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1 Zusammenfassung/Abstract

In der vorliegenden Dissertation wurden die folgenden Projekte bearbeitet:

1. Etablierung der systemischen Applikation des Zytostatikums Temozolo-
mid als interventioneller Ansatz zur effektiven Suppression adulter Neu-

rogenese im Hippokampus der Maus.

2. Entwicklung und Implementierung geeigneter Modelle und Methoden zur
effektiven, rechnergestiitzten Durchfiihrung einer quantitativen und qua-

litativen Analyse von Morris Water Maze Daten.

3. Differenzierte Charakterisierung verhaltensrelevanter kognitiver Effekte
der Ablation adulter Neurogenese im Hippokampus der Maus unter Ver-

wendung des Morris Water Maze Paradigmas.

Zusammenfassung

Im Gyrus dentatus (dentate gyrus, DG) des Hippokampus (HC) entstehen auch
im Erwachsenenalter fortwihrend neue Neurone, welche sich zu funktionsfahi-
gen Kornerzellen differenzieren und in die bestehenden Schaltkreise funktio-
nal integrieren. Zwischen der Anzahl adult generierter Kornerzellen und der
Leistungsfiahigkeit in der Akquisitionsphase hippokampusabhingiger Verhal-
tenstests besteht eine positive Korrelation [Kempermann et al., 2002]. Die spe-
zifische funktionale Relevanz adult generierter Neurone im Kontext hippokam-
paler Informationsprozessierung ist jedoch nicht bekannt.

Ein Modell nach [Wiskott et al., 2006] legt eine Rolle des DG bei der En-
kodierung fiir eine Speicherung in CA3 bestimmter Informationen nahe und
postuliert die Notwendigkeit einer Adaptation des Enkodierungsmechanismus
bei Verinderungen der Stimuluskonfigurationen in der Umwelt des jeweiligen
Organismus. Im Zuge einer solchen Adaptation tritt das Problem einer kata-
strophalen Interferenz zwischen bereits erlernten und neuen Aktivitdtsmustern
im DG auf, welches im Modell durch das Hinzufiigen neuer Neurone effektiv
vermieden werden kann.

Das Auftreten einer katastrophalen Interferenz im Kontext verinderlicher

Stimuluskonfigurationen in der Umwelt bei gleichzeitiger Suppression adulter



Neurogenese stellt eine Pradiktion der o.g. Hypothese dar und wurde in der
vorliegenden Arbeit experimentell tiberpriift.

Zur effektiven Suppression adulter Neurogenese konnte die systemische Ap-
plikation des Zytostatikums Temozolomid (TMZ) als Methode ohne das Auftre-
ten negativer Nebenwirkungen erfolgreich etabliert werden. Als Paradigma zur
Testung hippokampusabhéngigen rdumlichen Lernens diente die Morris Water
Maze (MWM) unter Verwendung eines Umkehrlernprotokolls, wodurch auch
die in der o.g. Hypothese enthaltene Verdnderung relevanter Stimuluskonfigu-
rationen beriicksichtigt wurde.

Hinsichtlich des allgemeinen physiologischen Zustands sowie der grundsétzli-
chen Fiahigkeit die MWM zu erlernen, unterschieden sich Kontrollen und TMZ
behandelte Tiere nicht voneinander. Erst nach dem Wechsel der Plattform-
position wurde ein signifikanter Unterschied beobachtet: Unbehandelte Tiere
adaptierten effektiv innerhalb weniger Versuche an die neue Situation, wohin-
gegen die behandelten Tiere eine perseverierende Priferenz fiir die vorige Ziel-
position zeigten. Weitere Gruppenunterschiede traten hinsichtlich qualitativer
Parameter des Akquisitionsprozesses auf.

Die erhobenen Daten bestdtigen somit die auf dem o.g. Modell beruhen-
de Pridiktion, wonach die Moglichkeit eines flexiblen Umgangs mit einer sich
hinsichtlich verhaltensrelevanter Stimuli veréindernden Umwelt nach erfolgter
Suppression adulter Neurogenese signifikant beeintréichtigt ist. Auf der Grund-
lage dieser Befunde wurde eine allgemeine Hypothese zur funktionalen Relevanz
adulter Neurogenese entwickelt und erfolgreich zur Interpretation der Ergeb-
nisse anderer Autoren und Testparadigmen verwendet, wodurch sich die gefun-
denen Effekte gut in die Vorstellung verschiedener, zum Zwecke des Lernens

und Erinnerns interagierender Hirnareale einfiigt.

abstract

In the dentate gyrus (DG) of the hippocampus (HC) new neurons are born
throughout adulthood. The new neurons differentiate into granule cells and be-
come functionally integrated into the existing networks. Despite a clear positive
correlation between the number of adult borne neurons and the animals abili-
ties shown in the aquisition phase of hippocampus dependent learning tasks,
the specific functional relevance of adult neurogenesis for information proces-
sing in the HC remains unknown [Kempermann et al., 2002, Leuner et al.,
2006].

