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1) Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe von Stimulationsparadigmen, welche
Langzeitpotenzierung induzieren, sharp wave ripple Komplexe (SPW-R) induziert,
denen die sukzessive Entladung hippokampaler Neurone zugrunde liegt. Diese SPW-R
Komplexe ahneln in ihren Eigenschaften denen spontan auftretender SPW-R: sie
entstehen primar in der Subregion CA3 und propagieren uber das CA1 zum Subiculum.
Dabei hangt ihre Aufrechterhaltung essentiell von AMPA/Kainat Rezeptoren ab, die
Induktion hingegen steht in direktem Zusammenhang mit der Aktivierung der NMDA
Rezeptoren. Einmal induziert fuhrt eine Blockade der NMDA Rezeptoren nicht mehr zur
Unterbrechung der SPW-R; der exzitatorische Anteil Gber AMPA/Kainat Rezeptoren
reicht zur Aufrechterhaltung aus. Im Gegenzug zur hochfrequenten Stimulation kann
eine niederfrequente Reizserie, welche Langzeitdepression induziert, zum
Zusammenbruch der SPW-R Komplexe flhren. Auf intrazellularer Ebene zeichnet sich
wahrend der SPW-R Komplexe eine dynamische Reorganisation neuronaler Netzwerke
ab, die gleichsam Zellen in ein Netzwerk rekrutieren als auch aus dem Zellverband
ausschlie®en kann. Unter dem EinfluR des GABA A Rezeptor Antagonisten Bicucullin
werden bereits vorher induzierte SPW-R Komplexe in prolongierte Entladungen mit
deutlich héherer Amplitude transformiert. Der Frequenzinhalt der ripples entspricht hier
etwa 300 Hz. Als Ausdruck fehlender Inhibition zeigen intrazellulare Ableitungen von
Pyramidenzellen eine wesentlich starkere und verlangerte Depolarisation mit bis zu 40
Aktionspotentialen wahrend eines SPW-R Komplexes. Insgesamt &ahneln diese
Eigenschaften denen recurrenter epileptiformer Entladungen (RED), wie sie schon im
Menschen oder der Ratte nachgewiesen wurden. In weiteren Experimenten wurde der
Einfluld von Serotonin, Dopamin und Norepinephrin auf sowohl tetanisch als auch durch
Carbachol oder Kainat induzierte Gammaoszillation untersucht. Die pharmakologisch
induzierten Gammaoszillationen wurden durch alle getesteten Monoamine
dosisabhangig supprimiert und ihr Frequenzinhalt leicht erhoht. Dieser Effekt wird durch
Isoproterenol bei tetanisch und pharmakologisch induzierten Gammaoszillation
gleichermallen simuliert und weist mechanistisch auf einen Zusammenhang mit
intrazellularem zyklischem Adenosinmonophosphat hin. Bei tetanischer Induktion
hingegen werden die Oszillationen unter dem Einfluss der Monoamine augmentiert.
Diese Ergebnisse deuten eine Beteiligung anderer Zelltypen bei tetanisch induzierter

Gammaoszillation als bei pharmakologischer Induktion an.



