und LTD reguliert (adaptiert nach Bear
2003).

(

A synaptische Starke

LTD postsynaptische Antwort

Es wird angenommen, dass die Unterscheidung, ob LTD oder LTP induziert wird, auf
einer veranderten Zusammensetzung der NMDA-R — Untereinheiten beruht (Hrabetova
et al. 2000; Liu et al. 2004; Tang et al. 1999), die wiederum aktivitdtsabhangig reguliert
wird (Quinlan et al. 1999; Williams et al. 2003). Wurde bereits LTP induziert, ist der
Schwellenwert angehoben und die Wahrscheinlichkeit steigt, dass ein Ca®*-Einstrom
LTD auslost (Bear 2003).

1.7 Synaptische Plastizitit im Subikulum

Wahrend LTP und ihre Mechanismen im DG, in den Areae CA3 und CA1 eingehend
untersucht wurden, sind die zellularen Grundlagen synaptischer Plastizitat im SUB
bislang nur wenig verstanden. Da das SUB eine wichtige Rolle bei Gedachtnisvor-
gangen (Deadwyler & Hampson 2004; Gabrieli et al. 1997; Zeineh et al. 2003) und
raumlicher Orientierung (Anderson & O'Mara 2004; Lever et al. 2009) spielt, ist das
Verstandnis synaptischer Plastizitat in dieser Region essentiell.

Die Unterscheidung subikularer Pyramidenzellen anhand ihrer intrinsischen Eigen-
schaften in REG und BURST Zellen konnte zwei grundsatzlich unterschiedliche Formen
von LTP aufdecken (Wozny et al. 2008b). Die Induktion beider LTP Typen hing von


http://en.wikipedia.org/wiki/BCM_theory

22

NMDA-R ab, wie bereits vorausgehende in vitro-Studien zeigen konnten (Boeijinga &
Boddeke 1996; Roberts & Greene 2003). In REG Zellen war die Induktion von LTP
abhangig von der Aktivierung postsynaptischer NMDA-R und postsynaptischem Ca?*,
jedoch unabhangig von cAMP- und PKA-Stimulation. Dagegen beruhte sie in BURST
Zellen auf Stimulation prasynaptisch lokalisierter NMDA-R. Die prasynaptische LTP in
BURST Zellen war Ca?*-abhangig und benétigte die Aktivierung der cAMP-PKA —
Kaskade (Abb. 8; Wozny et al. 2008a).

BURST

REG
2 présynaptischer
CA1 PLK:*CAMPﬂ-C NMDA-R
Glu
&®
257 & ‘.'" &

postsynaptischer
NMDA-R

Abbildung 8.

, Zelltypspezifische

L’@m SuB Mechanismen der [Induktion
NMDA. und Expression von LTP in
subikularen REG und BURST
Zellen.

Auf eine prasynaptische Komponente der Expression von LTP in BURST Neuronen
deuteten bereits mehrere Untersuchungen hin (Commins et al. 1998; Kokaia 2000;
Wozny et al. 2008a; Wozny et al. 2008b). Dieses Ergebnis ist physiologisch relevant, da
der Unterschied zwischen pra- und postsynaptischer Expression synaptischer Plastizitat
auch mit unterschiedlichen Folgen fur die Informationsubertragung einhergeht. Ein
postsynaptischer Mechanismus bewirkt eine gleichmalig zunehmende synaptische
Effektivitat (Selig et al. 1999). Im Gegensatz dazu verteilen prasynaptische Veranderun-
gen die verflugbare synaptische Effektivitat um und stellen einen Mechanismus dar, den

interneuronalen Signalgehalt zu andern (Markram & Tsodyks 1996).

Die postsynaptische LTP in subikularen REG Zellen ist dementsprechend mit der
NMDA-R-abhangigen Form der LTP in der CA1 Region vergleichbar. Die
prasynaptische Form der LTP in subikularen BURST Zellen weist hingegen Merkmale

der prasynaptischen LTP von z.B. hippokampalen Moosfasersynapsen auf.
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1.8 Dopaminerge Neuromodulation

1.8.1 Lernprozesse und Gediachtniskonsolidierung

Die Speicherung neuer Information scheint entscheidend von einer zeitgleichen
dopaminergen Innervation bestimmter hippokampaler Areale abzuhangen (lhalainen et
al. 1999; Lisman & Otmakhova 2001). Der Zusammenhang zwischen dopaminerger
Neuromodulation im Bereich des HC einerseits und der Speicherung neuer
sensorischer Information andererseits konnte sowohl am Tier als auch am Menschen
gezeigt werden (Lisman & Grace 2005): So wurde an Ratten unter Blockade von DA-R
oder bei Lasionen dopaminerger Signalwege eine Abnahme hippokampaler
Gedachtnisleistungen festgestellt (Gasbarri et al. 1996). Dagegen kam es zur Zunahme
von Gedachtnisleistungen unter Aktivierung von DA-R oder wenn die Tiere neuer,
aulerer Umgebung ausgesetzt wurden (Bach et al. 1999; Hersi et al. 1995; Tran et al.
2008). Beim Menschen flhrte ebenso Gabe von Levo-DOPA, einer Vorstufe von DA, zu
deutlich verbesserter Lernleistung (Knecht et al. 2004) und Gabe von Pergolid, einem
D1- und D2-R Agonisten, zu verbesserter Leistung im raumlich-visuellen
Arbeitsgedachtnis (Mdller et al. 1998). Der DA-Stoffwechsel unterliegt genetischen
Polymorphismen, da dieser von der Aktivitat des Enzyms Catechol-O-Methyltransferase
(COMT) abhangig ist. Probanden, bei denen die Aktivitat von COMT pharmakologisch
gehemmt wurde (Apud et al. 2007) zeigen bessere Leistungen des episodischen
Gedachtnisses ebenso wie Trager des Met/Met-Genotyps, der mit geringer
Enzymaktivitat der COMT und erhdhten DA-Konzentrationen verbunden ist, als Trager
des Val-Allels, verbunden mit hoherer COMT-Aktivitat und reduzierter DA-Konzentration
(de Frias et al. 2004). Im funktionellen Magnetresonanztomogramm (MRT) zeigt sowohl
die VTA als auch der HC beim Lernen neuer Informationen eine deutliche, simultane
Aktivierung (Schott et al. 2004; Wittmann et al. 2005).

Abbildung 9.

Simultan gesteigerte Aktivitat von
hippokampalen und mesenzephalen,
dopaminergen Arealen wahrend expliziter
Gedachtnisprozesse und assoziativer
Neuigkeitsdetektion im fMRT (Schott et al.
2004).

anteriorer Mesenzephalon
Hippokampus
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1.8.2 Signalkaskaden und Rezeptormodulation

Als funktionell anatomisches Korrelat, welches die Koinzidenz zwischen DA-
Ausschuittung im HC und der erleichterten Gedachtniskonsolidierung erklart, gilt die HC-
VTA-Schleife (siehe ,Einleitung 1.3%). Unklar ist bislang, welche der hippokampalen
Areale entscheidend fur diesen Prozess sind und welche zellularen und molekularen

Mechanismen ihm zugrunde liegen.

DA-R lassen sich in funf Subtypen unterteilen, welche pharmakologisch in die D4-R-
Familie (D1/D5-R) und die D,-R-Familie (D2/D3/D4-R) unterteilt werden kénnen
(Sunahara et al. 1991; Vallone et al. 2000).

Extracellular

Abbildung 10. Schematische Struktur der D1-R-Familie. Die D2-R-Familie ist durch kirzere COOH-
Terminale und eine grolRere dritte, intrazelluldre Schleife charakterisiert.  Potentielle
Phosphorylierungsorte sind an der dritten intrazellularen Schleife (/3) und dem COOH-Endpunkt,
Glykolisierungsorte am NH,-Ende. G-Protein-R-Kopplung findet am Carboxy-Terminus und 13 statt, um
die second-messenger - Signalkaskade zu aktivieren. E71-E3 — extrazelluldare Schleifen, 1-7 -
transmembrandre Domanen, /2-/13 — intrazelluldre Schleifen (Missale et al. 1998).

Aktivierung der D1-Familie bzw. Do-Familie fihrt entsprechend ihrer unterschiedlichen
G-Protein-Kopplung zu einer erhdhten bzw. verminderten Aktivitat der Adenylylzyklase,
welche ihrerseits einen Anstieg bzw. Abfall der cAMP-Konzentration bedingt (Missale et
al. 1998). Eine wesentliche Funktion des cAMP ist die Aktivierung der PKA.
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Die PKA wiederum

phosphoryliert die NR1-Untereinheit des NMDA-R (Snyder et al. 1998) und
erhoht so den NMDA-R-vermittelten Einwartsstrom (Chen et al. 2004; Flores-
Hernandez et al. 2002; Gonzalez-Islas & Hablitz 2003; Hernandez-Lopez et al.
1997; Seamans et al. 2001).

phosphoryliert die GluR1-Untereinheit am S (Serin) - 845-Rest des AMPA-R und
steigert so die AMPA-Kanal — Offenwahrscheinlichkeit (Song & Huganir 2002;
Wolf et al. 2003) und den AMPA-R-vermittelten Einwartsstrom (Price et al. 1999;
Snyder et al. 2000; Yan et al. 1999).

disinhibiert die CaM-KII (Blitzer et al. 1998), die ebenso durch den zunehmenden
Ca?*-Einstrom aktiviert wird. CaM-KI| verstarkt die AMPA-Kanal — Leitfahigkeit
(Derkach et al. 1999) Uber eine Phosphorylierung der GluR1-Untereinheit am S-
831-Rest (Barria et al. 1997) und ist im phosphorylierten Zustand hinreichend fur
die Expression von LTP (Lisman et al. 2002).

deaktiviert indirekt Phosphatasen, die sonst NMDA- und AMPA-R
dephosphorylieren und so den kationischen Einwartsstrom vermindern (Jay
2003; Snyder et al. 1998).

fordert in Verbindung mit CaM-KII den Einbau von postsynaptischen AMPA-R
(Esteban et al. 2003; Gao et al. 2006; Smith et al. 2005).

Diese Mechanismen greifen modulierend in die synaptische Transmission und

Plastizitat ein (siehe Abb. 171). Die langandauernde Komponente der LTP bendétigt neue
Proteinsynthese und Gentranskription (Abraham & Williams 2003; Lynch 2004;
Pittenger & Kandel 2003). Signalgebende Molekule sind PKA, CaM-KIl, Mitogen-

aktivierte Proteinkinase (MAPK), welche ihrerseits den Schlusseltranskriptionsfaktor

CREB (cAMP response element-binding protein) und andere Gene aktivieren (Abraham
& Williams 2003; Lynch 2004; Pittenger & Kandel 2003; Silva et al. 1998). Die

Phosphorylierung von CREB ermdoglicht die Transkription neuer Gene, was

entscheidend fur die Aufrechterhaltung der langanhaltenden, synaptischen Plastizitat

und die Formation des Langzeitgedachtnisses ist (Silva et al. 1998).
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Abblldung 11. Schematische Darstellung der Signalkaskade, die zur Proteinsynthese fiihrt. DA und
ca®' steigern die cAMP-Konzentration, was die PKA und MAPK aktiviert. Diese Kinasen aktivieren CREB
im Nukleus und initiieren den Transkriptionsprozess, der zur Synthese neuer Proteine fihrt (Muzzio et al.
2009).

Effectors

1.8.3 Modulation von LTP

Die Veranderung synaptischer Ubertragung durch Neuromodulatoren wie DA wird als
heterosynaptische Fazilitierung oder Depression bezeichnet. Wie lang die
neuromodulatorische Wirkung anhalt und welche zellularen Mechanismen daftr
verantwortlich sind, hangt vom Erregungszustand des modulierten Neurons, der

vorangehenden Aktivierung und der jeweiligen Region ab (Dudel et al. 2001).

Synaptische Plastizitat und ihre Modulation durch DA wurde im HC am intensivsten an
Schafferkollateral-Synapsen der Area CA1 untersucht (Jay 2003). Eine Stimulation von
D1/D5-R verstarkte die Induktion sowie die Persistenz der LTP. Dies konnte sowohl in
vitro (Otmakhova & Lisman 1996; Swanson-Park et al. 1999) als auch in vivo (Lemon &
Manahan-Vaughan 2006; Li et al. 2003; Swanson-Park et al. 1999) nachgewiesen
werden. Unterschwellige Stimulationsprotokolle, die selbst keine LTP induzieren,
verursachten diese jedoch unter Stimulation eines D1/D5-R Agonisten Uber die cAMP-
PKA-Kaskade (Li et al. 2003).
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Bemerkenswert ist, dass die Tiere eine vergleichbar reduzierte Schwelle zur LTP
Induktion auch nach einigen min ausbildeten, wenn sie einer neuen raumlichen
Umgebung ausgesetzt worden waren. Diese erleichterte LTP Induktion konnte durch

einen D1/D5-R Antagonisten verhindert werden.

Auler in der CA1 wurde im DG eine dopaminerge Modulation synaptischer Plastizitat
beobachtet. Hier konnte eine Verstarkung der LTP sowie eine Hemmung der
Depotenzierung einer zuvor ausgeldsten LTP gezeigt werden (Abe et al. 2009; Kulla &
Manahan-Vaughan 2000; Kusuki et al. 1997). Ebenso konnte im Striatum (Calabresi et
al. 2000; Centonze et al. 2003) und prafrontalen Kortex (Gurden et al. 2000) LTP durch
D1/D5-R Stimulation Uber die cAMP-PKA — Kaskade verstarkt bzw. durch D1/D5-R

Antagonismus blockiert sowie bei D1/D5-R Knock-out Mause nicht reproduziert werden.