A model by [Wiskott et al., 2006] suggests a role of the DG for the enco-
ding of information to be stored in region CA3 and proposes the need for an

adaptation of the encoding network in the context of changing environmen-



tal stimulus configurations. Intimately related to such an adaptation is the
problem of catastrophic interference between old, already learned patterns of
activity in the DG with new ones. As a consequence effective encoding of new
activity patterns as well as retrieval of previously stored information becomes
severely impaired. In the model adding new neurons through adult neuroge-
nesis allow the network to avoid this problem by providing plasticity to the
encoding mechanism.

Therefore refering to that model the prediction can be derived that in mice
with pharmacological ablated adult neurogenesis changes of behaviorally rele-
vant, spatial stimulus configurations in the environment result in catastrophic
interference. This prediction was tested experimentally in this study.

To effectively suppress adult neurogenesis without confounding side effects
the systemic application of the cytostatic drug Temozolomide (TMZ) was esta-
blished. The animals spatial learning abilities were tested using the Morris wa-
ter maze test paradigm (MWM) running a protocol including a reversal lear-
ning to cover the changing stimulus configurations mentioned in the hypothesis
above.

Regarding the common physiological state and the animals general ability to
learn the MWM task no significant differences between controls TMZ treated
mice were found. Significant differences appeared only after platform reversal:
control mice adapt effectively to the new situation whereas the treated ani-
mals show a perseverating preference for the previous goal position. Mice with
ablated adult neurogenesis need significantly more trials to adapt to the chan-
ged platform position. Furthermore specific differences regarding qualitative
aspects of learning and effective compensation strategies were found during
the acquisition phase of the MWM task.

Therefore the results of this study strongly support the hypothesis that fle-
xible adaptation to changes of behaviorally relevant stimulus configurations in
the environment is significantly impaired in mice with suppressed adult neu-
rogenesis. Finally a functional hypothesis is postulated and used to interpret
the data from other authors fitting the observed effects nicely into the view of

multiple interconnected brain areas facilitating learning and memory.



2 Theoretischer Hintergrund

Adulte Neurogenese, die Geburt neuer Nervenzellen im erwachsenen Gehirn,
verstie} lange Zeit gegen ein zentrales Dogma der Neurobiologie, wonach keine
neuen Neurone im adulten Organismus entstehen kénnen. Heute jedoch kann
das Phidnomen auch fiir hohere Wirbeltiere als bewiesen angesehen werden,
wobei die Entdeckung multipotenter Stammzellen im adulten Gehirn die Plau-
sibilitdt neugeborener Neurone entscheidend erhohte.

Das Hinzufiigen neuer Zellen zu den bestehenden Netzwerken des HC ertffnet
zu der bereits bekannten Modifikabilitéit der synaptischen Transmission eine
grundsétzlich neue Moglichkeit funktionaler Plastizitéit. Theoretische Modelle
zeigen, dass die bedarfsabhéngige Rekrutierung junger und plastischer Neurone
iiber vergleichsweise lange Zeitraume einen positiven kumulativen Effekt auf
die Fihigkeit einer effektiven Anpassung an unterschiedliche Lebensumwelten
haben kann.

Dariiber hinaus lassen die Beschrinkung adulter Neurogenese auf wenige,
rdumlich eng begrenzte Hirnregionen und ihre vielfiltige Regulation auf ver-
schiedenen physiologischen und funktionalen Ebenen eine funktionale Relevanz
der neugeborenen Zellen als sehr wahrscheinlich erscheinen. Dennoch ist die
spezifische Funktion adult generierter Neurone im Hippokampus der Sdugetie-
re - auch aufgrund der Widerspriichlichkeit der Ergebnisse zahlreicher Studien

zur funktionlen Relevanz adulter Neurogenese - noch unbekannt.