2) Einleitung und Zielsetzung

Als physiologisches Korrelat der einfachsten Form von Gedachtnis auf zellularer Ebene
ist heutzutage das Modell der Langzeitpotenzierung (LTP) anerkannt. Es beschreibt die
lang andauernde Verstarkung der synaptischen Ubertragung auf einen
gleichbleibenden Reiz und stellt damit eine Form der synaptischen Plastizitat dar.
Neben ausgepragten intrazellularen Veranderungen sind sogar morphologische
Anpassungen in Form von Dendritenwachstum (spines) beschrieben worden, welche
haufig genutzte synaptische Verbindungen starken und somit Informationen und deren
Fluss bahnen konnen. SchlieRen sich nun einzelne Zellen zu einem Verbund, einem
Netzwerk zusammen, so sind sie in der Lage, vorher gespeicherte Informationen Gber
eine synchrone Entladung aus der hippokampalen Formation in hoher gelegene
kortikale Areale zu transferieren, ein Prozess, der Konsolidierung genannt wird". Derart
synchrone Entladungen konnten bereits in Rattenexperimenten sowohl in vivo vor allem
wahrend Ruhephasen oder im slow wave sleep als auch in vitro nachgewiesen
werden® ¥ Zudem konnten weitere in vivo Experimente an Ratten zeigen, dass die
zuvor gelernten Inhalte in umgekehrter Reihenfolge und zeitlich kondensiert wahrend
einer solchen synchronen Entladung abgerufen wurden®. lhre charakteristische
Eigenschaft ist eine langsame Depolarisationswelle (sharp wave), welche von einer
hochfrequenten Oszillation Uberlagert wird (ripples). Derartige Netzwerkphanomene
sind keinesfalls nur im Hippocampus beobachtet, sondern auch in der Amygdala und in
parahippocampalen Regionen wie dem Presubiculum®®. Eine synchrone
Netzwerkaktivitat, welche den SPW-R Komplexen ahnelt, konnte auch bei Patienten mit
Epilepsie nachgewiesen werden, wobei die Oszillationen hier deutlich héher frequent
sein konnten”. Unter der Vorstellung, dass Gammaoszillationen an der Bindung
einzelner Neurone zu funktionellen Netzwerken beteiligt sind und als intrinsischer
Rhythmusgeber ein zeitliches Muster flr neuronale Aktionspotentiale vorgibt, wodurch
die Speicherung von Informationen in neuronalen Netzwerken erleichtert® wird, wurden
in einer weiteren Serie von Experimenten schliellich der Effekt von Monoaminen auf
sowohl tetanisch als auch pharmakologisch induzierte Gammaoszillationen untersucht.
Sollte eine vermehrte Freisetzung von Monoaminen, wie sie schon in Tierexperimenten
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bei Exploration neuer Situationen beobachtet wurden' , hun zu einer Verstarkung

dieser Oszillationen fuhren, konnte dieser Mechanismus zur Gedachtnisformierung

beitragen".



Vor diesem Hintergrund ergeben sich als zentrale Fragestellungen der vorliegenden
Arbeit, in wie weit sich Gammaoszillationen durch die Prasenz von Monoaminen
variieren lassen, welche zellularen Mechanismen der Entstehung von SPW-R zugrunde
liegen, wie sie sich pharmakologisch modulieren lassen und in wie weit sie sich von
pathologische Entladungen unterscheiden. In den fir diese Dissertationsschrift

verwendeten Studien wurden hierzu folgende Untersuchungen durchgefihrt:

(1) Anhand eines Modells von tetanisch induzierten SPW-R Komplexen wurden ihre
physiologischen Eigenschaften, die fur die Entstehung notwendigen Voraussetzungen

und die Dynamik hippocampaler Netzwerke analysiert.

(2) Als Abgrenzung zur physiologischen Netzwerkdynamik wurden Untersuchungen an
pharmakologisch enthemmten neuronalen Netzwerken durchgeflhrt, welche

pathophysiologisch dem Bild wiederkehrender epileptiformer Entladungen entsprechen.

(3) Unter der Vorstellung, dass Gammaoszillationen bei der Bindung von Neuronen in
funktionelle Netzwerke involviert sind, wurden pharmakologische Studien an sowohl
durch Carbachol und Kainat als auch durch tetanische Stimulation induzierte

Gammaoszillationen durchgeflnhrt.



3) Methodik

Préparation der Hirnschnitte: Wistar Ratten (durchschnittliches Alter zwischen 5 und 8
Wochen) wurden unter tiefer Ether Narkose decapitiert, die Gehirne entnommen und in
ein 4 °C kaltes Bad aus carbogeniertem klnstlichem Liquor transferiert. Der kinstliche
Liquor bestand aus: 129 mM NaCl, 21 mM NaHCO;, 3 mM KCL, 1,6 mM CaCL;, 1,8
mM MgSOQOq4, 1,25 mM NaH,PO4 und 10 mM Glucose (gesattigt mit 95% O, und 5%
CO,). Alle Tierversuche wurden durch die Lageso (G0328/98, G0024/04) zugelassen.
Die Praparation horizontaler hippocampaler Hirnschnitte mit einer Dicke von 400 um
wurden unter einem Winkel von 12 Grad in fronto-occipitaler Schnittrichtung mit einem
Vibratom (752 M Vibroslice, Campden Instruments, Loughborough, England)
vorgenommen. Anschlieliend wurden sie in eine Interface-Kammer transferiert. Hier
wurden die Hirnschnitte mit carbogeniertem kinstlichem Liquor umspult (Temperatur;
34-36 °C = 0,5 °C, FluRrate: 1,6 ml/min, pH: 7,4). Dissektionen zwischen der CA3 und
der CA1 wurden mit einem micro cutter (Fine Science Tools) durchgefuhrt. Vor Beginn
der Messungen verblieben die Hirnschnitte mindestens eine Stunde in der Interface-

Kammer.