Diese Ergebnisse verdeutlichen den engen Zusammenhang zwischen Detektion neuer
sensorischer Information, der zeitgleichen Ausschuttung von DA im SUB sowie der
erleichterten Induktion synaptischer Plastizitat in diesen Regionen. Wenngleich das
SUB eine Schllsselrolle in der Interaktion zwischen HC und mesolimbischen
dopaminergen System einnimmt (Blaha et al. 1997; Brudzynski & Gibson 1997; Legault
& Wise 2001; Lisman & Grace 2005), liegen bislang keine Arbeiten zur dopaminergen

Modulation synaptischer Plastizitat im SUB vor.
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2 Fragestellung

Folgende Hypothesen und Fragestellungen werden in der vorliegenden Arbeit Gberpruft:

DA moduliert die Schwelle zur Induktion synaptischer Plastizitat an subikularen

Pyramidalneuronen.

e Dopaminerge Modulation von LTP hat einen anderen Effekt an CA1-SUB —
Synapsen als an vorgeschalteten CA3-CA1 — Synapsen.

e Dopaminerge Stimulation moduliert LTP zelltypspezifisch an CA1-SUB —
Synapsen.

e Unterschiedliche Mechanismen liegen der zelltypspezifischen, dopaminergen
Modulation von LTP zugrunde.

o Welche Rezeptoren (NMDA-R) und Signalkaskaden (PKA) sind bei der
Induktion von LTP involviert?

o Lasst sich ein pra- oder postsynaptischer Wirkmechanismus identifizieren?

Vorbedingungen:

e CA1 und beide, subikulare Pyramidenzelltypen unterscheiden sich in ihren
intrinsischen Membraneigenschaften.

¢ Dopaminerge Stimulation verandert die intrinsischen Membraneigenschaften und
die basale synaptische Transmission subikularer Pyramidenzellen.
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3 Material und Methoden

3.1 Tierpraparation

Es wurden adulte Wistar-Ratten (4-6 Wochen, beiden Geschlechts) aus der Eigenzucht
des Instituts fur Neurophysiologie, Charité — Universitatsmedizin Berlin verwendet. Flr
die Praparation wurden Tiere im Alter von 28 bis 42 Tage gewahlt, da die Entwicklung
des Gehirns zu diesem Zeitpunkt abgeschlossen ist und somit eine Untersuchung an
bereits ausgebildeten synaptischen Verbindungen ermdglicht. Alle Versuchstiere
wurden unter standardisierten Bedingungen mit Wasser und Trockenfutter ad libitum
gehalten. Der Tagesrhythmus von 12:12 Stunden war nicht invertiert. Es wurde gemaf}
nationaler und internationaler Richtlinien angestrebt, den Stress der Tiere vor der
Praparation so gering wie moglich zu halten und nur die unbedingt erforderliche Menge

an Tieren zu toten.

Nach vorangegangener, tiefer Ather-Narkose mit Verlust der Schmerzreizreaktion
wurden die Versuchstiere durch eine Guillotine dekapitiert, der Hirnblock freiprapariert,
abgesetzt, enthommen und in oxygenierte, 0-4° C kalte, artifizielle zerebrospinale

Flissigkeit (ACSF) transferiert, welche folgende Zusammensetzung hatte (in mM):

NacCl 129 87
Na,PO, 1,25 1,25
NaHCO; 26 26
KCI 3 25
CaCl, 1,6 0,5
MgSO, 1,8 -
MgCl, - 7
Glukose 10 25
Saccharose | - 75

Tabelle 1. physiologische artifizielle zerebrospinale Fliissigkeit (ACSF), links und Saccharose-basierte
ACSF fur Patch-Clamp Aufnahmen, rechts. Alle Chemikalien bezogen von SIGMA-Aldrich, St. Louis
(MO), USA.
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Fur Patch-Clamp Aufnahmen wurde die Praparation in eiskalter, Saccharose-basierter
ACSF durchgefuhrt. Die Oxygenierung erfolgte durch Begasung mit Karbogen, einem
Gasgemisch aus 95 % O, und 5 % CO,. Mittels eines Vibratoms (Campden Instruments
Ltd., Loughborough, UK) wurden aus dem isolierten Gewebe 400 uM dicke, horizontale
Hirnschnitte gewonnen. Diese Schnittdicke stellt bei adulten Tieren durch Diffusion eine
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung auch in der Mitte des Schnittes sicher (Richards
CD 1981). Die Gewebeschnitte enthielten den HC, den subikularen Komplex, die

entorhinale und perirhinale Region sowie Teile des temporalen Kortex (Abb. 12).

Abbildung 12.

3-dimensionale Ansicht des Rattenhirns
von frontolateral mit horizontalem, c-
férmigen HC im Ausschnitt. Abkurzungen:
CA - Cornu ammonis, DG - Gyrus
dentatus, EC — entorhinaler Kortex, PaS —
Parasubikulum, PrS — Prasubikulum, SUB
— Subikulum (Witter et al. 2000).

Nach Separation wurden die Schnitte fur Aufnahmen mit scharfer Mikroelektrode
einzeln in eine Interface-Kammer vom Haas-Typ (Eigenbau des Instituts flr
Neurophysiologie) Uberfuhrt, welche mit Karbogen-begaster, vorgewarmter (34 + 0,5°
C) ACSF perfundiert wurde (siehe Abb. 13). Hierbei werden die Hirnschnitte an der
Grenze zwischen gasformiger und flissiger Phase des Nahrmediums platziert. Nach
Sattigung der ACSF-Lésung mit Karbogen stellte sich mit der bereits enthaltenen
Bikarbonatpufferung (bei 34° C) ein pH-Wert von 7,4 ein. Die Schnitte fir Patch-Clamp
Experimente wurden 30 min unter ,submerged’ (eingetauchten) Bedingungen, bei 34° C
aufbewahrt, danach in physiologische ACSF bei Raumtemperatur Gberfuhrt. Fur die
Aufnahmen wurden die Schnitte in einer Immersionskammer fixiert und mit begaster

ACSF-Badlésung mit 4-6 ml/min superfundiert.
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3.2 Messaufbau

Die Durchfuhrung der Experimente mit scharfer Mikroelektrode erfolgte unter
Interfacebedingungen. Abbildung 13 zeigt den zweigeteilten, zylindrischen Interface-
Messaufbau, bestehend aus einer Perfusions- und einer Heizkammer. In der mit
KODAK Filterlinsenpapier mehrlagig belegten Perfusionskammer aus Plexiglas werden
die Schnitte aufbewahrt. Die umspulende Badlésung wird Uber Polyethylenschlauche
mittels Peristaltikpumpe aus einem Vorratsgefal® zugefihrt. Die
Perfusionsgeschwindigkeit betragt ca. 1,5-2 ml/min. Die Heizkammer ist mit Aqua
bidest. gefllt, erwarmt die zugeflhrte Losung und leitet Karbogen Uber seitliche
Belliftungsschlitze an die Oberflache der Hirnschnitte. Zur Aquilibrierung werden die
Hirnschnitte mindestens eine Stunde vor Beginn der Messungen inkubiert.
Wahrenddessen werden beide inneren Kammern mit Filterpapier abgedeckt, um die
Gasphase uber der oberen Schnittseite gesattigt zu halten und ein potentielles
Austrocknen der Schnittoberflache zu verhindern. Unter diesen Bedingungen bleibt das
Gewebe ca. 8-10 h vital. Der gesamte Aufbau ist von einem Faraday-Kafig umgeben,
um Artefakte zu reduzieren, die vorwiegend durch die umgebende 50-Hz-

Wechselspannung der Stromversorgung entstehen.

' /Stimulatigns-
mg-nipulator

Abbildung 13.
Experimenteller Versuchsaufbau — Interface-Messkammer mit Perfusions- und Heizkammer.
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3.3 Elektrophysiologische Untersuchungen

3.3.1 Vorteile der unterschiedlichen Arten der Intrazelluldr-Messung

In dieser Arbeit wurden zwei Messkonfigurationen zur Registrierung des
Membranpotentials oder Stroms Uber eine Zellmembran verwendet: Ableitungen mit
scharfer Mikroelektrode im Bridge - Modus und Voltage-Clamp Messungen im Whole-
Cell - Modus.

Die Messungen mit scharfer Mikroelektrode haben den Vorteil, dass durch den relativ
kleinen Offnungsdurchmesser mit hohem Widerstand der lonenaustausch zwischen
Intrazellularflissigkeit der Zelle und der Elektrolyte innerhalb der Pipette gering
gehalten wird. So bleibt der Effekt auf die ionische Zusammensetzung der
Intrazellularflissigkeit minimal und postsynaptische Transduktionskaskaden werden
nicht ausgewaschen. Dies ist ein wesentlicher Vorzug dieser Messtechnik im Vergleich
zur Patch-Clamp - Technik in der Whole-Cell - Konfiguration, bei der die
Intrazellularflissigkeit der Zelle sich mit der Losung innerhalb der Aufnahmeelektrode
mischt und es somit zum 'wash-out’, d.h. zur sukzessiven Minderung intrazellularer

Komponenten (wie sekundarer Botenstoffe) kommen kann.

Der Vorteil der Patch-Clamp - Technik besteht dagegen darin, dass uber die Patch-
Pipette Pharmaka spezifisch in die untersuchte Zelle appliziert und somit

postsynaptische Kaskaden sowie Kanale beeinflusst werden kénnen.

3.3.2 Stromklemme vs. Spannungsklemme

Die Untersuchung der intrinsischen und synaptischen Eigenschaften von CA1 und
subikularen Neuronen erfolgte im Modus der Stromklemme mit scharfer Mikroelektrode,
die Untersuchung der synaptischen Eigenschaften im Modus der Spannungsklemme

unter Patch-Clamp Bedingungen.

In der Spannungsklemme wird das Membranpotential durch Strominjektion via eines
rickkopplungsmodulierten Regelkreises auf vorgegebenem, spezifischem Niveau fixiert

und der daflir notwendige Kompensationsstrom gemessen.
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In der Konfiguration der Stromklemme wird hingegen die Spannung gemessen und es
konnen RMP, AP und evozierte postsynaptische Potentiale aufgenommen werden. Fur
Messungen in der Stromklemme wurde der spezielle Bridge - Modus verwendet, der
durch einen elektrischen Schaltkreis den hohen Eingangswiderstand der scharfen

Mikroelektrode kompensieren kann.

3.3.3 Stimulations- und Aufnahmeelektroden

Bei Messungen mit scharfer Mikroelektrode wurden zur Ausldsung synaptisch
evozierter Potentiale die Afferenzen der Pyramidenzellen mittels einer bipolaren
Mikrostimulationselektrode orthodrom gereizt. Zur Herstellung dieser Reizelektrode
wurden doppellumige Thetaglas-Kapillaren (Hilgenberg GmbH, Malsfeld, Deutschland)
verwendet, die mittels eines automatischen Pipettenziehgerates (DMZ Universal
Microelectrode Puller, Zeitz, Augsburg, Deutschland) hergestellt und auf einen
Spitzendurchmesser von Uber 100 um zurtickgebrochen wurden. Silberdrahte wurden
an einem Ende mit Platin-Iridium-Drahten (25 um Durchmesser) verlétet und mit dieser
Seite voran in je einen Schenkel der Thetakapillare geschoben, bis ca. 1-2 mm des
Drahtes aus der Kapillarspitze ragte. Unter einem Mikroskop wurden diese beiden
Enden mittels erhitzten Schellacks so gegeneinander isoliert, dass die Drahte parallel

ausgerichtet waren und ihr Abstand ca. 50-100 ym betrug.

Bei Patch-Clamp Messungen wurden unter submerged Bedingungen pseudounipolare
Mikrostimulationselektroden (Science Products GmbH, Hofheim, Deutschland)
verwendet, die weitlumigen Patch-Clamp - Messelektroden entsprachen.

Kurzschlussstrome wurden durch die Pseudounipolaritat der Elektroden verhindert.

Zur Signalerfassung wurden filamenthaltige Glaskapillaren (Science Products GmbH,
Hofheim, Deutschland) aus Borosilikatglas von 1,2 mm AuRendurchmesser verwendet,
die mit Hilfe des Elektrodenziehgerates in einem Schritt so hergestellt wurden, dass der
Spitzendurchmesser fur scharfe Mikroelektroden weniger als 0,5 ym und ihr Widerstand
zwischen 50 und 90 MQ betrug. Die fertigen Pipetten wurden blasenfrei mit 2,5 M K*-
Acetat geflllt und ein chlorierter Silberdraht eingebracht, der die Elektrolytldsung

elektrisch mit Verstarker und Signalverarbeitungskreislauf verband.
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Patch-Clamp Elektroden mit einem Widerstand von 4-6 MQ wurden mit folgender
Ldsung gefullt (in mM): K-Glukonat 135; KCI 20; HEPES 10; Phosphokreatin 7; Mg-ATP
2; Na-GTP 0,3; EGTA 0,2 (SIGMA-AIdrich, St. Louis, USA) und mit KOH auf einen pH

von 7,2 angepasst.

Um postsynaptische Potentiale/Strome in CA1 Pyramidenzellen zu evozieren, wurde
die Reizelektrode extrazellular im Stratum radiatum der CA1 Region positioniert. Um
synaptisch evozierte Potentiale/Strome in SUB Pyramidenzellen zu untersuchen, wurde

die Reizelektrode im Alveus plaziert.

perforant mossy
path fibers
EC >

PrS/PaS

Abbildung 14. Schematisches Diagramm der hippokampalen Formation mit Platzierung der stimulieren-
den und aufnehmenden Elektroden in Area CA1 und im SUB. Pfeile - exzitatorische Verbindungen,
Blitze - Stimulationsorte im Stratum radiatum der CA1 und im Alveus zwischen CA1 und SUB.

3.3.4 Technik der Intrazellulir-Messung

Bei Messungen mit scharfer Mikroelektrode wurde mittels eines Leitz-Manipulators
(siehe Abb. 13) die aufnehmende Elektrode unter mikroskopisch-visueller Kontrolle
platziert. Unter standiger (2 Hz) Applikation eines hyperpolarisierenden Strompulses
(-0,1 nA) wurde zunachst der Elektrodenwiderstand auf der Gewebeoberflache mit Hilfe
des Bridge-Schaltkreises kompensiert. Die Elektrode wurde langsam, sukzessiv in das
Gewebe eingefuhrt und wahrenddessen mittels kurzer, oszillierender Strompulse
(,buzz") versucht, eine Zelle zu penetrieren. Der Kontakt zur Zelle war durch eine
schnelle Hyperpolarisation auf Werte auszumachen, die leicht positiver als das RMP

waren. Darauf wurde die Zelle hyperpolarisiert und langsam RMP-Werten angepasst.
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Bei Patch-Clamp Messungen erfolgte die Auswahl der Neuronen und die Positionierung
der Pipetten (Stimulations- und Mess-Patchpipette) unter visueller Kontrolle mittels

eines 63x Wasserimmersionsobjektivs sowie Kamera und Monitor.