2.1 Adulte Neurogenese

2.1.1 Einleitung

Der Begriff adulte Neurogenese bezeichnet die Entstehung neuer Neurone im
adulten Gehirn. Adult generierte Neurone wurden erstmalig von Joseph Alt-
man im Hippokampus von Ratten durch die Verwendung von [*H]-Thymidin
nachgewiesen [Altman, 1962b,a, 1963, Altman et al., 1965]. Der fiir die Mam-
malia ubiquitdre Charakter dieses Phidnomens offenbarte sich durch die Be-
obachtung adult generierter Neurone im Hippokampus von Katzen und Meer-
schweinchen [Altman et al., 1967, Das et al., 1971]. In Tieren der Ordnung

rodentia gelang wiederum die erste Demonstration adulter Neurogenese im Bul-



bus olfactorius [Kaplan et al., 1977]. Arbeiten an niederen Vertebraten stellten
das Auftreten neuer Nervenzellen in einen fiir das Verhalten relevanten funk-
tionalen Kontext [Goldman et al., 1983], wobei Studien zu den bei Végeln an
der Neurogenese beteiligten Stammzellen und ihrer Entwicklung erheblich zu
einem Verstindnis analoger Mechanismen im Sdugergehirn beitrugen [Alvarez-
Buylla et al., 1987, 1988]. Adulte Neurogenese konnte auch in Primaten und
bei homo sapiens belegt werden [Gould et al., 1997, 1999b, Kornack et al.,
1999, Eriksson et al., 1998].

Adulte Neurogenese beschreibt einen vielschichtigen Prozess, an dessen An-
fang die Teilung von Vorlduferzellen steht und welcher mit der Existenz voll-
stindig differenzierter und funktional integrierter Nervenzellen endet. Im Ver-
lauf dieser Entwicklung migrieren die Zellen vom Ort der frithen Zellteilungen
zu den Positionen, an denen sie sich geméafl der Erfordernisse des bereits beste-
henden neuronalen Netzwerkes funktional integrieren kénnen. Hierzu miissen
die noch jungen Neurone Neurite ausbilden und geeignete synaptische Ver-
bindungen formen. Die Prozesse der Differenzierung und Migration sowie das
Vorhandensein spezifischer neuronaler Eigenschaften der Zellmembran, wie bei-
spielsweise die fiir die Erzeugung von Aktionspotentialen erforderlichen Ka-
nalproteine, erfordern eine spezifische Regulation der im jeweiligen Kontext
relevanten Gene.

Das Entstehen neuer Nervenzellen kann nur bei Vorliegen spezifischer, lokaler
Umgebungsbedingungen stattfinden, woraus sich das Konzept der neurogenen
Nische ableitet [Kempermann, 2006]. Als neurogene Nische bezeichnet man
eine Region, in der sowohl mitotisch aktive, neuronale Vorlduferzellen vorkom-
men als auch die fiir eine neuronale Differenzierung erforderlichen Bedingungen
herrschen wie z.B. die Verfiigbarkeit spezifischer Zell-Zell-Kontakte und diffu-
sibler, eine neuronale Differenzierung férdernder Faktoren. Blutgefiafie sind im
Zusammenhang mit der Schaffung einer fiir adulte Neurogenese permissiven
Nische als konstitutive Elemente einer sog. vaskuldren Nische ebenfalls von
Bedeutung [Palmer et al., 2000].

Das Gehirn adulter Mammalia weist zwei neurogene Regionen auf: Die sub-
granuldre Zone (SGZ) im Gyrus dentatus (DG) und die Subventrikularzone
(SVZ). In der SGZ des HC entstehen neue exzitatorische Kdrnerzellen (granu-
le cells, GC); die adult generierten Zellen der SVZ bringen im Bulbus olfak-
torius inhibitorische Interneurone hervor. Adulte Neurogenese ist mithin ein -
nach heutigem Kenntnisstand - auf zwei exklusive Hirnregionen beschrinktes
Phéanomen. Diverse Studien fanden adulte Neurogenese auflerhalb des Hippo-
kampus bzw. Bulbus olfaktorius wie z.B. im Neokortex von Primaten [Gould

et al., 1999c, 2001], jedoch konnten diese Ergebnisse nicht reproduziert werden



[Kornack et al., 2001, Rakic, 2002, Koketsu et al., 2003]. Die Limitation auf ein
Vorkommen in distinkten neurogenen Regionen grenzt die adulte Neurogenese
eindeutig von einer reaktiven Neurogenese unter pathologischen Bedingungen
als Konsequenz von Beschédigungen des Hirngewebes ab [Arvidsson et al.,
2002].