Aufzeichnungen: Die extrazellularen Feldpotentiale wurden im stratum pyramidale der
CA1 und CA3b und im Subiculum mit Mikroelektroden, die mit 154 mM NaCL (3-10 MQ)
geflllt wurden, aufgezeichnet. Konzentrationsanderungen des extrazellularen Kaliums
[K+]o wurden mittels einer zweilumigen feldpotential- und ionenselektiven
Mikroelektrode aufgezeichnet, deren ionenselektiver Schenkel mit dem Potassium
lonophore Cocktail A (60031; Fluka Chemie, Buchs, Schweiz) geflllt wurde. Diese
Elektroden wurden nur verwendet, wenn sie auf einen zehnfachen Anstieg der
Kaliumkonzentration mit einer Potentialveranderung von 59 + 2 mV reagierten.
Intrazellulare scharfe Mikroelektroden wurden aus Borosilikatglas hergestellt (0.d. 1,2
mm) und mit 2.5 M K*-Azetat gefiillt. Der Widerstand der Elektrodenspitze lag bei 70 —
90 MQ. Die intrazellularen Messungen wurden mit einem SEC 05L Verstarker (NPI
Instruments, Tamm, Deutschland), die extrazellularen Messungen mit einem
hauseigenen Gerat verstarkt. Der low-pass Filter lag bei 1 kHz und die Signale wurden
im Falle der extrazellularen Ableitung mit 5 kHz, im Falle der intrazellularen Ableitung
mit 10 kHz digitalisiert und Gber ein CED 1401 Interface (Cambridge Electronic Design)

auf einem Computer gespeichert.



Stimulationsprotokoll: Die Oszillationen wurden durch tetanische Stimulation im stratum
radiatum der Area CA1 Uber eine bipolare Platinelektrode (50 pm, 140-200um
Elektrodenabstand) ausgeldst. Das erste Hochfrequenzstimulationsprotokoll (HFS)
bestand aus drei Serien von je 40 Einzelpulsen und einer Dauer von 100 us. Das
Interpulsintervall betrug 10 ms und das Intervall zwischen den einzelnen Serien 40 s.
Das zweite Stimulationsprotokoll (TBS) bestand aus 12 Serien mit je 4 Einzelpulsen,
wobei die Dauer der Stromapplikation und das Interpulsintervall identisch waren.
Lediglich das Intervall zwischen den Serien wurde auf 200 ms gesenkt. In allen
Experimenten wurde entweder das erste oder das zweite Stimulationsprotokoll benutzt
und alle 5 Minuten wiederholt. Im Falle der tetanisch induzierten Gammaoszillation
wurde ein Stimulationsprotokoll mit entweder 40 oder 100 Hz (Serien von 20 - 40
Pulsen mit einer Lange von 100 ps) angewendet, welches alle 5 Minuten wiederholt
wurde.

In zusatzlichen Experimenten wurde der Stimulationspunkt in das distale radiatum nahe
dem Subiculum, in das stratum moleculare des Gyrus dentatus, in den Hilus oder in das
stratum radiatum der CA3 verlegt. Zudem wurden die Moosfasern in coronaren
Hirnschnitten Uber eine monopolare Platinelektrode (20 uym) im stratum radiatum der
CA3c stimuliert. Als Kriterium fir Moosfaserreizung diente die Fascilitierung des
Feldpotentials Uber einen Anstieg der Einzelpulsstimulationsfrequenz von 0,1 auf 1 Hz
um mehr als 200%. Ein Reiz wurde dabei mit circa 70% (= 1,8 — 3 V) der
Stimulationsintensitat gesetzt, die eine maximale Amplitude des Feldpotentials als
Antwort in der CA3 und CA1 auslést. Wahrend der Stimulation wurden Veranderungen
in der extrazellularen Kaliumkonzentration [K+]o aufgezeichnet. Im CA3 wurde LTP
entweder Uber eine Hochfrequenzstimulation (HFS) oder Uber ein Thetaburst
Stimulationsprotokoll (TBS) ausgeldst. Eine Langzeitdepression (LTD) hingegen wurde
Uber eine Stimulation mit 1 Hz fur 900 s ausgeldst. Dieses Protokoll wurde bis zu

dreimal mit einem Abstand von je 10 Minuten wiederholt.