Das Prinzip der Patch-Clamp - Technik beruht auf einem elektrischen
Ruckkopplungsmechanismus: Das Potential der untersuchten Zelle wird konstant
gehalten und der dazu notwendige Kompensationsstrom gemessen. Die gleichzeitige
Strommessung und Potentialkontrolle wird durch eine Strom-Spannungswandlung
bewerkstelligt, dessen wichtigste Komponenten der Operationsverstarker und der
Referenzwiderstand sind. Bei Abweichungen zwischen Membranpotential und
Kommandospannung, die von der Steuereinheit vorgegeben wird, entsteht am
Verstarkerausgang eine Spannung, die proportional zu dieser Differenz und extrem
verstarkt ist. Aufgrund des Spannungsunterschiedes flie3t solange ein Strom Uber den
Referenzwiderstand, bis die Differenz am Verstarkereingang aufgehoben ist. Mittels
Referenzwiderstandes ist eine Reaktion auf Spannungswechsel im
Mikrosekundenbereich moglich, was unerlasslich fur hohe zeitliche Auflésung bei der
Strommessung ist. Storgrolien wie die Membrankapazitat oder die Pipettenkapazitat

werden Uber Ruckkopplungskreise kompensiert.

Nach dem Einflhren der Pipette in die Badlésung wird Uber einen Test-Spannungspuls
und die resultierende Stromantwort der Widerstand kontinuierlich Gberwacht. Der
Kontakt zwischen Pipettenspitze und Zellmembran I6st einen Anstieg des Widerstandes
aus, was durch eine Reduktion der Stromantwort erkennbar wird. Das Ansetzen von
Unterdruck in der Pipette flhrt nun zur Entwicklung eines GQ-Seal, einer elektrisch
dichten Verbindung zwischen Membran und Pipettenspitze: Diese Konfiguration wird
auch als ,Cell-Attached” - Modus bezeichnet. Durch den GQ-Seal werden Leckstrome
zwischen Membranoberflache und Pipettenspitze auf ein Minimum reduziert. Von der
Cell-Attached - Konfiguration gelangt man zu 3 Folgekonfigurationen: Whole-Cell,
Inside-Out und Outside-Out. In der Whole-Cell - Konfiguration werden keine
Einzelkanalstrome, sondern die Gesamtstromantwort einer Zelle als Summe aller

aktiven Kanale gemessen.
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3.3.5 Intrinsische Eigenschaften

Nach Stabilisierung des RMP wurden die Zellen auf ihre intrinsischen Eigenschaften
untersucht. Zur Charakterisierung des intrinsischen Entladungsverhaltens wurden
stufenweise hyper- und depolarisierende Strominjektionen (-0,5 nA bis +1,0 nA; 200
ms) appliziert. Dabei wurden RMP, Eingangswiderstand, Entladungsverhalten sowie die

Akkommodation der Entladungsfrequenz der Zelle bestimmt.

Far die Messungen wurden nur Zellen akzeptiert, deren RMP negativer als -60 mV und
deren Eingangswiderstand > 25 MQ war. Anderungen des Eingangswiderstandes

wurden kontinuierlich iberwacht und Uber den Bridge-Ruckkopplungskreis adaptiert.

Messungen von AP wurden bei einem zur AP-Induktion gerade Uberschwelligen
Strompuls vorgenommen. Die relative AP-Schwelle wurde als die Spannungsdifferenz
zwischen RMP und dem Beginn des schnell ansteigenden Schenkels des AP
angegeben, die AP-Amplitude als Spannungsdifferenz zwischen RMP und AP-
Maximum. Die AP-Dauer wurde auf halber AP-Amplitude gemessen.
Eingangswiderstand, ,Sag Ratio* und ,Rebound Ratio“ wurden bei hyperpolarisierender
Strominjektion von -0,3 nA untersucht. Die Sag Ratio wurde als Quotient aus Plateau-
und maximaler Spannungsanderung bei hyperpolarisierender Strominjektion berechnet.
Die Rebound Ratio gibt den Quotient aus Plateau- und maximaler Spannungsanderung

nach Abbruch der hyperpolarisierenden Strominjektion an (Abb. 15).

Abbildung 15. Darstellung von Sag Ratio (A = AVpjeau / AVsqg ) und
Rebound Ratio (¥ = AVpjateau / AVRevound) @nhand Spannungsantwort einer subikuldren BURST
Pyramidenzellen auf hyperpolarisierenden Strompuls (-0,5 nA). Skalierung: 10 mV, 50 ms.
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3.3.6 Synaptische Eigenschaften

Stimuliert wurde mit Doppelpulsen (0,1 ms Dauer; 50-60 ms Interstimulusintervall), die
Stimulationsfrequenz betrug 0,033 Hz mit Ausnahme der Hochfrequenzstimulations-
periode. Durch Stimulation der afferenten Nervenfasern konnten evozierte,
exzitatorische postsynaptische Potentiale bzw. Strome (EPSP bzw. EPSC) registriert
werden. Die Stimulationsintensitat lag zwischen 1,5 und 4 V, so dass die EPSP/EPSC-
Amplitude unter Kontrollbedingungen zwischen 30 und 40 % der maximalen Amplitude
betrug. Da Bursts von AP Transmitterfreisetzung und synaptische Plastizitat verstarken
konnen (Lisman 1997; Pike et al. 1999), wurden nur Messungen aufgenommen, bei
denen es zu keiner Entladung gekommen war. Nach Aufnahme von stabilen
Kontrollwerten (Baseline) uber einen Zeitraum von mindestens 10 min erfolgte das
hochfrequente Stimulationsprotokoll und eine weitere 30-mindtige Aufnahme, um

synaptische Plastizitat beurteilen zu kdnnen.

3.3.7 Elektrische Stimulation und Pulsprotokolle

Die Induktion einer LTP erfolgte mit einem Stimulationsprotokoll bestehend aus 4
hochfrequenten Reizungen von 100 Pulsen zu 100 Hz im Abstand von 10 s (4x100 P /
100 Hz). Als unterschwelliges Stimulationsprotokoll wurde ein schwach hochfrequentes
Stimulationsprotokoll (HFS) mit 25 Pulsen zu 50 Hz (1x25 P / 50 Hz) verwendet (siehe
,Ergebnisse 4.3°). Unter Whole-Cell Patch-Clamp und submerged Bedingungen wurde
das Protokoll angepasst und die Pulszahl gesteigert (1x100 P / 50 Hz), wahrend der

HFS in den Modus der Stromklemme gewechselt.
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3.4 Datenaquisition und -analyse

Die elektrophysiologischen Messungen mit scharfer Mikroelektrode wurden mittels
eines SEC 10 LX-Verstarkers (NPI Instruments, Tamm, Deutschland) 10fach verstarkt,
durch einen analogen Bessel-Tiefpassfilter bei 3 kHz gefiltert und 100fach
nachverstarkt. Die Daten wurden mit einer Aquisitionsrate von 10 kHz aufgenommen.
Das analoge Signal wurde mittels eines 16-bit Wandlers (ITC-16 von InstruTech
Corporation, N.Y., USA) erfasst und digital auf einen PC unter Verwendung der
Computersoftware Win-Tida 4.11 (HEKA Elektronik GmbH, Lambrecht, Deutschland)
gespeichert. Im Fall von Patch-Clamp Ableitungen wurden die Signale mittels eines
Digidata 1440 Wandlers aufgenommen und mittels PClamp 10 Software (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) verarbeitet. Wahrend der Experimente wurden alle
Signale simultan auf einem Oszilloskop gesichtet. Ein Teil der Patch-Clamp
Experimente wurde von Kollegen aus der Arbeitsgruppe Behr des Instituts fur

Neurophysiologie, Charite Campus Mitte durchgefuhrt.

Alle EPSP/EPSC Amplituden sind als prozentuale Veranderung gegenuber der
Baseline ausgedrickt. Zwei konsekutive EPSP/EPSC Amplituden sind jeweils
graphisch zu einem Datenpunkt zusammengefasst. Veranderungen der synaptischen
Starke sind als Mittelwert der EPSP/EPSC-Amplituden im Zeitraum von 20 bis 30 min
nach HFS dargestellt. Das Ausmal} der PTP ist aus den drei Datenpunkten nach HFS
gemittelt. Die PTP stellt die Steigerung von EPSP an der prasynaptischen Membran
aufgrund repetitiver Reizung dar und dauert zwischen 30 s und einigen Minuten an
(Zucker & Regehr 2002).

Um zu untersuchen, ob Veranderungen der synaptischen Transmission auf pra- oder
postsynaptischen Modifikationen beruhen, wurden Veranderungen des
Doppelpulsindex (PPI) und des Variationskoeffizienten (CV) analysiert. Der PPI
beschreibt die Fahigkeit von Synapsen, die Transmitterfreisetzung beim zweiten von
zwei zeitlich separierten, afferenten Reizen zu erhéhen, und hangt von der residualen
Ca?*-Konzentration des prasynaptischen Terminals ab (Zucker & Regehr 2002). Der
PPI ist definiert als Quotient aus der Amplitude des zweiten und der Amplitude des
ersten EPSP des Doppelpulses (EPSP2/EPSP1). Andert sich der PPI, deutet dies auf
einen prasynaptischen Mechanismus hin (Debanne et al. 1996; Regehr & Tank 1991).
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Der CV hangt von zwei prasynaptischen EinflussgroRen ab: der Anzahl der
Freisetzungsstellen (n) und der Freisetzungswahrscheinlichkeit (p) von
Transmittermolekiilen und lasst sich ausdriicken als CV = [ (1 — p)/ np ] "2 (Faber &
Korn 1991; Manabe et al. 1993; Voronin 1993). Im Rahmen elektrophysiologischer
Untersuchungen zur synaptischen Plastizitat wird meist der Term CV? verwendet
(Bekkers & Stevens 1990; Malinow & Tsien 1990; Manabe et al. 1993). Er wurde
berechnet als

CV * = (Mittelwert des EPSP / Standardabweichung des EPSP) 2
in einem 10-minutigen Zeitraum 20 min vor und nach HFS.
Numerische Daten sind als arithmetisches Mittel + Standardfehler (SEM) angegeben.

Fehlerbalken in den Graphiken stellen den Standardfehler dar.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Excel (Office 2007, Microsoft Corporation,
Redmond, USA) und SPSS (SPSS Inc, USA). Zur statistischen Analyse wurde je nach
Experiment der Student’s t-Test flir gepaarte oder ungepaarte Experimente oder die
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) zum Vergleich des Mittelwertes zwischen
Gruppen angewandt. Bei gepaarten Versuchen kamen im Verlauf eines Experimentes
verschiedene Pharmaka bzw. HFS zum Einsatz. Es wurden die Werte von einer Zelle
jeweils vor und nach Substanzgabe bzw. Stimulation verglichen. Als ungepaartes
Experiment wurde die Gegenuberstellung von Zellkohorten angesehen.

Es wurden jeweils die Werte von 10 min Baseline und Werte zwischen 20. und 30. min
nach HFS verglichen. Fur die erhobenen Daten wurde eine Normalverteilung
angenommen. Abhangig vom p-Wert wurden drei Signifikanzlevel definiert:

* furp <0,05 ,signifikant,

*  firp <0,01 ,hoch signifikant®,

***  flr p <0,001 ,hochst signifikant®.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird auf die Dokumentation der Zahlenwerte
nichtsignifikanter (ns) p-Werte verzichtet. Die Bilder und Grafiken wurden mit der

Software CorelDraw (Graphics Suite X3, Corel Corporation, Ottawa, Kanada) erstellt.



3.5 Pharmaka

Die verwendeten Pharmaka wurden als Stammldsung aliquotiert bei -18° in
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Einzeldosen aufbewahrt - mit Ausnahme von Bicucullin, das bei +4° C gelagert wurde.

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die gewahlten Substanzen aufgetaut, auf die

gewunschte Konzentration mit ACSF verdunnt und Uber die Badldsung appliziert.

Alle Ableitungen wurden in Anwesenheit der GABAA-R Antagonisten Bicucullin oder
SR-95531 durchgefuhrt, um GABAa-Antworten zu hemmen. Somit wurde
ausgeschlossen, dass die LTP auf einer Abnahme der GABAAa-vermittelten Inhibition
beruht. Zur Verminderung polysynaptischer Antworten wurden die ACSF-
Konzentrationen von Magnesiumsulfat und Kalziumchlorid wahrend der Experimente
jeweils auf 4 mM erhoht (Berry & Pentreath 1976; Miles & Wong 1987; Nicholls &
Purves 1970). Fur alle Messungen wurde nach dem Einwaschen der jeweiligen

Substanzen ein neuer Hirnschnitt benutzt.