Als adult wird im Kontext adulter Neurogenese der Lebensabschnitt nach
Erreichen der sexuellen Reife des betrachteten Organismus bezeichnet. Zu un-
terscheiden ist adult von postnatal, da einige Neurone des Gehirns erst nach der
Geburt, aber vor der sexuellen Reife entstehen. Wihrend die postnatale Neu-
rogenese eine direkte Kontinuation embryonaler Neurogenesevorgénge darstellt
und so in zahlreichen Hirnregionen eine signifikante Anzahl neuer Nervenzellen
nach der Geburt entsteht, finden die Vorginge adulter Neurogenese in einer
zelluldren Umgebung statt, welche ihre Entwicklung abgeschlossen hat. Adulte
Neurogenese muss daher als eine exklusive Ausnahme von der Regel betrachtet
werden.

Im peripheren Nervensystem konnte ebenfalls adulte Neurogenese nachge-
wiesen werden, jedoch ist die verfiigbare Literatur wenig umfangreich [Namaka
et al., 2001].

2.1.2 Neuronale Stammzellen

Die Verfiigbarkeit neuronaler Stammzellen (neural stem cells, NSCs) im adul-
ten Gehirn ist eine unabdingbare Voraussetzung fiir das Stattfinden adulter
Neurogenese. Stammzellen (stem cells, SCs) finden sich nicht nur im hima-
topoietischen System des Knochenmarks, sondern auch in den Epithelien der
Haut und des Intestinaltraktes, in Lunge und Leber, im Herzen sowie im Ge-
hirn. Mittlerweile konnten Stammzellen aus allen Bereichen des adulten Ge-
hirns isoliert werden [Palmer et al., 1999].

Stammzellen sind undifferenzierte, mitotisch aktive Zellen mit zwei elemen-
taren Eigenschaften: Sie sind unbegrenzt teilungsfihig und in der Lage, sich
zu verschiedenen Zelltypen zu differenzieren (Multipotenzitit) [McKay, 1997,
van der Kooy et al., 2000, Weissman et al., 2001]. Die potentiell unbegrenz-
te Teilungsfihigkeit von Stammzellen resultiert entweder in zwei identischen
Tochterzellen (symmetrische Teilung), oder in einer neuen Stammzelle, die mit
ihrer Mutterzelle identisch ist, und einer zweiten Zelle, welche hinsichtlich ei-
ner bestimmten Differenzierungslinie stirker determiniert ist als die Mutterzelle
(asymmetrische Teilung).

Als direkte Nachkommen von den Stammzellen unterscheiden sich die Vor-
lauferzellen (progenitor cells) von diesen vor allem durch eine limitierte Tei-
lungsfihigkeit [Seaberg et al., 2003, Weissman et al., 2001]. Oftmals ist die



proliferative Aktivitdt von Vorlauferzellen sehr hoch, so daf} sie die Anzahl
neugeborener Zellen innerhalb kurzer Zeit in erheblichem Mafle erhéhen kon-
nen, weshalb sie auch als transit-amplifizierende Vorlauferzellen angesprochen
werden.

Im Gehirn kénnen Zellen den Kriterien einer Stamm- oder Vorlauferzelle in
unterschiedlichen Graden entsprechen. In der vorliegenden Arbeit wird daher
der Begriff Vorlauferzelle fiir jene Zellen verwendet, welche die Stammzellkri-
terien nicht vollsténdig erfiillen. Die in der SGZ im Hippokampus der adulten
Maus sind multipotente, gewebespezifische Stammzellen und kénnen Neuro-
ne, Astrozyten und Oligodendrozyten als Hauptvertreter neuroektodermaler

Zelltypen hervorbringen.