Datenanalyse: Im Falle der Analyse der SPW-R wurde die Starke der Oszillationen Uber
eine Powerspektrum der Rohdaten in einem Integral zwischen 0 und 400 Hz bestimmt.
(Spike 2 Software, Cambridge Electronic Design). Zur Detektion der ripple wurden die
Rohdaten in Epochen von 3 Minuten Lange unterteilt und mit einem band-pass Filter
(40 - 400 Hz) bearbeitet, wobei der Grenzwert zur Detektion auf den vier- bis

sechsfachen Wert der Standardabweichung des Grundrauschens gesetzt wurde. Zur



Detektion der langsamen sharp waves (SPW) wurden die Rohdaten mit einem low-pass
Filter (20 Hz) gefiltert. Die zeitliche Aufeinanderfolge von Aktionspotentialen und der
ripple Aktivitdt wurde nach Filterung der Rohdaten mit einem band-pass Filter (40 - 400
Hz) berechnet, indem der zeitliche Abstand zwischen der Spitze eines Aktionspotentials
und der nachsten korrespondierenden negativen ripple Spitze bestimmt wurde. Dabei
wurde eine hausintern programmierte Software benutzt (H. Siegmund, Institut far
Neurophysiologie, Charité). Auto- und Kreuzkorrelationen wurden aus 500 ms
Abschnitten berechnet. Die dominante Frequenz wurde aus der ersten und zweiten
Spitze des Auto-Korrelogramms bestimmt. Zur Bestimmung der Verzdgerung des
Signals zwischen zwei Arealen (Latenz) wurde eine Kreuzkorrelation durchgefihrt und
die Latenz aus dem Abstand der Spitze des Korrelogramms zum Wert t = 0 bestimmt.
Bei der Analyse der Gammaoszillation wurde ein Powerspektrum Uber einen Abschnitt
von 5 Minuten der durch Carbachol oder Kainat induzierten Oszillation Uber einen FFT-
Algorithmus (schnelle Fourier Transformation) berechnet. Hieraus wurde die
Hauptfrequenz und maximale Starke der Oszillation des jeweiligen Powerspektrums
bestimmt. Im Falle der Stimulus induzierten Gammaoszillation betrug der Zeitraum der
Analyse 1 s. In jeder Untersuchungsgruppe (control, drug application, wash out) wurden
pro Hirnschnitt 5 aufeinanderfolgende Epochen von Gammaoszillationen untersucht.
Ihre Hauptfrequenzen und Oszillationsstarken wurden gemittelt, um die individuelle
Variabilitdt der Oszillationen in einem Hirnschnitt auszugleichen. SchlielRlich wurde aus
allen analysierten Hirnschnitten ein Mittelwert gebildet. Zur Bestimmung der Latenz
zwischen CA3 und CA1 wurde eine Kreuzkorrelation zwischen CA3 und CA1 Uber eine
Epoche von einer Sekunde aus den Rohdaten beider Areale fir jeden Hirnschnitt
durchgefuihrt und daraus ein gemittelter Kreuzkorrelations-Koeffizient errechnet. Die
statistische Signifikanz wurde mit einem one-way ANOVA oder dem Wilcoxon Test

bestimmt, wobei p < 0.05 als signifikant angesehen wurde.

Substanzen: Alle Substanzen wurden in kinstlichem Liquor gelést und Uber eine
Perfusionspumpe kontinuierlich der Interface-Kammer zugefligt. Dabei wurden die
folgenden Substanzen benutzt: 20 yM 6-cyano-7-nitro-quinoxaline-2,3-dione (CNQX),
50 uM (+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imin-maleat (MK-
801), 200 uM Carbenoxolon (3B-3-[(3-carboxypropanoyl)oxy]-11-oxoolean-12-en-30-
Saure), 50 uM D-(-)-2-amino-5-phosphonopentanonische Saure (D-AP5), 5 uM
Bicuculline-Methiodid (Bicucullin), 5 yM SR-95531 (Gabazin), 100 — 150 nM 2-carboxy-