Bei Experimenten unter Verwendung von H-89 (10 uM) wurden die Schnitte mindestens

eine Stunde mit dem nur langsam membrangangigen Pharmakon prainkubiert. Die
intrazelluldre Applikation des Ca?*-Puffers BAPTA veranderte nicht das Entladungs-

verhalten der subikularen Zellen. Hinweisend auf effektive BAPTA Applikation wurde

eine Hemmung der langsamen Nachhyperpolarisation nach Burst-Entladung in BURST

Zellen beobachtet. Obwohl einige Autoren BAPTA-vermittelte Abnahmen der

postsynaptische Antworten beschreiben (Lapointe et al. 2004), konnten stabile Baseline

Antworten in den meisten Aufnahmen mit BAPTA festgestellt werden. Zellen, die eine

Abnahme der Antworten von > 15 % zeigten, wurden nicht eingeschlossen.
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Nachfolgend sind die verwendeten Pharmaka, deren Hauptrezeptorfunktionen und

Endkonzentrationen zusammengefasst:

Pharmaka Funktion Konzen- CAS- Quelle
tration Bezeichnung

SKF 38393 D1-/D5-R Agonist | 100 uM 81633774 Tocris, Bristol,
(+/-)-1-Phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-(1H)- in DMSO UK
3-benzazepine-7,8-diol hydrobromid
SCH 23390 D1-/D5-R 10 uM 125941879 Tocris, Bristol,
(R)-(+)-7-Chloro-8-hydroxy-3-methyl- | Antagonist in H,0 UK
1-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-
benzazepine hydrochloride
D-AP5 NMDA-R 100 uM 79055688 Tocris, Bristol,
géi(é)-Z-Amino-5-phosphonopentanoic Antagonist in H,0 UK
Bicucullin GABAA-R 5 uM 055950077 SIGMA-AIdrich,
[R-(R*,S*)}-5-(6,8-Dihydro-8- Antagonist in H,0 St. Louis (MO),
oxofuro[3,4-e]-1,3-benzodioxol-6-yl)- USA
5,6,7,8-tetrahydro-6,6-dimethyl-1,3-
dioxolo[4,5-g]isoquinolinium iodide
SR-95531 / GABAzin GABAA-R 1 uM 104104509 Tocris, Bristol,
6-Imino-3-(4-methoxyphenyl)-1(6H)- | Antagonist in DMSO UK
pyridazinebutanoic acid hydrobromide
H-89 Proteinkinase A 10 uM 130964395 SIGMA-Aldrich,
N-[2-(p-Bromocinnamylamino)ethyl]-5- | Inhibitor in DMSO St. Louis (MO),
isoquinolinesulfonamide USA
dihydrochloride
BAPTA Nicht membran- 30 mM in | 85233198 SIGMA-AIdrich,

. . ler St. Louis (MO),
1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane- perrpeab H,O
N,N,N¢,N¢-tetraacetic acid Ca* Puffer 2 USA
BAPTA-AM Membran- 50 mM in | 126150978 SIGMA-Aldrich,
BAPTA Acetoxymethyl ester permeabler H,O St. Louis (MO),

Ca’* Puffer

Tabelle 2. Verwendete Pharmaka.

USA


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/Lookup.do?N5=CAS+No.&N3=mode+matchpartialmax&N4=85233-19-8&D7=0&D10=&N25=0&N1=S_ID&ST=RS&F=PR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/Lookup.do?N5=CAS+No.&N3=mode+matchpartialmax&N4=126150-97-8&D7=0&D10=&N25=0&N1=S_ID&ST=RS&F=PR
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4 Ergebnisse

4.1 Membraneigenschaften von CA1 und SUB Pyramidenzellen

Zu Beginn jeder Messung wurden CA1 und subikulare Neurone entsprechend ihrer
Membraneigenschaften mittels intrazellularer Strominjektionen charakterisiert (200 ms; -
0,5 bis +0,5 nA). Hauptunterscheidungsmerkmal war das Entladungsverhalten. Bei
depolarisierenden Stromstufen zeigten CA1 Pyramidenzellen ahnlich wie subikulare
REG Neurone multiple, rhythmische Einzelentladungen in stark adaptierender
Frequenz, jeweils gefolgt von einer schnellen Nachhyperpolarisation. Im Gegensatz
dazu antworteten subikulare BURST Zellen mit einem Burst von 2-4 AP (209,2 + 7,78
Hz), die AP gefolgt von einer schnellen Nachdepolarisation, der Burst gefolgt von einer
langsamen Nachhyperpolarisation und multiplen, rhythmischen Einzelentladungen
konstanter Frequenz (Abb. 16a, b und 17).

d CA1 REG BURST

| ‘l| ’ M’ JUUL

0.2nA

C =
- - &~ |

Abbildung 16. Exemplarische Spannungsantwort von CA1, subikuldren REG und BURST Neuronen
auf intrazellular injiziierte Strompulse (rechts: Stimulationsstromprotokoll. Pulsdauer: 200 ms;
Stromamplitude: -0,5 bis -0,1 nA; in 0,1-nA Schritten; +0,2 und +0,5 nA). a) BURST Zellen reagieren auf
depolarisierenden Strompuls mit Alles-oder-nichts Burst-Entladung gefolgt von einer starken, langsamen
Nachhyperpolarisation (A ) und einer Serie von Einzelentladungen, wobei REG Zellen Einzelentladungen
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in stark adaptierender Frequenz gefolgt von einer schnellen Nachhyperpolarisation (A) zeigen.
Skalierung: 25 mV, 50 ms. b) Ausschnitt aus a). BURST Zellen entladen gefolgt von schneller
Nachdepolarisation (A ). Skalierung: 25 mV, 10 ms. ¢) BURST Neurone zeigen ausgepragte Sag- (A)
und Rebound-Potentiale (¥) bei hyperpolarisierenden Strompulsen im Gegensatz zu REG Zellen.
Skalierung: 25 mV, 50 ms.

. *k*k 250 -
a N’ 2501 FHE O CA1 b A CA1
o 2004 O REG _ 2001 O REG
X N
;-’_ . ek B BURST T o) €& BURST
@
-g 100 4 -E_ 100 4
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¥ 50 |:| " 50-
Lo e 04

#1 #2 #3 #4
interspike number

Abbildung 17. a) Vergleich der Entladungsfrequenz bei depolarisierenden Strompulsen (200 ms; +0,5
nA). Die unterschiedlichen Entladungsfrequenzen wurden Uber 2 initiale konsekutive AP berechnet.
BURST Zellen zeigen die hochste Entladungsfrequenz. Signifikanz-Level in dieser und folgenden
Abbildungen: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. b) Frequenzakkomodation bei depolarisierenden
Strompulsen (200 ms; +0,5 nA). Die unterschiedlichen Entladungsfrequenzen wurden als Frequenz-
Mittelwert von 2 konsekutiven AP berechnet. BURST Zellen zeigen eine konstante Entladungsfrequenz
nach einer initial hochfrequenten Burst-Phase (#1 und 2), wobei REG Zellen Frequenzakkomodation
aufweisen. Nca1 = 11, NReg = 34, NBURST = 38.

Von einer Unterscheidung zwischen schwach und stark Burst-feuernden Zellen
abhangig von der Entladungsschwelle wurde hier abgesehen, wie in anderen Studien
vorgeschlagen (Knopp et al. 2005; Menendez et al. 2003; Staff et al. 2000). Wenn das
RMP wahrend der Charakterisierung weniger als -70 mV betrug, wurden die Neurone
leicht hyperpolarisiert, da BURST Zellen im depolarisierten Zustand ein regulares
Entladungsmuster zeigen konnen (Cooper et al. 2006; Stewart & Wong 1993). Eine
Untergruppe von Zellen mit Entladung hochfrequenter AP ohne Akkomodation (> 200
Hz) wurde als potentielle Interneurone klassifiziert und deshalb von der Untersuchung
ausgeschlossen. Insgesamt wurden 12 CA1 Neurone und 201 subikulare Neurone
gemessen, von denen 57 % als BURST, 41% als REG und 2% als Interneurone

klassifiziert wurden (Abb. 18).
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! Abbildung 18.

Zahlenverhéltnis von subikulédren Zelltypen:
Interneurone, REG und BURST Pyramidalneurone.

Tabelle 3 fasst die Membraneigenschaften von CA1 und subikularen Neuronen
zusammen, die mit scharfer Mikroelektrode gemessen wurden. Wie in friheren Arbeiten
beschrieben sind subikulare REG und BURST Pyramidenzellen in den meisten
Membraneigenschaften wie RMP und AP-Dauer vergleichbar (Menendez et al. 2003;
Staff et al. 2000). Subikulare BURST Zellen zeigten ein geringfiigig positiveres RMP als
CA1 Neurone.

CA1 SUB REG SUB BURST
rmp (mV) 71721 2 -68.8+0.8 -66.7 + 0.7
R input (MQ) 67.4+3.1 ° 68.0+4.3 48.0+30 ©
AP threshold, rel (mV) 127411 17.8£10 P 11.3+07 ©
AP height (mV) 736+1.9 755+ 1.4 69.5+0.9 ©
AP half-height width (ms) 0.99 +0.02 1.08 £ 0.05 0.99 + 0.04
sag ratio 0.89+0.012 0.93+0.02° 0.80+0.01¢
rebound ratio 0.93+0.01° 0.93+0.01 0.80 £ 0.02°¢
number 11 34 38

Tabelle 3. Passive & aktive Membraneigenschaften von CA1, subikularen REG und BURST Neuronen.

? p <0.05, CA1 versus subikuldre BURST Zellen.
b p < 0.05, CA1 versus subikulare REG Zellen.
° p <0.05, subikulédre REG versus BURST Zellen.

Zudem hatten BURST Zellen eine niedrigere (relative) Entladungsschwelle als REG
Zellen. In Analogie zu vorherigen Publikationen (Greene & Totterdell 1997; Menendez
et al. 2003) waren sowohl bei subikularen REG Zellen als auch bei CA1 Neuronen Sag-
und Rebound-Potentiale bei hyperpolarisierenden Strompulsen wenig ausgepragt oder
nicht vorhanden, wobei BURST Zellen betonte Sag- und Rebound-Potentiale aufwiesen
(Abb. 16c).
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Zusammenfassend korrelieren CA1 und subikulare REG Neurone stark in ihren
elektrophysiologischen Membraneigenschaften. Davon abgrenzen lassen sich
subikulare BURST Zellen, einerseits aufgrund des Entladungsverhaltens, andererseits
durch langsame statt schneller Nachhyperpolarisation, Nachentladungen konstanter
Frequenz ohne Akkomodation, niedrigere Entladungsschwelle und AP-HOhe sowie

ausgepragterer Sag- und Rebound-Potentiale.

4.2 Effekt von D1/D5-R Aktivierung auf synaptische Eigenschaften von
SUB Pyramidenzellen

Als Voraussetzung fur Untersuchungen zur aktivitdtsabhangigen, synaptischen
Plastizitat wurde zunachst der Einfluss einer D1/D5-R Aktivierung auf die synaptische

Transmission untersucht.

Die erste Serie von Experimenten wurde mit scharfen Mikroelektroden durchgefihrt.
Afferente Fasern aus der CA1 Region wurden kontinuierlich orthodrom gereizt. Eine 15-
minutige Bad-Applikation des spezifischen D1/D5-R Agonisten SKF 38393 flhrte zu
keiner signifikanten Veranderung der EPSP-Amplituden in subikuldren REG und
BURST Pyramidenzellen (Abb. 19). Demzufolge wurde das Zeitfenster der
dopaminergen Stimulation auf 30 min verlangert. SKF 38393 induzierte keine
aktivitatsunabhangige LTP, weder wahrend noch in den 20 min nach der
Applikationsphase (Abb. 20). Signifikante Veranderungen des Eingangswiderstands
wurden nicht beobachtet. Jedoch zeigte die Aktivierung von D1/D5-R einen geringen,
depolarisierenden Effekt auf das RMP von 3,56 + 0,36 mV in REG (p <0,01; n=7) und
1,25 £ 0,52 mV in BURST Zellen (p < 0,05; n = 6). Die Depolarisation war innerhalb 5
min nach dem Auswaschen reversibel (Abb. 20c).

— 2.0 o REG

£ m BURST

o 151

£

o 00 Abbildung 19. Applikation des D1/D5-R

3 05 —— Agonisten SKF 38393 (100 uM) Gber 15 min

o SKF 38393 induziert keine Veranderung der EPSP in
0.0 . i . . . subikularen REG und BURST

0 10 20 30 40 50 Pyramidenzellen. n REG = 8, BURST = 6.

time (min)
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Abbildung 20. Gemittelter Zeitverlauf der normalisierten EPSP-Amplitude, des Ruhemembranpotentials
(rmp) und des Eingangswiderstands fir REG (a) und BURST Zellen (b). Membranpotentiale sind als
Veranderungen relativ zum rmp zu Beginn der Experimente ausgedriickt. Oben: Uberlagerte EPSP
Verlaufe wurden vor (7), wahrend (2) und nach (3) Applikation von SKF 38393 aufgenommen.
Skalierung: 5 mV, 50 ms. ¢) Zusammenfassung der D1/D5-R-abhangigen Veradnderung der
synaptischen Transmission und passiven Membraneigenschaften von REG und BURST Zellen. Saulen
reprasentieren Mittelwert + SEM wahrend 3 Phasen (base: 0.—10. min; SKF: 25.-35. min, wash: 50.-60.
min). n REG = 7, BURST = 6.

4.3 Entwicklung eines unterschwelligen LTP-Stimulationsprotokolls

Um den Einfluss dopaminerger Stimulation durch D1/D5-R auf die Induktion aktivitats-
abhangiger, synaptischer Plastizitat zu untersuchen, wurde zunachst ein Protokoll
verwendet, welches im SUB zur Induktion von LTP bereits etabliert ist. Dieses besteht
aus 4 hochfrequenten Stimulationen (HFS) von 100 Pulsen zu 100 Hz im Abstand von
10s (4x100 P / 100 Hz). In einem Teil der Experimente wurde SKF 38393 5 min vor
HFS Uber das Bad appliziert. Bei BURST Neuronen lief3 sich exemplarisch sowohl unter
Kontrollbedingungen (1,52 + 0,13; n = 4; p < 0,05) als auch unter D1/D5-R Stimulation
(2,03 £ 0,19, n = 2) eine LTP ausldsen (siehe Abb. 21).
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Abbildung 21. Verstarkte LTP Expression nach stark hochfrequenter tetanischer Reizung an der CA1-
SUB - Synapse unter D1-D5-R Stimulation bei BURST Neuronen. n = 6.