2.1.3 Adulte Neurogenese im Hippokampus

In der SGZ des HC existiert eine Population mitotisch aktiver Stamm- und
Vorlauferzellen, aus welcher Neurone und Gliazellen hervorgehen konnen [Pal-
mer et al.,, 1997]. Die neugeborenen Neurone wandern aus der SGZ in die
Kornerzellschicht (s.u.) ein. BrdU-markierte Zellen kénnen vier Wochen nach
erfolgter Injektion iiberall in dieser Schicht nachgewiesen werden, wo sie sich zu
exzitatorischen Koérnerzellen differenzieren [Cameron et al., 1993]. Retrograde
tracing-Studien haben den Nachweis erbracht, dal die adult generierten Kor-
nerzellen ca. eine Woche nach Beendigung der mitotischen Aktivitdt Axone
ausbilden, welche in die CA3 Region projizieren [Markakis et al., 1999, Ha-
stings et al., 1999]. In vitro konnte gezeigt werden, dafi die noch jungen Zellen
in diesem Stadium bereits synaptische Eingénge erhalten und funktionale Ver-
bindungen mit anderen Koérnerzellen eingehen kénnen, was als Voraussetzung
fiir eine adéiquate funktionale Integration angesehen werden kann [Stanfield
et al., 1988, Markakis et al., 1999]. Eine erfolgreiche funktionale Integration
adult generierter Neurone im HC konnte auch in vivo demonstriert werden
[van Praag et al., 2002, Jessberger et al., 2003].

In funktionaler Hinsicht nicht benétigte Zellen werden durch Apoptose ent-
fernt. Dies betrifft jedoch nur adult generierte Kornerzellen, welche élter als
fiinf oder jiinger als 13 Tage sind [Dupret et al., 2007]. Es findet also eine se-
lektive, von dem Vorhandensein spezifischer Eingangsaktivitét abhéngige und
in einem bestimmten unreifen Stadium neugeborener Zellen stattfindende Re-
gulation im Sinne der Aufrechterhaltung einer funktionalen Homeostasis statt.

Die Stamm- und Vorlduferzellpopulation in der SGZ stellt sich sehr hetero-
gen dar (Abb. 2.1). Adulte hippokampale Neurogenese lduft als sequentieller
Prozess in sechs Stadien ab [Kempermann et al., 2004]: Ausgehend von mogli-

cherweise bipotenten, radialen Gliazellen &hnelnden Stammzellen (Typ-1 Zel-



len) mit astrozytischen Eigenschaften verliuft die Entwicklung iiber mindestens
zwei, von hoch proliferativen und bereits neuronal determinierten Vorldufer-
zellen getragene Stadien (Typ-2a/b und Typ-3 Zellen), hin zu postmitotischen,
reifen Kornerzellen (Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1: Entwicklungsstadien adulter Neurogenese im DG
Im Verlauf der neuronalen Entwicklung im adulten HC kénnen sechs Stadien auf der Grund-
lage der jeweiligen Morphologie, Teilungsaktivitidt und Markergen-Expression identifiziert
werden. Unterschieden werden die eigentlichen Stammzellen (Typ-1), drei Stadien transit-
amplifizierender Vorlduferzellen (Typ-2a, -2b und -3) sowie eine frithe (Typ-5) und spéte
(Typ-6) postmitotische Phase. Es erfolgt eine zunehmende Determination in Richtung eines

neuronalen Phénotyps. Aus [Kempermann et al., 2004].

In Stadium 1 teilen sich die mutmaBlichen, Nestint und GFAPTStammzellen,
um in den Stadien 2-4 nach einer asymmetrischen Teilung mindestens drei ver-
schiedene Arten von Vorlauferzellen (transit-amplifying progenitors) hervor-
zubringen. Diese unterscheiden sich hinsichtlich ihres proliferativen Potentials,
der Kombination exprimierter Markerproteine und dem zunehmenden Grad ei-
ner neuronalen Differenzierung. Aufgrund der auflerordentlich hohen Teilungs-
aktivitét der Typ-2 Zellen wird diese Phase (Stadien 2-3) auch als Expansions-
phase bezeichnet. Einige Typ-3 Zellen migrieren radial in die Kérnerzellschicht,
wo sie jedoch zumeist bereits in den inneren Regionen verbleiben [Kempermann
et al., 2003al. In spiteren Stadien bleibt die Lage der adult generierten Korn-
erzellen unverdndert. Erste Anzeichen neuronaler Funktion, Aktionspotentiale
und GABAerge Synapsen, finden sich bereits frith in den Phasen 2 und 3.