3-carboxymethyl-4-isopropenyl-pyrrolidin (Kainsaure), 20 uM (2-carbamoyloxyethyl)-
trimethylammonium chlorid (Carbachol), 30 — 200 uM 3,4-dihydroxyphenetylamin-
hydrochlorid (Dopamin), 30 — 100 yM 5-hydroxytryptamin (Serotonin), 30 — 100 pM ()-
Norepinephrine-I-bitartrat-hydrat ~ (Norepinephrin), 50 uyM  (R,S)-N-ethyl-1-[3-
(trifluormethyl)phenyl]propan-2-amin (Fenfluramin), 10 uM (R,S)-3,5-DHPG, 50 uM
Forskolin, 100 uM (x)-1-Phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-(1H)-3-benzazepin-7,8-diol-
hydrochlorid (SKF-38393 hydrochloride), 2 uM (-)-isoproterenol-hydrochloride, 1 uM 8-
Brom-3’5’-zyklisches Adenosinmonphosphat (8-Br-cAMP). Um die schnelle Oxidation
des geldsten Dopamins (DA) zu verhindern, wurde 1 mM Ascorbinsaure als Antioxidanz

in den kunstlichen Liquor gegeben.

Zur Analyse des jeweiligen pharmakologischen Effektes wurden sowohl die Inzidenz
der SPW-R, die ripple Frequenz, die Frequenz der Gammaoszillation sowie deren
Oszillationsstarke unter Kontrollbedingungen wahrend der Applikation und nach dem

Auswaschen der Substanz aufgezeichnet.
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4) Ergebnisse und Diskussion

Die Applikation einer Serie von Hochfrequenzstimuli im stratum radiatum der CA1 fuhrte
zur Induktion einer LTP"® und schlieRlich zur Entstehung repetitiver synchroner
Entladungen in Form von SPW-R in der CA3 und CA1 des Hippocampus. Diese so
induzierten SPW-R persistierten autonom fur die Dauer von maximal 2 Stunden und
waren durch eine 30 bis 80 ms dauernde sharp wave charakterisiert, welche von einer
Serie kleiner Populationsspikes (ripples) Uberlagert war. Die Frequenzanalyse dieser
ripples ergab ein Frequenzband, das bei 180 Hz lag. Nach weiterer repetitiver
Stimulation zeigte sich zwar keine Veranderung der Frequenz der ripples, wohl aber
eine Zunahme der Amplitude und der Anzahl der evozierten SPW-R pro Minute, welche
nach drei bis funf Wiederholungen des Stimulationsparadigmas schliefdlich ein
Maximum erreichten. Dabei wurden die SPW-R von einer extrazellularen
Kaliumkonzentration begleitet, wie sie unter physiologischen Bedingungen auch in

anderen Regionen des Gehirns auftritt!"®)

. Nach vdlliger Durchtrennung samtlicher
Fasern, die die Subregionen CA3 und CA1 miteinander verbinden, persistierten die
SPW-R in der CA3, wohingegen in der CA1 keine SPW-R mehr nachzuweisen waren.
Die SPW-R wurden also zuerst in der CA3 generiert und propagierten mit einer Latenz
von 8,5 ms zur CA1. Durch Applikation von AMPA/Kainat Rezeptor Blockern wie CNQX
(20 pM) oder durch pharmakologische Blockade der schnellen elektrischen
Ubertragung durch gap junctions mit Carbenoxolon (200 uM) konnten die bereits
etablierten SPW-R vollstandig unterbrochen werden. Dies legt die Vermutung nahe,
dass die Generation und Aufrechterhaltung der SPW-R abhangig von schneller

Synchronisation und exzitatorischer synaptischer Verbindung hippocampaler Neurone
ist(14 19),