Um die dopaminerge Modulation explizit untersuchen zu kdnnen, wurde ein
Stimulationsprotokoll entwickelt, welches unterhalb der Schwelle zur Induktion von LTP
in CA1 und SUB Pyramidenzellen liegt. Auf der Basis von Pilotstudien wurden die
Frequenz, die Anzahl der geblindelten Stimulationen und der Pulse systematisch
variiert und angepasst. Stimuliert wurde mittels Theta-Burst-Protokollen mit 2 bis 5
Stimulationen (2-5x5 P / 100 Hz) im Abstand von 200 ms, was einem Theta-Rhythmus
von 5 Hz entspricht, und mittels einmaliger tetanischer Stimulation (10-100 P / 50 Hz).
Es wurden Theta-Stimulationen gepruft, da Theta-Oszillationen (4-10 Hz) als wichtiger
biologischer Rhythmus in vielen Hirnregionen, insbesondere der hippokampalen
Formation, mit instrumentellen Lernvorgangen (Kimchi et al. 2009; Laukka et al. 1995)
und Arbeitsgedachtnisleistungen (Klimesch 1996; Sarnthein et al. 1998) assoziiert sind.
Theta-Stimulationen wurden jedoch nicht weiterverwendet, da das durch tetanische
Stimulation induzierte Ausmalf} der LTP im Vergleich groRer war. Abbildung 22 fasst

eine Gegenuberstellung der in subikularen Neuronen induzierten LTP zusammen.
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Abbildung 22. Vergleich verschiedener Stimulationsprotokolle nach D1/D5-R Aktivierung. Zunehmende
LTP Steigerung mit starkeren HFS und ausgepragtere LTP nach Applikation von SKF 38393 und in
BURST in Vergleich zu REG Neuronen.

4.4 D1/D5-R-vermittelte Bahnung von LTP in SUB,
aber nicht in CA1 Neuronen

Es wurde geprift, ob Stimulation von D1/D5-R die Schwelle zur Induktion synaptischer
Plastizitat an subikularen Zellen verandert. Im Rahmen dessen wurde der Frage
nachgegangen, ob die Aktivierung von D1/D5-R im CA3-CA1 als auch im CA1-SUB
Signalweg synaptische Plastizitat induziert und ob es Unterschiede in der Modulation

zwischen den einzelnen Signalwegen und Zelltypen gibt.

Verwendet wurde ein kurzes, hochfrequentes Stimulationsprotokoll (25 P / 50 Hz), das
unzureichend war, LTP an der CA3-CA1 - und CA1-SUB - Synapse auszuldsen. Jedoch
|6ste die unterschwellige HFS eine transiente PTP aus (CA1: 1,24 + 0,05, p < 0,01;
SUB REG: 1,23 + 0,07, p < 0,05; SUB BURST: 1,47 £ 0,13, p < 0,01), die innerhalb von
2-10 min auf Baseline-Niveau zuruckfiel, ohne eine andauernde Potenzierung zu
induzieren (CA1: 1,08 £ 0,08; n = 4; SUB REG: 1,03 £ 0,04; n = 10; SUB BURST: 1,01
+ 0,07; n = 13; Abb. 23a-c). Bei Messungen unter Bad-Applikation von SKF 38393 Uber
10 min kam es zu keiner signifikanten Zunahme der EPSP-Amplituden in
Pyramidenzellen. Nach 5-minttigem Auswaschen von SKF 38393 war das gewahlte
Protokoll unzureichend, an CA3-CA1 - Synapsen eine LTP auszulésen (1,10 £ 0,09; n =
6; p > 0,05; Abb. 23a).
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Im Gegensatz dazu fuhrte die dopaminerge Stimulation mittels SKF 38393 tUber 10 min
in SUB Pyramidenzellen 5 min nach Auswaschen zu einer ausgepragten LTP nach HFS
(Abb. 23b,c). Die LTP in BURST Neuronen (2,02 £ 0,19; n = 8; p < 0,001) war
signifikant starker als die LTP in REG Zellen (1,53 £ 0,08; n =7; p < 0,001;
BURST/REG: p < 0,05). Eine Zusammenfassung der LTP 20 min nach HFS gibt
Abbildung 23d wieder.
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Abbildung 23. Aktivierung von D1/D5-R bahnt die LTP Induktion durch HFS an CA1-SUB, aber nicht
an CA3-CA1 - Synapsen. Gemittelter Zeitverlauf der EPSP-Amplituden von CA1 (a), REG (b) und
BURST (c) Neuronen. a) HFS (25 P / 50 Hz; Pfeil) nach Applikation von SKF 38393 (100 uM; 10 min)
fuhrte zu keiner LTP in CA1 Pyramidenzellen. b+c) In subikuldren REG und BURST Pyramidenzellen
fuhrte HFS nach Applikation von SKF 38393 zu einer signifikanten LTP. Oben: Gemittelte EPSP Verlaufe
wurden aufgenommen vor (7), direkt nach (2) und 25 min nach HFS (3). Skalierung: 5 mV, 50 ms.

d) Zusammenfassung der Veranderungen der synaptischen Starke nach D1/D5-R Aktivierung und HFS.
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4.5 Mechanismen der D1/D5-R-gebahnten LTP in REG Neuronen

4.5.1 SKF 38393-induzierte Bahnung der LTP ist abhdngig von
D1/D5- und NMDA-R Koaktivierung

Um zu prifen, ob die LTP Fazilitierung durch SKF 38393 spezifisch uber D1/D5-R-
vermittelt wird, wurde das Experiment in Gegenwart des D1/D5-R Antagonisten SCH

23390 (10 puM) durchgefuhrt. Es konnte keine LTP in REG Zellen induziert werden (0,97
1 0,05; n = 5; Abb. 24a).

Die Induktion synaptischer Plastizitat hangt in zahlreichen Hirnregionen von der
Aktivierung von NMDA-R ab. In SUB BURST Pyramidenzellen beruht die LTP ebenfalls
auf der Aktivierung von NMDA-R (Roberts & Greene 2003; Wozny et al. 2008b). Um zu
beurteilen, ob die gebahnte LTP NMDA-R-abhangig ist, wurden NMDA-R inhibiert. In
Anwesenheit von D-APV, einem NMDA-R Antagonisten, war die SKF 38393-induzierte
Bahnung der LTP signifikant reduziert (1,11 £ 0,04; n = 5; p < 0,01; Abb. 24b). Somit
zeigt sich, dass die Bahnung der LTP in REG Zellen auf der Koaktivierung von D1/D5-R
und NMDA-R beruht.

a REG ® SKF 38393 b ® SKF 38393
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Abbildung 24. D1/D5-R gebahnte LTP in REG Neuronen ist NMDA-R-abhéngig.

Gemittelter Zeitverlauf der EPSP-Amplituden. a) LTP wird durch den spezifischen D1/D5-R Antagonist
SCH 23390 (10 uM) gehemmt. b) LTP wird durch den NMDA-R Antagonist D-APV (100 uM) blockiert.
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4.5.2 Gebahnte Induktion der LTP beruht auf der Aktivierung der PKA

Die Rolle der Adenylylzklase-cAMP-PKA — Kaskade bei der Induktion von D1/D5-R-
abhangiger LTP wurde untersucht, indem der Effekt des PKA Antagonisten H-89 auf die
D1/D5-R-vermittelte Fazilitierung von LTP geprtft wurde. Da D1/D5-R G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren sind, die positiv an die Adenylylzyklase—cAMP—PKA — Kaskade
gekoppelt sind, untersuchten wir die SKF 38393-vermittelte Fazilitierung von LTP in
Anwesenheit des PKA Antagonisten H-89. Hippokampale Hirnschnitte wurden mit H-89

fur mindestens eine Stunde vor Messbeginn prainkubiert.

In Anwesenheit von H-89 und nach Applikation von SKF 38393 konnte in REG
Pyramidenzellen keine LTP ausgeldst werden (1,05 £ 0,06; n = 5; Abb. 25). Der Befund

weist darauf hin, dass diese Form der LTP die Aktivierung von PKA erfordert.
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Abbildung 25. D1/D5-R-gebahnte LTP in REG Neuronen ist PKA-abhéngig.
LTP wird durch den PKA Inhibitor H-89 (10 uM) gehemmt.

4.5.3 Gebahnte Induktion der LTP ist abhdngig von
postsynaptischem Caz+

Da durch Ableitungen mit scharfer Mikroelektrode die postsynaptische Ca?*-
Signalgebung nicht beeinflusst werden kann, wurden Whole-Cell Patch-Clamp

Messungen in der Spannungsklemme durchgefuhrt.
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Zunachst wurde das unterschwellige LTP Protokoll an die neuen Versuchsbedingungen
adaptiert. Unter Whole-Cell Patch-Clamp und submerged Bedingungen waren 100
Pulse erforderlich (100 P / 50 Hz), um knapp unterhalb der Induktionsschwelle fir LTP
in subikularen Pyramidalneuronen zu liegen. Darunter konnte in REG Zellen eine PTP
(1,46 £ 0,10; n = 6; p < 0,01), aber keine LTP ausgeldst werden (1,03 + 0,09; n=6; p >
0,05; Abb. 26a). Nach transienter Applikation von SKF 38393 war das Protokoll in der
Lage, eine LTP zu induzieren (1,32 £ 0,12; n = 8; p < 0,05; Abb. 26a). Intrazellulare
Dialyse mit dem nicht membranpermeablen Ca**-Puffer BAPTA in der Pipettenlésung
uber bis zu 40 min vor der Applikation des unterschwelligen Stimulationsprotokolls
hemmte die Induktion der LTP (1,03 £ 0,10; n = 5; p > 0,05; Abb. 26b), was darauf
schlieen lasst, dass die SKF 38393-induzierte Bahnung der LTP von
postsynaptischem Ca®* abhangt. Dies weist darauf hin, dass eine postsynaptische,

Ca?*-abhangige Signalkaskade fiir die Induktion von LTP in subikuldren REG Neuronen
erforderlich ist.
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Abbildung 26. D1/D5-R gebahnte LTP erfordert postsynaptisches Ca”" in subikuldren REG Zellen.

a) HFS, die unter Kontrollbedingungen keine LTP induzierte, bahnte LTP nach Applikation von SKF
38393. b) Postsynaptische Dialyse mit dem Ca*"-Puffer BAPTA (30 mM) verhinderte die LTP nach
Applikation von SKF 38393 und nachfolgender HFS.

4.5.4 Postsynaptische Expression der gebahnten LTP

Die Analyse des PPl ist eine geeignete Methode, um zwischen einem pra- oder
postsynaptischen Expressionsort von LTP zu unterscheiden (siehe ,Methoden 3.4°). In
REG Zellen war die LTP nach vorhergehender D1/D5-R Aktivierung nicht assoziiert mit
signifikanten Veranderungen des PPI (1,03 + 0,07 vor und 0,89 *+ 0,07 nach Applikation
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von SKF 38393 & HFS; n=7; p > 0,05; Abb. 27a,b). Eine andere Methode zur
Bestimmung des Expressionsortes einer LTP ist die Untersuchung des CV (siehe
,Methoden 3.4%). Auch die Analyse des CV? ergab keinen Unterschied, weder in der
Modulation des CV2 vor und nach Induktion der LTP (n = 7; p = 0,09) noch zwischen
gemittelter EPSP Ratio (0,67 + 0,02) und CV Ratio (0,58 + 0,18; n = 7; p = 0,67; Abb.
27c¢). Abbildung 27c¢ vergleicht das Verhaltnis der EPSP-Amplituden mit dem Verhaltnis
der CV? jeweils vor und nach Induktion von D1/D5-R-vermittelter LTP. Ausbleibende
Veranderungen des PPl und des CV lassen auf eine postsynaptische Expression der

LTP in REG Pyramidenzellen schlie3en.
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Abbildung 27. PPl und CV nach D1/D5-R-abhéngiger Induktion von LTP in REG Zellen.

a) Zeitverlauf des PPI. b) PPI vor und 20 min nach Induktion der D1/D5-R-gebahnten LTP (Mittelwert
und Einzelverdnderungen). c¢) CV Analyse der EPSP-Amplitudenveranderungen weist auf keine
présynazptische Expression der LTP hin. Veranderungen der EPSP Ratio sind nicht mit Veranderungen
der CV™* Ratio assoziiert. Datenpunkte entfernt der Winkelhalbierenden deuten auf postsynaptische
Veranderung nach HFS hin.



54

4.6 Mechanismen der D1/D5-R-gebahnten LTP in BURST Neuronen

4.6.1 SKF 38393-induzierte Bahnung der LTP ist abhdngig von
D1/D5- und NMDA-R Koaktivierung

Ahnlich wie in REG Zellen war in Gegenwart des spezifischen D1/D5-R Antagonisten

SCH 23390 die Induktion von LTP in BURST Zellen (1,00 £ 0,07; n = 5; Abb. 28a) nach
Applikation von SKF 38393 gehemmt.

Um zu beurteilen, ob die gebahnte Induktion von LTP durch SKF 38393 die Aktivierung
von NMDA-R erfordert, pruften wir zunachst den Effekt der NMDA-R Blockade auf die

Induktion von LTP. In Anwesenheit von D-APV war die SKF 38393-induzierte Bahnung
der LTP signifikant vermindert (1,15 £ 0,04; n = 6; p < 0,05; Abb. 28b).

Die Daten weisen darauf hin, dass die Bahnung der LTP sowohl in REG als auch in

BURST Pyramidalneuronen an CA1-SUB - Synapsen auf der Koaktivierung von D1/D5-
R und NMDA-R beruht.
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Abbildung 28. Durch D1/D5-R gebahnte LTP in BURST Neuronen ist NMDA-R-abhéngig.

Gemittelter Zeitverlauf der EPSP-Amplituden.

a) LTP wird durch den spezifischen D1/D5-R Antagonist
SCH 23390 (10 yM) gehemmt.

b) LTP wird durch den NMDA-R Antagonist D-APV (100 uM) blockiert.
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4.6.2 Gebahnte Induktion der LTP beruht auf der Aktivierung der PKA

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten nachweisen, dass LTP in BURST Neuronen
nicht nur von NMDA-R abhangt, sondern auch die Aktivierung der Adenylylzyklase—
cAMP-PKA — Kaskade bendtigt und prasynaptisch exprimiert wird (Wozny et al.
2008a). In den vorliegenden Untersuchungen war in Anwesenheit von H-89 die
Bahnung von LTP durch die D1/D5-R Aktivierung in BURST Neuronen gehemmt (1,32
1+ 0,18; n = 5; Abb. 29a). Dieser Befund weist darauf hin, dass beide Formen der LTP
die Aktivierung von PKA erfordern. Abbildung 29b stellt eine Zusammenfassung der
durch HFS unter Kontrollbedingungen, nach Applikation von SKF 38393, in Gegenwart
von jeweils SCH 23390, D-APV oder H-89 und nach Koapplikation von SKF 38393

ausgeldsten Veranderungen synaptischer Transmission in REG und BURST Zellen dar.
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Abbildung 29. Durch D1/D5-R gebahnte LTP in BURST Neuronen ist PKA-abhéngig.

a) LTP wird durch den PKA Inhibitor H-89 (10 uM) gehemmt. b) Zusammenfassung der
pharmakologischen Modulation bzw. Blockade von LTP in beiden subikuldren Zelltypen.
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4.6.3 Gebahnte Induktion der LTP ist unabhangig von
postsynaptischem Caz+

Um die Rolle des postsynaptischen Ca®* bei der durch SKF 38393-induzierten Bahnung
der LTP zu untersuchen, fuhrten wir Whole-Cell Patch-Clamp Messungen in der

Spannungsklemme durch.