Die Stadien 1-4 enden mit dem Austritt aus dem Zellzyklus und fiithren irre-

versibel in ein transientes postmitotisches Stadium 5, welches durch die Expres-



sion von Calretinin charakterisiert ist. In diesem Stadium findet ein effektiver
Selektionsprozess statt, durch den der grofite Teil der in der Expansionsphase
entstandenen Zellen im Verlauf eines nach Hebb “schen Prinzipien ablaufenden
Selektionsprozesses durch Apoptose wieder eleminiert wird [Winner et al., 2002,
Kempermann et al., 2003a, Dupret et al., 2007]. Uberlebende Zellen kniipfen
die synaptischen Verbindungen mit den bereits bestehenden Netzwerken und
beginnen so den finalen Differenzierungs- und Integrationsprozess (Stadium
5-6) [Biebl et al., 2000]. Dieser Selektions- und Eleminierungsprozess findet
vornehmlich unmittelbar nach Eintritt in die postmitotische Phase (Stadium
5) statt und erfolgt sehr schnell [Seki, 2002]. Als Konsequenz dieser Vorgénge
muss die Zellproliferation in der SGZ als schlechter Pradiktor fiir die tatséch-
liche Netto-Neurogenese angesehen werden [Kempermann et al., 2002]. Das
letzte Stadium 6 beschreibt terminal differenzierte, neue Kornerzellen. Eindeu-
tiges Indentifikationsmerkmal ist die Expression von Calbindin.

Bereits sieben Wochen nach Teilung der Typ-1 Zellen zeigen die noch jun-
gen Kornerzellen elektrophysiologische Eigenschaften, die mit denen &lterer
Kornerzellen vergleichbar sind[van Praag et al., 2002, Jessberger et al., 2003].
Ein wesentlicher Unterschied zu bereits funktional ausgereiften Kornerzellen
mit weitreichenden funktionalen Implikationen besteht in einer erheblich redu-
zierten Induktionschwelle fiir eine Langzeitpotenzierung in jungen gegeniiber
alteren Kornerzellen [Wang et al., 2000, Schmidt-Hieber et al., 2004].

Da i.d.R. nur unreife Kérnerzellen durch Apoptose entfernt werden, kommt
es im Verlauf des Lebens eines Organismus zu einem Nettowachstum des DG.
Fiir Miuse wurde eine Zunahme um 40% bereits im ersten Lebensjahr beob-
achtet [Peirce et al., 2003]. Quantitativ findet der weitaus grofite Teil adul-
ter Neurogenese innerhalb der ersten Lebensmonate statt [Kuhn et al., 1996,
Kempermann et al., 1998b, Cameron et al., 1999]. Die genetisch determinier-
te, basale Neurogeneserate ist zwischen den verschiedenen Mausstdmmen einer
erheblichen natiirlichen Variabilitéit unterworfen: Abhéingig von dem jeweiligen
genetischen Hintergrund kann die Neurogeneserate sich um das bis zu 25fache
unterscheiden [Kempermann et al., 1998a, 2002, Amrein et al., 2004].

2.1.4 Adulte Neurogenese in anderen Hirnregionen

Die Ventrikel des Sdugergehirns sind von einer germinativen Matrix, der Sub-
ventrikularzone (SVZ) umgeben. In der SVZ entstehen auch im Erwachsenenal-
ter Neurone. Diese migrieren iiber den rostralen migratorischen Strom (RMS)
zum Bulbus olfactorius und reifen dort zu lokalen Interneuronen [Altman, 1969,
Lois et al., 1993, Alvarez-Buylla et al., 1995, Kornack et al., 2001].

Adulte Neurogenese in der SVZ wird durch eine Vielzahl von Faktoren regu-



liert. In Analogie zur Induktion adulter Neurogenese im HC durch Erfahrung
einer reizangereicherten Umwelt kann die Exposition gegeniiber einer olfakto-
risch angereicherten Umgebung die Neurogenese im Bulbus olfactorius erhéht
werden. Wie im HC (s.u.) beruht dieser Effekt auf einer Erhchung der Uberle-
benswahrscheinlichkeit, nicht jedoch auf einer erhéhten Proliferationsaktivitit
[Rochefort et al., 2002].

Hinweise fiir adulte Neurogenese ergeben sich auch fiir weitere Hirnregionen
wie den cerebralen Kortex der Primaten [Gould et al., 2001}, die Amygdala
[Bernier et al., 2002] sowie die Substantia nigra von rodentia [Zhao et al.,
2003]. Andere Studien stellen diese Ergebnisse jedoch in Frage [Kornack et al.,
2001, Ehninger et al., 2003, Koketsu et al., 2003, Frielingsdorf et al., 2004].