Die Rolle der LTP: Im Gegenzug dazu konnten diese Entladungen nicht durch
Antagonisten von NMDA Rezeptoren wie MK-801 (50 uM) oder D-AP5 (50 uM) blockiert
werden. Wurden diese Substanzen jedoch bereits vor der Induktion der SPW-R
appliziert, konnten SPW-R nicht ausgel6st werden. Dieser Zusammenhang macht
deutlich, dass zur Entstehung einer SPW-R zunachst die Induktion einer suffizienten
LTP"®, zur Aufrechterhaltung aber die Exzitation und Synchronisation einzelner
neuronaler Cluster notwendig ist. Mit einem niederfrequenten Stimulationsprotokoll,

welches aus 900 Einzelpulsen mit einer Frequenz von 1 Hz bestand und somit eine
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Langzeitdepression induzierte, brachen einmal etabliete SPW-R zusammen und
wurden fast vollstandig unterdriickt'”). Neben der retrograden Erregung der CA3 (iber
die Schaffer Kollateralen gelang die Induktion der LTP und konsekutiv auch der SPW-R
durch repetitive Stimulation mit dem hochfrequenten Stimulationsparadigma uber die
orthodrome Reizung der CA3 durch die Moosfasern, welche den Gyrus dentatus mit der
CA3 verbinden"®. Durch Alteration der Stimulationsfrequenz mit 5, 10, 20 und 50 Hz

lieR sich weder eine LTP noch SPW-R in den Schnittpraparaten auslésen('?.

Netzwerkdynamik auf zelluldrer Ebene: Intrazellulare Ableitungen wahrend und nach
Induktion von SPW-R zeigten stets prominente inhibitorische postsynaptische
Potentiale (IPSP) oder Sequenzen aus exzitatorischen und frihen inihbitorischen
postsynaptischen Potentialen (EPSP-IPSP), aber niemals reine exzitatorische
postsynaptische Potentiale, was auf eine starke Beteiligung inhibitorischer Interneurone
wahrend der SPW-R hinweist. Des Weiteren konnten vier verschiedene
Verhaltensweisen von Neuronen wahrend der Induktion von SPW-R identifiziert
werden. Zum einen zeigten die Neurone in Uber 40% der Falle einen graduellen Anstieg
der EPSP Amplitude und der Anzahl evozierter Aktionspotentiale wahrend einer SPW-
R. Den zweitgroRten Anteil mit knapp 38% der untersuchten Zellen bildeten jene
Neurone, die mit wachsendem IPSP wahrend der Induktion von SPW-R reagierten und
jegliche Generation von Aktionspotentialen unterdrickten. Dartber hinaus imponierten
rund 17% der Neurone mit einem graduell reduzierten frihen IPSP und subsequent
grélkeren EPSP, so dass schlieBlich wahrend der SPW-R Aktionspotentiale ausgeldst
werden konnten. In 4% der Neurone jedoch kam es zu einem Anstieg des friGhen IPSPs
und Reduktion des EPSPs, so dass es hier zu keiner aktiven Teilnahme an den SPW-R
kam. Dieses Verhalten auf zellularer Ebene deckt sich mit der Beobachtung, dass nach
Induktion der SPW-R sowohl die Amplitude als auch die Inzidenz der SPW-R bis zu
einem gewissen Maximum zunahmen und deutet so auf ein plastisches und
dynamisches Netzwerk innerhalb der CA3 hin, in dem durch Induktion einer LTP sowohl
die exzitatorischen, recurrenten synaptischen Verbindungen im assoziativen Netzwerk
der CA3 aber auch die Inhibition durch Interneurone moduliert werden. Neurone kdnnen
so in einen Verband aus bereits synchronisierten Neuronen aufgenommen aber auch
aus diesem ausgeschlossen werden und bieten damit die Voraussetzung fur ein

plastisches Netzwerk innerhalb der CA3® 2 2V Allerdings stellte sich die Frage nach
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der physiologischen Relevanz dieses Protokolls, und es erwies sich als notwendig zu

klaren, wieweit diese Ereignisse sich von epileptiformen Entladungen unterscheiden.