Die HFS (100 P / 50 Hz), die unter Kontrollbedingungen nur eine PTP ausldste (PTP:
1,48 £ 0,14; p < 0,05 und postHFS (20.-30. min): 1,06 £ 0,08; n = 8; p = 0,82; Abb.
30a), induzierte eine LTP nach Applikation von SKF 38393 (1,39 £0,11; n=10; p <
0,01; Abb. 30a). Einzelne BURST Zellen wurden mit dem Ca?*-Puffer BAPTA gefullt,
um zu untersuchen, ob die Zunahme postsynaptischen Ca** wesentlich ist, die LTP
durch D1/D5-R Aktvierung zu bahnen. Postsynaptische Dialyse mit BAPTA vor der
Applikation des Protokolls verhinderte die LTP Induktion nicht (1,43 £ 0,08; n =6; p <
0,05; Abb. 30b), was darauf schliel3en lasst, dass die SKF 38393-induzierte Bahnung
der LTP unabhangig von postsynaptischem Ca?" ist. Die Inkubation der Schnitte mit
dem zellpermeablen Ca?*-Puffer BAPTA-AM verhinderte jedoch die Induktion der LTP
in subikularen BURST Zellen (0,95 £ 0,06; n = 6; p > 0,05; Abb. 30c). Dies weist darauf
hin, dass eine prisynaptische, Ca**-abhingige Signalkaskade wesentlich fiir die

Induktion von LTP in subikularen BURST Neuronen ist.



57

Q
vy
c
A
7))
-
o

O control ® SKF 38393

2.0 - + ® SKF 38393 2.0 - é O BAPTA & SKF 38393
3 3 E %
= 1.5 =15 4
s X itutvor il AR
S 10 (NN RUERE 5 10 RS,
n [2]
o &

0.5 1 SKF 38393 T 0.5 1 SKF 38393 T

0.0 T T T T T 0.0 T T T T T

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
time (min) time (min)

C ® SKF 38393

2.0 4 O BAPT-AM & SKF 38393
E 15 4
: LIPS
=
5 10 WW%
(2]
o
m I

0.5 1 SKF 38393 T

0.0 . . . . :

0 10 20 30 40 50
time (min)

Abbildung 30. D1/D5-R gebahnte LTP erfordert kein postsynaptisches ca®* in subikuliren BURST
Zellen. a) HFS, die unter Kontrollbedingungen keine LTP induzierte, bahnte LTP nach Applikation von
SKF 38393. b) Postsynaptische Dialyse mit BAPTA verhinderte die Expression von LTP nach
Applikation von SKF 38393 und nachfolgender HFS nicht. ¢) Inkubation mit dem zellpermeablen Ca®**-
Puffer BAPTA-AM hemmte die Induktion der D1/D5-R-gebahnten LTP.

4.6.4 Prasynaptische Expression der gebahnten LTP

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigten einen prasynaptischen Expressions-
mechanismus einer Ca®*- und cAMP-abhangigen LTP in subikuldren BURST Zellen
(Wozny et al. 2008a; Wozny et al. 2008b).

BURST Zellen zeigten nach der Induktion der LTP eine signifikante Reduktion des PPI
(1,16 £ 0,08 vor und 0,97 + 0,08 nach Applikation von SKF 38393 & HFS; n=8; p <
0,05; Abb. 31a,b) und somit einen Hinweis auf eine prasynaptische Expression der
D1/D5-R-abhangigen LTP. Der CV2 war in BURST Zellen nach Induktion von D1/D5-R-
abhangiger LTP signifikant verandert, sowohl in der Modulation des CV vor und nach
Induktion der LTP (n = 8; p < 0,05) als auch zwischen gemittelter EPSP Ratio (0,53 +
0,07) und CV? Ratio (0,35 + 0,09; n = 8; p < 0,05; Abb. 31c).
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Wie in Abbildung 31c gezeigt, sind Veranderungen der EPSP Ratio direkt mit
Veranderungen der CV? Ratio assoziiert. Solche Ergebnisse sind bei Manipulationen
zu erwarten, welche die Transmitterfreisetzung verandern. In Ubereinstimmung mit der
Abnahme des PPI lassen diese Ergebnisse darauf schlieRen, dass nach D1/D5-R

Aktivierung die HFS-induzierte LTP in BURST Zellen prasynaptisch exprimiert wird.
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Abbildung 31. PPl und cv? signifikant verdndert nach D1/D5-R-abhéngiger LTP Induktion in BURST
Zellen. a) Zeitverlauf der HFS-induzierten Abnahme des PPI. b) PPI vor und 20 min nach Induktion der
D1/D5-R-gebahnten LTP (Mittelwert und Einzelveranderungen). ¢) CV Analyse der EPSP-
Amplitudenverdnderungen weist auf eine prédsynaptische Expression der LTP hin. Datenpunkte entlang
der Winkelhalbierenden deuten auf préasynaptische Veranderung nach HFS hin.
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5 Diskussion

5.1 Membraneigenschaften von CA1 und SUB Pyramidenzellen

In der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass CA1 und subikulare REG
Neuronen in ihren elektrophysiologischen Membraneigenschaften Gemeinsamkeiten
aufweisen. In Analogie zu friheren Studien unterscheiden sich subikulare BURST
Zellen von REG Zellen einerseits durch spezifische Burst-Entladungen mit schnellen
Nachdepolarisationen, andererseits durch langsame statt schnelle
Nachhyperpolarisation, Nachentladungen ohne Frequenzakkomodation, niedrigere
Entladungsschwelle und AP-H6he sowie ausgepragtere Sag- und Rebound-Potentiale
(Jung et al. 2001; Menendez et al. 2003; Stewart & Wong 1993).

Die prazisen molekularen Ursachen, auf denen Burst-Entladungen beruhen, sind noch
nicht vollstandig geklart. Es ist wahrscheinlich, dass spezifische, spannungsabhangige
Ca?*-Kanale (Stewart & Wong 1993; Taube 1993) und a-Untereinheiten von
spannungsabhangigen Na*-Kanalen eine Rolle spielen (Cooper et al. 2006; Mason
1993). Fir die schnelle Nachdepolarisation bei Bursts sind Stréme von sowohl nieder-
spannungsabhangigen T-Typ als auch hoch-spannungsabhangigen N-, P/Q-, L- und R-
Typ Ca?*-Kanalen verantwortlich, die durch das erste AP initiiert werden (Jung et al.
2001). Beendet wird der Burst durch Ca®*-abhéngige K*-Strome (Mattia et al. 1997).
Ausgepragtere Sag-Potentiale bei BURST Zellen im Vergleich zu REG Zellen scheinen
von starkeren |p-Stromen abhangig zu sein (van Welie et al. 2006), wobei starkere
Rebound-Potentiale durch nieder- und hoch-spannungsabhangige Ca®*-Stréme in

Verbindung mit I,-Strémen ausgeldst werden (Mattia et al. 1997; Menendez et al. 2003).
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5.2 Effekt von D1/D5-R Aktivierung auf synaptische Eigenschaften von
SUB Pyramidenzellen

Die Aktivierung von D1/D5-R kann eine aktivitatsunabhangige, spate-LTP ausldsen
(Huang & Kandel 1995; Rotaru et al. 2007). Einige Arbeiten konnten diesen Befund
allerdings nicht bestatigen (Missale et al. 1998; Mockett et al. 2004; Swanson-Park et
al. 1999). Verantwortlich gemacht wurden u.a. verstarkte AMPA-R- (Price et al. 1999;
Snyder et al. 2000; Yan et al. 1999) und NMDA-R-Strome (Cepeda et al. 1993; Chen et
al. 2004; Hernandez-Lopez et al. 1997) bei Aktivierung von D1/D5-R, nachgewiesen im

Striatum und prafrontalen Kortex.

Deshalb pruften wir zunachst, inwieweit eine D1/D5-R Aktivierung die basale
synaptische Transmission und die intrinsischen Membraneigenschaften beeinflusst
bzw. eine aktivitatsunabhangige LTP induziert. Applikation von SKF 38393 flhrte zu
einer leichten transienten Depolarisation. Diese kann auf einer D1-D5-R-vermittelten
Verstarkung der persistenten Na*-Strome beruhen, die bereits in friiheren Studien
gezeigt wurde (Gorelova & Yang 2000; Yang & Seamans 1996), in anderen jedoch
nicht (Geijo-Barrientos & Pastore 1995; Maurice et al. 2001). Verantwortlich knnte
auch ein verminderter, langsam inaktivierender K*-Strom sein, wie in Neuronen des
Striatums und prafrontalen Kortex. Dieser Effekt wird via PKA und/oder cAMP-
Phosphorylierung der K*-Kanale vermittelt (Surmeier & Kitai 1993; Yang & Seamans
1996). Eine D1/D5-R-vermittelte Depolarisation zeigte sich in striatalen Neuronen
ebenso abhangig von einer Zunahme des L-Typ Ca®*-Stroms (Hernandez-Lopez et al.
1997; Song & Surmeier 1996).

Aus diesem Grund wurde bei darauffolgenden Experimenten die tetanische Reizung zur
Induktion synaptischer Plastizitat erst durchgefuhrt, nachdem die Zelle jeweils ihr RMP-
Niveau wieder erreicht hatte, was meist 5 min nach Applikationsende der Fall war.
Darlber hinaus verursachte die dopaminerge Stimulation weder eine EPSP-Steigerung
noch eine dauerhafte Veranderung des Eingangswiderstandes in subikularen
Pyramidalzellen. Eine aktivitatsunabhangige, spate-LTP wurde somit ausgeschlossen.
Dieses Ergebnis steht ebenso in Analogie zu den vorausgehenden Studien, bei denen
die NMDA-R-abhangige, spate Form der LTP erst 50 min nach Beginn der D1/D5-R

Aktivierung messbar wurde.
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5.3 D1/D5-R-vermittelte Bahnung von LTP in SUB,
aber nicht in CA1 Neuronen

Die vorliegende Arbeit belegt, dass DA die Schwelle zur Induktion von LTP an
subikularen Pyramidalneuronen moduliert. Entsprechend der ,sliding threshold’ -
Theorie von BCM zur Metaplastizitat (Abraham & Tate 1997; Bienenstock et al. 1982)
setzt in den durchgeflihrten Experimenten die dopaminerge Stimulation die Schwelle
zur Induktion von LTP an CA1-SUB - Synapsen herab (Abb. 32).
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Abbildung 32. BCM-Modell mit gleitendem Schwellenwert 6. Aktivitdtsabhangige Funktion der
synaptischen Plastizitat wird moduliert: Aktivierung von D1/D5-R verschiebt LTD-LTP Wendepunkt 6
nach links und erhoht die Wahrscheinlichkeit einer Induktion von LTP durch HFS. Wahrend eine HFS
keine Form der synaptischen Plastizitdt ausloste (Punkt a auf der vertikalen Achse), fuhrte eine
vorausgehende Stimulation von D1/D5-R zur Induktion von LTP in subikuldren Pyramidenzellen (Punkt b:
siehe Abb. 23b,c; adaptiert nach Bear 2003).

Die Stimulation von D1/D5-R bahnt eine aktivitdtsabhangige Form der LTP in
subikularen Neuronen, aber nicht in CA1 Neuronen. Die regionsspezifische Schwelle
zur LTP Induktion nach D1/D5-R Aktivierung scheint an CA3-CA1 - Synapsen héher zu
liegen als an CA1-SUB - Synapsen.

In der CA1 Region wurde bereits sowohl in vitro (Otmakhova & Lisman 1996; Swanson-
Park et al. 1999) als auch in vivo (Lemon & Manahan-Vaughan 2006; Li et al. 2003;
Swanson-Park et al. 1999) nachgewiesen, dass eine Stimulation von D1/D5-R die
Induktion und Persistenz der LTP verstarken kann. In vivo war die Schwelle zur
Induktion von LTP in der CA1 Region herabgesetzt, nachdem die Versuchstiere einer

neuen raumlichen Umgebung ausgesetzt worden waren (Li et al. 2003).
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Ebenso fuhrte die Erforschung eines neuen, leeren Raumes zur Induktion einer spaten-
LTP (Kemp & Manahan-Vaughan 2004; Lemon & Manahan-Vaughan 2006). Die
erleichterte LTP Induktion bzw. Persistenz konnte durch einen D1/D5-R Antagonisten
verhindert werden. Die bisherigen Ergebnisse in der CA1 Region stehen in Analogie zu
der in dieser Arbeit nachgewiesenen Bahnung einer aktivitatsabhangigen Form der LTP

in subikularen Neuronen.

Sie fugen sich in die entsprechende Theorie einer regionsspezifischen Schwelle zur
LTP Induktion nach D1/D5-R Aktivierung, die in der CA1 Region hdher liegt als im SUB.
Denn in den Studien zur CA1 Region wurden wesentlich starkere Stimulationsprotokolle
(héhere Frequenz und hohere Pulszahl) verwendet und die Applikation des D1/D5-R
Agonisten wurde bis zur HFS fortgesetzt. Dies kann uUber eine leichte Depolarisation zur
unterschwelligen Aktivierung von NMDA-R durch Verlust des Mg?*-Blockes und somit

zur Verstarkung der postsynaptischen Potenzierung gefuhrt haben.