2.1.5 Regulation adulter Neurogenese im Hippokampus

Die Regulation adulter Neurogenese im HC beruht auf der Interaktion zahl-
reicher Faktoren. Ansatzpunkte der regulativen Mechanismen sind stets die
Prozesse der Proliferation und Differenzierung der Stamm- und Vorlauferzel-
len. Intrinsische, die Proliferationsrate der Vorlduferzellen bestimmende Fakto-
ren umfassen die Aktivitéit zahlreicher, zellzyklusregulierender Proteine, welche
entscheiden ob eine Vorlauferzelle den Zellzyklus von der G1- iiber die S-Phase
fortsetzt oder aber in den Differenzierungsprozess eintritt. Eine neuronale Dif-
ferenzierung erfordert dariiber hinaus die Anwesenheit spezifischer, proneuro-
naler Transskiptionsfaktoren [Abrous et al., 2005]. Als extrinische Faktoren
wirken Hormone, Neurotransmittersubstanzen und -regulatoren, Wachstums-
faktoren, Morphogene und Gliazellen.

Die Exposition gegeniiber einer stimulusangereicherten Umwelt (enriched en-
vironment, ENR) resuliert in einer signifikanten Zunahme adult generierter
Neurone im DG [Kempermann et al., 1997]. Dieser Effekt beruht in C57BL/6-
Miusen auf der Steigerung der Uberlebenswahrscheinlichkeit bereits postmito-
tischer, Calretinin™ Vorlduferzellen in der SGZ und nicht auf einer erhthten
Proliferation von Vorlduferzellen fritherer Phasen [Kronenberg et al., 2003]. Da
in Tieren des Stammes 129/SvJ auflerdem die Proliferation in der Expansi-
onsphase (Stadien 2 und 3) durch ein ENR beeinflusst wird, muss von einem
signifikanten Einfluss vererbarer Merkmale auf die spezifische Regulation adul-
ter Neurogenese ausgegangen werden.

Der die Neurogenese steigernde Effekt eines ENR bleibt in gealterten Tieren
bestehen: Relativ gesehen ist der beobachtete Induktionseffekt sogar grofier
als in jungen Tieren [Kempermann et al., 1998b]. In gleicher Weise fiihrt das
Erlernen einer hippokampusabhéngigen Lernaufgabe zu einer Zunahme adulter

Neurogenese [Leuner et al., 2004].
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Physische Aktivitit induziert adulte Neurogenese durch eine akute, signifi-
kante Erhchung der Typ-2 Vorlduferzellproliferation [van Praag et al., 1999a,b,
Kronenberg et al., 2003]. Dariiberhinaus tritt ein langfristiger positiver Effekt
auf die Stammzellnische der SGZ auf. Die adulte Neurogenese im olfaktorischen
System bleibt von physischer Aktivitit unbeeinflusst [Brown et al., 2003]. Eine
signifikante positive Regulation adulter Neurogenese auf der Ebene der Zell-
proliferation - auch auflerhalb des HC - wird ferner im Zusammenhang mit
pathologischen Geschehen gefunden [Arvidsson et al., 2001, Parent, 2002, Ji-
ang et al., 2003].

Akuter Stress verringert die Anzahl adult generierter Neurone im DG so-
wohl in der Expansions- als auch in der Selektionsphase signifikant [Gould
et al., 1992, 1993, 1994, 1998]. Hauptmediator der stressinduzierten Verrin-
gerung adulter Neurogenese ist das Hormon Glukokortikoid (Menschen und
nicht-menschl. Primaten) bzw. Kortikosteron (Nagetiere). Bereits prinataler
Stress hat einen negativen Einfluss auf adulte Neurogenese, kann jedoch durch
postnatales handling abgemildert werden [Meaney et al., 1991, Kippin et al.,
2004].

Fine Exposition gegeniiber milden Stressoren wie das Benutzen eines Lauf-
rades oder das Leben in einer stimulusangereicherten Umwelt steigert hin-
gegen die Produktion neuer Zellen im HC, so dafl fiir den Dosis-Wirkungs-
Zusammenhang von Stress eine invertierte U-Kurve angenommen werden kann.
Chronischer milder Stress verringert wiederum die Zahl adult generierter Neu-
rone im DG [Alonso et al., 2004].