Disinhibition des Netzwerks — Ein Epilepsiemodell: Im Gegensatz zu den
physiologischen Entladungen einer SPW-R konnten durch die Applikation des GABA A
Rezeptor Antagonisten Bicucullin (5 uM) oder Gabazin (5 uM) auf naive und tetanisierte
Hirnschnitte recurrente epileptiforme Entladungen (RED) ausgeldst werden, die sich in
ihren Eigenschaften deutlich von einer SPW-R unterscheiden® " ??. Diese Entladungen
dauerten bei naiven Hirnschnitten durchschnittlich 169 ms und waren sowohl in ihrer
Amplitude mit 6 mV und einer Ripplefrequenz mit durchschnittlich 233 Hz deutlich
grélRer und hochfrequenter als Ripples innerhalb der SPW-R. Sie wurden zusatzlich von
einer ausgedehnten Negativierung des Feldes gefolgt. Dabei nahm der Frequenzinhalt
der ripples vom Beginn einer RED mit 400 Hz im Verlauf auf unter 200 Hz ab. Bei
Hirnschnitten, in denen zuvor SPW-R induziert wurden, war der Frequenzinhalt der
ripples mit durchschnittich 296 Hz noch deutlich hdéher und der Frequenzabfall
innerhalb einer RED milder. Nach Korrelation zellularer Aktionspotentiale mit den
ripples einer RED konnte zum einen gezeigt werden, dass die Anzahl der
Aktionspotentiale pro RED immer niedriger als die im Feld aufgezeichneten Anzahl der
ripples waren aber die durchschnittlichen 1.6 Aktionspotentiale pro SPW-R deutlich
Uberschritten und zum anderen die Aktionspotentiale in der frihen Phase des RED den
ripples um 1 ms vorangingen, wohingegen sich im weiteren Verlauf der RED dieses
Verhaltnis umkehrte. Dies lasst sich durch die initiale Ausbreitung der Aktivitat vom
Ursprung und die folgende Prozessierung der Aktivitdt innerhalb des assoziativen
Netzwerks der CA3 erklaren. Begleitet wurden die RED von einem extrazellularen
Kaliumanstieg, der um ein Zwanzigfaches hdher war, als es unter physiologischen
Bedingungen vorkommt. Auch die RED brachen nach Applikation des AMPA/Kainat
Rezeptor Blockers CNQX wie bei den SPW-R zusammen. Bereits in humanem
hippocampalen Gewebe von Patienten mit therapierefraktarer Temporallappenepilepsie
konnte gezeigt werden, dass durch antidrome Stimulation ripple Frequenzen von bis zu
400 HZ vorkommen, ohne dass Bicucullin oder Gabazin appliziert wurden®). Dies
deutet auf eine funktionelle Disinhibition hin, die dem Effect von Bicucullin und Gabazin
auf bereits induzierte SPW-R oder auf naive Hirnschnitte gleichen. Aufgrund der
signifikant hdheren ripple Frequenz nach vorangegangener Induktion von SPW-R und

der bei Tieren und Menschen, die unter Epilepsie leiden, beobachteten hohen ripple
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Frequenzen von >250 Hz, liegt die Vermutung nahe, dass sich wegen unzureichender

Inhibition aus physiologischen SPW-R pathologische REDs entwickeln kénnen.

Induktion der Gammaoszillaitonen: In einer weiteren Serie von Experimenten wurde der
Effekt von Monoaminen sowohl auf tetanisch als auch pharmakologisch induzierte
Gammaoszillationen  untersucht. Durch die Applikation des ionotrophen
Glutamatrezeptor Agonisten Kainat (100 — 150 nM) konnte in den Subfeldern CA3 und
CA1 eine persistente Gammaoszillation mit einer Amplitude von 0,8 — 2 mV in CA3 und
0.15 — 0.3 mV in CA1 sowie einer Frequenz von ca. 40 Hz ausgeldst werden®”. Durch
die Kreuzkorrelation beider Signale wurde der Ursprung der Oszillationen in der CA3
bestatigt und die Latenz zur CA1 mit 2,7 ms berechnet. Die durch den cholinergen
Agonisten Carbachol ausgelésten Gammaoszillationen waren in ihrer Amplitude in der
CA3 mit 0.4 — 1 mV und 0.2 — 0.4 mV in der CA1 deutlich kleiner und in ihrer Frequenz
mit 30 Hz auch langsamer. Die tetanisch induzierten, transienten Gammaoszillation
hingegen wurde durch einen Hochfrequenzstimulus mit 100 Hz fir 400 ms im stratum
radiatum der CA1 ausgel6st. Bei anfanglich kleiner Amplitude steigerte sich diese im
Verlauf auf 3 mV, um dann erneut abzufallen. Ebenso fiel der Frequenzinhalt von
anfanglichen 98 Hz auf 67 Hz ab. Durch dieses Stimulationsprotokoll wurde in der CA3

zwar eine LTP ausgeldst , eine Gammaoszillation jedoch nicht.