Huang und Kandel zeigten, dass die Hochregulation synaptischer Starke nach theta-
frequenter Stimulation an CA1-SUB - Synapsen starker ausfallt als an CA3-CA1 -
Synapsen (Huang & Kandel 2005). Die in dieser Arbeit gezeigte Hochregulation
synaptischer Plastizitat nach D1/D5-R Stimulation scheint vergleichbar zu sein. Der
Mechanismus flr die Regionsspezifitat der dopaminergen Modulation wurde bisher
nicht geklart. Eine héhere Dichte von D1- oder D5-R konnte fir das SUB im Vergleich
zur CA1 Region nicht nachgewiesen werden (Fremeau, Jr. et al. 1991; Meador-
Woodruff et al. 1994).

Die Erkennung neuer Information bedeutet, neue mit existierenden, sensorischen
Informationen zu vergleichen. CA1 Pyramidalzellen erhalten sowohl direkte sensorische
Informationen aus dem Kortex als auch sequentielle ,phase precession‘ Informationen
aus dem DG-CAS3 - Netzwerk, deren Signale eine Art \Vorhersage' gegenlber neuen
Informationen beinhalten. Der Area CA1 wird die Rolle zugeschrieben, die Diskrepanz
zwischen den Informationen aus den DG-CA3 - Signalweg und dem aktuellen
sensorischen Eingang aus dem Kortex zu erfassen (Hasselmo et al. 1996; Lisman &
Otmakhova 2001).
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Werden in der CA1 Region neue Informationen erkannt, so konnen im SUB Signale DA-
abhangig verstarkt und synaptische Plastizitat gebahnt werden. Voraussetzung hierfur
ware die neuigkeitsabhangige Freisetzung von DA bei Aktivierung der HC-VTA-Schleife
(Lisman & Grace 2005). Die hier gezeigte dopaminerge Modulation synaptischer
Plastizitat kann an der Schnittstelle zum Neokortex und innerhalb der HC-VTA-Schleife
die Grundlage fur den engen Zusammenhang zwischen der Ausschuttung von DA im

HC und Detektion sowie Speicherung neuer sensorischer Information bilden.

5.4 Zelltypspezifische D1/D5-R-vermittelte Bahnung der LTP im SUB

Nicht nur die Regionsspezifitat zwischen CA1 und SUB sondern auch die
Zelltypspezifitdt zwischen den beiden subikularen Pyramidenzelltypen ist ein Merkmal
dopaminerger Modulation synaptischer Plastizitat. Die Daten deuten auf eine verstarkte
Bahnung der LTP in subikuldren BURST im Vergleich zu REG Zellen hin.

Subikulare Pyramidenzellen projizieren zu einer Vielzahl kortikaler und subkortikaler
Strukturen (Amaral & Witter 1995). Die raumliche Aufteilung von BURST und REG
Zellen auf der proximo-distalen und tief-oberflachlichen Achse des SUB (Greene &
Totterdell 1997; Harris et al. 2001; Jarsky et al. 2008; Menendez et al. 2003; Staff et al.
2000) sowie die Topographie subikularer Efferenzen (Ishizuka 2001) lassen annehmen,
dass BURST und REG Zellen mit unterschiedlichen subkortikalen Strukturen synaptisch
verbunden sind. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass subikulare REG und BURST
Zellen jeweils entweder zum EC oder zum PrS projizieren (Stewart 1997). Durch
zellspezifische Formen synaptischer Plastizitat nach dopaminerger Stimulation wirden
verschiedene, zellulare (Cooper et al. 2005) und synaptische Mechanismen unabhangig
genutzt, um sensorische Informationen vom HC zu unterschiedlichen, kortikalen und
subkortikalen Hirnregionen differentiell zu verarbeiten. Ein solcher zelltypspezifischer
Mechanismus wurde zur besseren Selektion neuronaler Information beitragen und

somit an der selektiven, Konsolidierung der hippokampalen Information beteiligt sein.
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5.5 Mechanismen der D1/D5-R-gebahnten LTP in REG Neuronen

Die Daten deuten darauf hin, dass in subikularen REG Neuronen die verstarkte LTP
D1/D5-R-vermittelt, NMDA-R-abhangig ist und eine PKA Aktivierung bendtigt. Blockade
der postsynaptischen Ca”-SignaIkaskade durch BAPTA verhinderte die Expression der
D1/D5-R-vermittelten LTP, die mit keiner Veranderung des PPI und des CV assoziiert
war. Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf eine postsynaptische Induktion

und Expression der D1/D5-R-gebahnten LTP in subikularen REG Pyramidenzellen hin.

Es ist bekannt, dass bei REG Zellen die LTP eine Aktivierung von NMDA-R benétigt.
Die LTP hangt von einem postsynaptischen Ca**-Einstrom ab (Wozny et al. 2008b). Als
man die Adenylylzyklase mit Forskolin stimulierte, wurde LTP anders als in BURST
Zellen nicht induziert, was auf einen von cAMP unabhangigen Signalweg bei der
Induktion von LTP durch HFS hindeuten kann (Wozny et al. 2008a).

Im Gegensatz zur D1/D5-R-unabhangigen LTP in REG Zellen zeigte die D1/D5-R-
vermittelte LTP eine Abhangigkeit von der Adenylylzyklase-cAMP-PKA — Kaskade. Der
Befund deutet darauf hin, dass zwar in beiden Zelltypen die cAMP-Kaskade eine Rolle
bei Induktion von LTP spielt, aber in REG Zellen nur bei Koaktivierung von D1/D5-R,
aber nicht bei reiner HFS aktiv wird. Durch Ca®* werden zwei der acht bekannten
Formen der Adenylylzyklase aktiviert, AC1 und AC8 (Ferguson & Storm 2004). Im HC,
dem DG, den Areae CA3 und CA1, lassen sich hohe mRNA Konzentrationen von AC1
und AC8 nachweisen (Mons et al. 1995; Xia et al. 1991). Zudem sind AC1-Knock-out
und AC1/AC8-Doppel-Knock-out Mause im hippokampal abhangigen Lernen
beeintrachtigt (Wong et al. 1999; Wu et al. 1995). Einige Formen synaptischer
Plastizitat sind vom Adenylylzyklase-cAMP Signalweg abhangig (Blitzer et al. 1998;
Brown et al. 2000). Es ist anzunehmen, dass in subikularen REG Neuronen die
Aktivierung von D1/D5-R G-Protein-Adenylylzyklase-vermittelt die postsynaptische
cAMP-Konzentration steigert und somit die LTP bahnt.
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5.6 Mechanismen der D1/D5-R-gebahnten LTP in BURST Neuronen

Die Untersuchungen weisen darauf hin, dass auch in subikularen BURST Neuronen die
verstarkte LTP D1/D5-R-vermittelt, NMDA-R-abhangig ist und eine PKA Aktivierung
bendtigt. Die Expression der D1/D5-R-vermittelten LTP wurde nicht durch eine
Blockade der postsynaptischen Ca?*-Signalkaskade mittels BAPTA verhindert, jedoch
durch eine Badapplikation des membranpermeablen Ca?*-Puffers BAPTA-AM, der
ebenso die prasynaptische Ca2+-SignaIgebung hemmen kann. Zusatzlich war die LTP
mit einer Abnahme des PPI und einer Veranderung des CV assoziiert. Diese
Ergebnisse weisen auf eine prasynaptische Transduktion und Expression der D1/D5-R-
gebahnten LTP in subikularen BURST Zellen hin.

Die Mechanismen der dopaminergen Modulation von LTP unterscheiden sich zwischen
den beiden subikularen Neuronenarten weder in inrer NMDA-R- noch in ihrer cAMP-
PKA-Kaskaden - Abhangigkeit. Die Ergebnisse weisen jedoch auf unterschiedliche
Expressionsorte hin. Eine D1/D5-R Aktivierung scheint die Expression der LTP
spezifisch an afferenten CA1 Terminalen zu bahnen, die auf subikulare BURST Zellen

projizieren. In REG-Zellen liegt eine postsynaptische Expression der LTP vor.

Es wurde gezeigt, dass in BURST Zellen die LTP eine Aktivierung von NMDA-R und
prasynaptischen Ca?*-Einstrom benétigt (Wozny et al. 2008b). In diversen Hirnregionen
wurde bereits dargestellt, dass synaptische Plastizitat auf der Aktivierung von
prasynaptischen NMDA-R beruht (Casado et al. 2002; Duguid & Smart 2004; Humeau
et al. 2003; Sjoestroem et al. 2003). Stimuliert man die Adenylylzyklase-cAMP-PKA —
Kaskade entweder direkt mit Forskolin oder durch Applikation des cAMP-Analogons Sp-
5,6-DCI-cBIMPS, so wird in beiden Fallen eine prasynaptische LTP in BURST Zellen
induziert und eine aktivitatsabhangige LTP okkludiert. Diese LTP kann durch
verschiedene PKA Inhibitoren gehemmt werden (Wozny et al. 2008a). Aktivierung von
D1/D5-R steigert die Aktivitat der Adenylylzyklase und setzt somit die Adenylylzyklase-
cAMP-PKA - Kaskade in Gang (Missale et al. 1998). Ebenso wird durch Stimulation
von D1/D5-R die intrazellulére Ca?*-Konzentration angehoben (Jay 2003; Lezcano &
Bergson 2002; Surmeier et al. 1995; Yang 2000). Die SKF 38393-induzierte Bahnung
der LTP war in den vorliegenden Untersuchungen unabhangig von postsynaptischem
Ca?* und konnte durch den PKA Antagonisten H-89 gehemmt werden.
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Daher ist anzunehmen, dass die Aktivierung von D1/D5-R die prasynaptische cAMP-
Konzentration durch einen Gs-Adenylylzyklase-Signalweg in denjenigen CA1

Terminalen anhebt, die auf subikulare BURST Neurone projizieren.

D1- und D5-R wurden im HC sowohl pra- als auch postsynaptisch nachgewiesen
(Bergson et al. 1995). Mehrere Studien weisen darauf hin, dass PKA prasynaptisch an
der Induktion von LTP in Moosfasersynapsen bzw. zerebellaren Parallelfasersynapsen
beteiligt ist (Lonart et al. 2003; Nicoll & Malenka 1995; Villacres et al. 1998). PKA
wiederum kann direkt die NR1-Untereinheit des NMDA-R phosphorylieren (Snyder et al.
1998) und so den NMDA-R-vermittelten Einwartsstrom erhéhen (Chen et al. 2004;
Flores-Hernandez et al. 2002; Gonzalez-Islas & Hablitz 2003; Hernandez-Lopez et al.
1997; Seamans et al. 2001).

Ferner wurde gezeigt, dass eine D1/D5-R Aktivierung eine PKA- und Ca2+-abhéngige
Verstarkung der NMDA-R Antwort verursacht (Cepeda et al. 1998; Lee et al. 2002;
Levine et al. 1996; Raman et al. 1996; Wang & O'Donnell 2001; Yang 2000). Folglich
kann eine D1/D5-R Stimulation mittels PKA Aktivierung die prasynaptische NMDA-R
Funktion steigern und dadurch LTP in subikularen BURST Zellen bahnen.

Unser in vitro Ansatz demonstriert, dass eine transiente D1/D5-R Aktivierung dazu
dient, die Expression der LTP spezifisch an CA1-Efferenzen zu bahnen, die auf
subikulare BURST Zellen projizieren. Die herabgesetzte Schwelle von subikularen
BURST Pyramidalneuronen eine prasynaptische, aktivitatsabhangige LTP nach
kurzfristiger D1/D5-R Aktivierung zu exprimieren, deckt einen wirksamen Mechanismus
zur Verschlusselung hippokampaler Informationen auf. Es wurde gezeigt, dass das
SUB verantwortlich ist, eine neuigkeitsabhangige Aktivierung der VTA zu generieren
(Legault & Wise 2001). Reizt man das SUB durch entweder eine tetanische Stimulation
(Blaha et al. 1997; Wang & O'Donnell 2001) oder Applikation von NMDA (Floresco et al.
2001; Floresco et al. 2003), aktiviert dies die DA-Freisetzung von Zellen der VTA, die
ihrerseits auf den HC projizieren (siehe ,Einleitung 1.3°). Die dopaminergen Afferenzen
konnen durch die von uns gezeigten Mechanismen die Erregungsubertragung an der
CA1-SUB - Synapse modulieren und dazu beitragen neue und bekannte, sensorische
Informationen vom HC auf verschiedene kortikale und subkortikale Hirnregionen

differentiell zu Ubertragen.
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5.7 D1/D5-R-vermittelte Modulation im SUB und Alzheimer-Krankheit

Das SUB ist am frihen Stadium der Alzheimer-Krankheit (AK) beteiligt. Die
Pathophysiologie ist durch das Auftreten von neurofibrillaren ,Tangles’ und neuritischen
Plaques zuerst im SUB und temporalen Kortex, spater im gesamten HC charakterisiert
(Adachi et al. 2003). Einige frihe Entstehungsformen familiarer AK sind mit
Genmutationen der Amyloid-Vorlaufer-Proteine Presenilin 1 und 2 assoziiert (Price et al.
1998).

Zunehmend deuten Studien darauf hin, dass auch Stérungen der exzitatorischen
synaptischen Transmission in der frihen Phase, bevor die Neurodegeneration beginnt,
eine Rolle spielen. Amyloid-beta fuhrt zur schnellen und andauernden Depression von
NMDA-R-vermittelten Stromen sowie Endozytose von NMDA-R in kortikalen Neuronen
(Kamenetz et al. 2003; Snyder et al. 2005). Das Amyloid-Vorlaufer-Protein Presenilin 1
reduziert die AMPA-R-vermittelten Strome und die synaptische AMPA-R Dichte in der
Area CA1 sowie die bidirektionale Plastizitat (LTP und LTD) und die Gedachtnisleistung
(Chang et al. 2006). Synaptische Depression und Abnahme synaptischer Plastizitat
durch Amyloid-beta und dessen Vorlauferproteine kénnen zum kognitiven Abbau

wahrend der frihen Phase der AK beitragen.

Postmortal fand man im frontalen Kortex bei AK eine verminderte DA-Affinitat der D1-R
(De Keyser et al. 1990). Zudem bewirkt Amyloid-beta eine Abnahme der extrazellularen
DA-Konzentration (Itoh et al. 1996). Diese Abnahme ist zum Teil fur die Lerndefizite
verantwortlich, die man bei mit Amyloid-beta infundierten Ratten feststellte (ltoh et al.
1996). Transgene Mause fur die TgCRNDS Linie, einem Modell der AK, zeigten
verbesserte Leistungen in Lern- und Gedachtnisaufgaben nach Gabe von Levo-Dopa
(Ambree et al. 2009). Spezifisch kdnnten Lern- und Gedachtnisvorgange durch D1/D5-
R Agonisten beeinflusst werden. Die beeintrachtigte Fahigkeit bei AK Patienten zur
Ausbildung synaptischer Plastizitat kdnnte durch D1/D5-R-vermittelte Bahnung

kompensiert werden, was bisher jedoch noch nicht untersucht wurde.
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5.8 D1/D5-R-vermittelte Modulation im SUB und
Abhangigkeitserkrankungen

Bei Abhangigkeitserkrankungen scheint die Aktivierung der HC-VTA - Schleife mit
erhohten extrazellularen DA-Spiegeln im SUB eine Rolle zu spielen (Di Chiara &
Imperato 1988). Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen
Personlichkeitsmerkmalen, die als exploratorische “Neuigkeits-Suchende”
charakterisiert werden, und deren verstarkter DA-Antwort auf abhangig-machende
Drogen (Leyton et al. 2002). Ebenso wurde bei Ratten mit erhéhter motorischer Aktivitat
und verstarkter Entladungsrate der dopaminergen VTA Neurone als Antwort auf
Neuigkeit eine erhdhte Selbstadministration von Kokain - einem
Wiederaufnahmehemmer von DA, Noradrenalin und Serotonin - festgestellt (Mantsch et
al. 2001; Marinelli & White 2000).

Drogensuchendes Verhalten wird durch Impulsaktivitat von DA-Neuronen moduliert
(Marinelli et al. 2003) und diese Aktivitat kann der Aktivierung des HC folgen (siehe
,Einleitung 1.3°). Subikulare Stimulation bahnt einen kontextabhangigen Ruckfall in
drogensuchendes Verhalten fur sowohl Kokain als auch D-Amphetamin (Taepavarapruk
& Phillips 2003; Vorel et al. 2001). Wird die subikulare Aktivitat blockiert (Sun & Rebec
2003) oder ist die Fahigkeit zur Ausbildung hippokampaler, synaptischer Plastizitat bei
transgenen Mause gehemmt (Ungless et al. 2001), so ist das drogensuchende

Verhalten vermindert.

Nimmt man an, dass die Aktivierung des SUB durch die Verarbeitung neuer

Informationen bedingt wird, ist es mdglich, dass subikulare Aktivitat die Wahrnehmung
eines bereits geldschten, drogenassoziierten Kontextes verandert. Dieser scheint nun
neu oder genug verschieden von dem geldschten Kontext, um wieder eine Antwort zu

provozieren.

Des Weiteren kann die DA-Uberfunktion die Motivation steigern (Schultz 1998), was die
Wiederaufnahme des abhangigen Verhaltens verstarkt und drogensuchendes Verhalten
bahnt. Im Gegensatz wirde eine Inaktivierung des SUB die DA-Freisetzung und
demzufolge die Motivation vermindern sowie der Kokain-Administration den

diskriminativen Reiz neuer Wahrnehmungsinhalte nehmen.
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Aktuelle Studien lassen darauf schliel®en, dass suchterzeugende Drogen synaptische
Plastizitat mittels dopaminerger Signalgebung bahnen (Borgland et al. 2004; Guan et al.
2009; Mameli et al. 2009; Saal et al. 2003; Thompson et al. 2004; Ungless et al. 2001)..
Dieser Mechanismus von Lern- und Gedachtnisvorgangen fuhrt dabei zu Drogen-
induzierter, assoziativer Gedachtnisbildung. In DA-Neuronen der VTA induziert bereits
eine singulare Gabe von Kokain eine transiente, NMDA-R-abhangige LTP, wobei im
Ncl. accumbens erst wiederholte Gaben zur Induktion von synaptischer Plastizitat
fuhren (Mameli et al. 2009). Die Plastizitat der VTA konnte durch alle bisher
untersuchten abhangig-machenden Drogen induziert werden und dauert ca. 5 Tage an
(Borgland et al. 2004; Saal et al. 2003; Ungless et al. 2001). Ob die beiden Formen
synaptischer Plastizitat unabhangig oder hierarchisch organisiert sind und was deren
Funktion fur die hippokampale Informationsubertragung ist, bleibt bisher unbekannt. In
der CA1 Region ist sowohl nach kurzer Kokain-Administration als auch nach
Entwdhnung eine LTP verstarkt auslésbar (Guan et al. 2009; Thompson et al. 2004). In
vivo zeigt sich eine LTP im DG bei Nikotin-Administration DA-abhangig (Tang & Dani
2009).

Moglicherweise liegt dem Zusammenhang zwischen DA-Uberfunktion und verstarkten
Suchtverhalten eine DA-vermittelte Bahnung synaptischer Plastizitat im Subikulum
zugrunde, was bisher nicht untersucht wurde. Mittels Hemmung der HC-VTA -
Signaltbertragung durch D1/D5-R Antagonisten konnte man medikamentds versuchen,
den Ruckfall in abhangiges Verhalten zu verhindern, was jedoch mit der potentiellen

Nebenwirkung in Form mnestischer Defizite verbunden ware.
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5.9 D1/D5-R-vermittelte Modulation im SUB und Schizophrenie

Bereits1967 wurde fur die Genese der Schizophrenie eine Hypothese aufgestellt, nach
der Schizophrenien durch eine Uberaktivitat bestimmter dopaminerger Bereiche des
Gehirns verursacht werden (van Rossum 1967). Die DA-Hypothese beruht auf der
Beobachtung, dass beim Verabreichen des reversiblen D2-R Antagonisten
Chlorpromazin die dopaminerge Neurotransmission geblockt wurde und sich die
schizophrene Psychose, vor allem Positivsymptome wie Wahnsymptomaik,
Halluzinationen und Ich-Stérungen, besserte (Horn & Snyder 1971). Beim Verabreichen
von D2-R Agonisten bzw. Antagonisten konnten schizophrene Psychosen herbeigefuhrt

bzw. gebessert werden (Snyder 1976).

Gegen die DA-Hypothese sprach jedoch, dass Negativsymptome wie Affektverflachung,
motorische und kognitive Defizite durch die Behandlung mit klassischen Neuroleptika
entstehen kdnnen oder nicht behandelbar sind (Davila et al. 2007). Deshalb wurde die
DA-Hypothese rekapituliert, um die Negativsymptome folgerichtig miteinzubeziehen:
,Die Schizophrenien sind bedingt durch abnormal niedrige DA-Aktivitdten im Bereich
des préfrontalen Kortex, welche Negativsymptome verursachen, was zu erhéhten DA-
Aktivitaten in mesolimbischen DA-Neuronen fiihrt, wodurch die Positivsymptome
verursacht werden (Davis et al. 1991).“ Als DA-R-Untergruppe sind vor allem D2-R
beteiligt. Es konnte nachgewiesen werden, dass bei noch nicht medikamentos
behandelten, schizophrenen Patienten die Dichte von D2-R um 10-30 % im frontalen
Kortex (Kessler et al. 2006) und Striatum (Wong et al. 1997) erhdht, aber um 12-30 %
im Gyrus cinguli (Buchsbaum et al. 2006) und im Mittelhirn (Kessler et al. 2006)

vermindert ist.

D2-R weisen zwei verschiedene funktionelle Zustande im Hypophysenvorderlappen und
der Substantia nigra auf, einen Zustand hoher DA-Affinitat und einen nicht-funktionalen
Zustand niederer DA-Affinitat (George et al. 1985), die schnell und kontinuierlich
ineinander umwandelbar sind. Durch Stimulation von D1-R kann die Umwandlung von
hoher zu niederer DA-Affinitat des D2-R beschleunigt werden (Seeman & Tallerico
2003). Eine Unterfunktion von D1-R oder Reduktion des D1-D2-R — Zusammenhangs
wiirde eine Uberfunktion von D2-R und demzufolge Positivesymptome oder potentiell

eine Psychose fordern.


http://de.wikipedia.org/wiki/Gehirn
http://de.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A4frontaler_Cortex
http://de.wikipedia.org/wiki/Neuron

71

Ein weiterer wichtiger, atiologischer Faktor der Schizophrenie, der erst spater
identifiziert wurde, ist eine Unterfunktion von NMDA-R (Olney et al. 1999; Tamminga
1999). Ein Tiermodell der Schizophrenie, das in Ratten vergleichbare neurochemische,
funktionelle sowie Verhaltensmerkmale hervorruft wie in Menschen wahrend der akuten
Phase einer Schizophrenie, setzt eine verlangerte soziale Isolation nach Entwohnung
voraus. Die Induktion einer NMDA-R-abhangigen LTP ist in diesem Modell an der CA1-
SUB-Synpase reduziert (Roberts & Greene 2003). Wahrscheinlich ist dieser
Funktionsverlust mit den Gedachtnisdefiziten und der verminderten hippokampalen
Aktivierung wahrend bewussten Wiederabrufens von Gedachtnisinhalten verbunden,
die bei Schizophrenie beobachtet werden konnen (Geyer et al. 1993; Heckers et al.
1998).

Ein therapeutischer Ansatz bei Gedachtnisstérungen von schizophrenen Patienten stellt
die Behandlung mit selektiven D1/D5-R Agonisten dar. Wie in der vorliegenden Arbeit
gezeigt wurde, konnte dadurch die Induktion und Expression der NMDA-R-abhangigen
LTP im Subikulum gebahnt und der Eingang von sensorischen Informationen ins
Gedachtnis gefordert werden. Die NMDA-R Unterfunktion wirde kompensiert. Der
niedere DA-Affinitatszustand von D2-R wird durch D1/D5-R Interaktion erhéht und die
therapeutische Wirkung von D2-R Antagonisten somit verstarkt. Eine Besserung der
D2-R-vermittelten Positivsymptome kdnnte bewirkt werden. Im Tiermodell wurde bereits
gezeigt, dass eine Aktivierung von D1/D5-R kognitive Defizite bessert und in einer
engen therapeutischen Breite zu erhdhten Leistungen in der Objekterkennung, in
operanten Lernaufgaben und des raumlichen Arbeitsgedachtnisses fuhrt (McLean et al.
2009; Williams & Castner 2006).
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6 Zusammenfassung

Die Verschlusselung und Speicherung neuer Informationen beruhen auf einer
zeitgleichen Freisetzung von DA in der hippokampalen Formation wahrend der
Neuigkeitserkennung. Der genaue Ort der Neuigkeitserkennung im HC ist jedoch
unklar. HC und dopaminerge Projektionen des Mittelhirns bilden eine funktionelle
Schleife. Aktiviert wird diese Schleife, sobald der HC neue Informationen erkennt.
Entsprechend aktueller Modelle fungieren die hippokampalen Regionen, CA1 und SUB,
als Detektor und Verteiler neuer sensorischer Informationen. Das resultierende
Neuigkeitssignal wird Uber das SUB Ubertragen, welches als Schnittstelle zwischen HC
und Neokortex eine zentrale Rolle bei der Regulation des Informationseinganges ins

Langzeitgedachtnis einnimmt.

Aktivitatsabhangige, synaptische Plastizitat wird als einer der zellularen Mechanismen
verstanden, der wesentlich den physiologischen Prozessen Lernen und Gedachtnis
zugrunde liegt. Als zellular-synaptisches Korrelat versteht man die LTP, eine
langandauernde Verstarkung der synaptischen Ubertragung zwischen Neuronen im HC.
Die am besten untersuchte Form der LTP kann an den Synapsen der Pyramidenzellen
in der CA1 Region ausgeldst werden. Trotz der Schllsselrolle des SUB bei der
Informationsubertragung ins Langzeitgedachtnis wurde bisher nicht untersucht, wie DA

synaptische Plastizitat in dieser Struktur moduliert.

Wahrend die Mehrheit der subikularen Pyramidenneurone mit hochfrequenten Bursts
von AP entladt, weisen der andere Teil subikularer Pyramidenneurone sowie die
meisten CA1 Pyramidenneurone regular-feuerndes Entladungsverhalten auf. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und wie eine transiente Aktivierung von
D1/D5-R die Induktion einer aktivitdtsabhangigen LTP in CA1, subikularen BURST und
REG Pyramidenzellen bahnt. Verwendet wurde ein schwaches Stimulationsportokoll,

welches unterschwellig zur Induktion von LTP ist.

Die Ergebnisse zeigen, dass zum einen die kurzfristige D1/D5-R Aktivierung tuber 5-10
min eine LTP in beiden subikularen Neuronenarten, aber nicht in CA1 Neuronen bahnt.
Zum anderen scheinen sich die Formen der induzierten LTP zwischen den subikularen

Zelltypen zu unterscheiden.
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Es wird nachgewiesen, dass die D1/D5-R-gebahnte LTP in beiden Zellarten zwar
NMDA-R-abhangig ist und die Aktivierung der Proteinkinase A bendtigt. Jedoch wird in
BURST Zellen die D1/D5-R-abhangige LTP starker gebahnt als in REG Zellen, wird
prasynaptisch exprimiert und beruht auf prasynaptischer Ca?*-Signalgebung. In REG
Zellen dagegen ist der Expressionsort der LTP postsynaptisch lokalisiert und abhangig

von der postsynaptischen Ca?*-Signalkaskade.

Das Phanomen der DA-induzierten Vorbahnung einer NMDA-R-abhangigen LTP in
subikularen Pyramidenzellen stimmt mit den Beobachtungen der zeitabhangigen
Freisetzung von DA wahrend der Neuigkeitserkennung in dieser Hirnregion uberein und
deckt einen bedeutenden Mechanismus auf, hippokampale Ausgangsinformationen zu

kodieren.
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