Modulation (ber Monoamine: Der Effekt auf durch Kainat bereits etablierte
Gammaoszillationen wurde mit den Substanzen NE, 5-HT und DA dosisabhangig
untersucht. Alle drei Substanzen waren hierbei in der Lage, in den Subfeldern CA3 und
CA1 zum einen die Amplitude der Oszillationen zu verringern, zum anderen aber auch
ihre Frequenz leicht zu erhéhen. Im Falle von NE zeigte sich hier in CA3 eine Reduktion
der Amplitude auf 25% des normalisierten Ausgangswertes und eine Verschiebung des
Frequenzinhaltes von 39 Hz auf 44 Hz. Nach Auswaschen der Substanzen war der
Effekt teilweise riicklaufig. Ahnliche Ergebnisse wurden fir 5-HT und DA auch bei durch
CCh induzierten Gammaoszillationen beobachtet. Vorangegangene Untersuchungen zu
zellularen Mechanismen der Suppression durch CCh induzierter Gammaoszillationen
deuten auf einen Zusammenhang zwischen dem dopaminergen D1 Rezeptor und der
daran gekoppelten Aktivierung der Adenylatcyclase hin, was in einem intrazellularen
Anstieg der cAMP Konzentration resultiert®®. Um diesen Effekt zu untersuchen wurde
der R-Rezeptor Agonist Isoproterol, 8-Br-cAMP und Forskolin, ein Aktivator der

Adenylatcyclase verwendet. Alle drei getesteten Substanzen konnten die Amplitude der
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durch Kainat induzierten Gammaoszillationen in CA3 und CA1 signifikant reduzieren, so
dass hier ein direkter Zusammenhang zwischen inrazellularem cAMP und Suppression
von Gammaoszillation abzulesen ist. Im Falle der tetanisch induzierten
Gammaoszillationen konnte ein signifikanter, dosisabhangiger Anstieg der Amplitude,
Frequenz und Lange der transienten Oszillation in Anwesenheit der Monoamine NE, 5-
HT und DA beobachtet werden. Auch diese Effekte waren nach dem Auswaschen der
Substanzen teilweise reversibel. In intrazellularen Ableitungen von Pyramidenzellen der
CA1, wahrend tetanisch induzierter Gammaoszillation, generierten alle aufgezeichneten
Zellen UberschielRende Aktionspotentiale bei einem durchschnittlichen
Ruhemembranpotential von -64 mV und einem Eingangswiderstand von 36 MQ. Alle
Monoamine flhrten zu einer signifikanten und reversiblen Hyperpolarisation der Zelle
um bis zu 8.4 mV im Falle von DA sowie zu einer signifikanten Reduktion des
Eingangswiderstandes der Zellmembran von 36 MQ auf 24.7 MQ. Zudem reagierten die
Zellen auf Depolarisation mit einer erhdhte Anzahl von Aktionspotentialen (10-30),
welche synchron zu den Gammaoszillationen des Feldes waren. In Anlehnung an die
intrazellularen Mechanismen der durch Kainat induzierten Gammaoszillationen wurde
der Effekt erhdhter intrazellularer cAMP Konzentration erneut mit den Substanzen
Isoproterenol, 8-Br-cAMP und Forskolin untersucht. Durch alle getesteten Substanzen
wurde eine signifikante Reduktion der tetanisch induzierten Gammaoszillationen
erreicht. Im Falle von Isoproterenol und 8-Br-cAMP kam es zu einem kleinen aber
signifikanten Anstieg der Frequenz. Unverandert hingegen war die Dauer der
oszillatorischen Aktivitat unter den getesteten Substanzen. Im Falle der dopaminergen
Modulation konnten die Effekte Uber den DA- D1 Rezeptor Agonisten SKF-38393

imitiert werden.

Wie bereits in Tierexperimenten in vivo gezeigt werden konnte, steigt die Freisetzung
diverser Monoamine im Gehirn in Situationen, die ein erhohtes Aufmerksamkeitsniveau
erforden® 1%, Dies ist insbesondere bei der Exploration neuer Umgebungen der Fall. In
Zusammenschau mit der Hypothese, dass sowohl persistente Gammaoszillationen (40
Hz) an der globalen Einbindung einzelner Neurone in funktionale Netzwerke beteiligt
sind", als auch dass transiente Gammaoszillationen (70 Hz) in der Lage sind, lokal
begrenzte Netzwerke zu formen, kann monoaminerge Modulation zur Bildung von

Gedachtnisinhalten beitragen.
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