Der Alterungspozess ist der effektivste negative Modulator adulter Neuroge-
nese im HC. Stereologische Studien haben gezeigt, dal wihrend und unmittel-
bar nach der Pubertét die Anzahl adult generierter Zellen am hochsten ist, um
dann rapide in Form einer hyperbolischen Kurve abzunehmen [Kempermann,
2006]. Adulte Neurogenese nimmt mit zunehmendem Alter ab, ohne jedoch
vollstéindig zu enden. Auch im Gehirn gealterter Menschen wurden neugebore-
ne Kornerzellen im DG nachgewiesen [Eriksson et al., 1998].

Einen ebenfalls stark negativen Einfluss haben Entziindungsprozesse auf die
adulte Neurogenese [Monje et al., 2003, Kempermann et al., 2003b]. Exposition
der SGZ gegeniiber einer ionisierenden Strahlung resultiert in einer nahezu voll-
stéandigen Ablation proliferativer Aktivitdt [Palmer et al., 2000, Raber et al.,
2004a]. Weitere Folgen sind Entziindungen des Gewebes, welche die Stammzell-
nische dauerhaft erheblich schidigen und mit einer erhéhten Anzahl aktivierter
Mikrogliazellen einhergehen. Ebenso beeintrichtigt sind die Vorgéinge der An-
giogenese.

Ein im Hinblick auf ihre funktionale Relevanz bedeutsames Ereignis ist das
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Entfernen offenbar iiberschiissiger, neugeborener Kérnerzellen im Zusammen-
hang mit dem Abschlielen der Akquisitionsphase eines hippokampusabhéingi-
gen Verhaltenstests [Dupret et al., 2007]. Der durch der Lernprozess induzierte
Apoptoseprozess korreliert eng mit der rédumlichen Lernleistung der betrach-
teten Tiere, wobei diejenigen mit der hochsten Apoptoserate die beste Lei-
stung erbrachten. Dies muss als direktes Argument fiir das Entstehen eines
stabilen Kodierungsmechanismus im DG aufgefasst werden, welcher durch das
Entfernen weiterer, potentiell rekrutierbarer Zellen vor einer Destabilisierung
geschiitzt wird [Changeux et al., 1976, Rolls, 1994]. Die Blockade apoptotischer
Vorgénge resultiert in signifikanten Beeintréichigungen der spatialen Lernfihig-
keit.

Betroffen sind allgemein adult generierte Kérnerzellen in einem Alter von 7-9
Tagen nach ihrer Geburt. Jiingere oder dltere Granulozyten werden von der In-
duktion apoptotischer Prozesse nicht beriihrt. Eine Regulation der Uberlebens-
wahrscheinlichkeit adult generierter Zellen findet also in Folge erfahrungsspezi-
fischer Modifikationen der betroffenen Neurone in einer bestimmten kritischen
Periode des noch undifferenzierten Entwicklungsstadiums statt. In der Tat er-
halten neugeborene Zellen im DG nach der ersten Woche GABAerge Eingangs-
signale, welche zum Ende der zweiten Woche ihres Entwicklungsprozesses einen
stérker werdenden hyperpolarisierenden Einfluss haben [Piatti et al., 2006, Ge
et al., 2006]. Ferner werden die noch jungen Granulozyten zunehmend sensitiv
fiir glutamatergen Input und es kommt zu einer massiven Ausbildung den-
dritischer Dornfortsitze, was die funktionale Integration manifestiert. In ihrem
Reifungsprozess fortgeschrittenere und stérker in das bestehende Netzwerk ein-
gebundene Zellen kénnen von dem starken GABAergen Input profitieren und
iiberleben|[Piatti et al., 2006].

In einem gewissen Widerspruch zu den zuvor dargestellten Ergebnissen ste-
hen die Daten von [Kee et al., 2007]. Diese zeigen eine préferentielle Inkorpora-
tion 2-4 Wochen alter adult generierter Kérnerzellen in die an rdumlichen, hip-
pokampusabhéngigen Lernvorgéingen beteiligten Schaltkreise des DG. Hieraus
folgt, dass auch nicht unmittelbar rekrutierte Zellen durchaus einen positiven

Einfluss auf nachfolgende Lernvorginge haben kénnen.

2.1.6 Funktionale Relevanz adulter Neurogenese

Die iiberwiegende Zahl bisheriger Studien zu einer méglichen Funktion adult
generierter Zellen zeigt eine positive Korrelation zwischen der Anzahl neugebo-
rener Zellen und der Leistungsfihigkeit der jeweiligen Tiere in diversen Verhal-
tenstests [Leuner et al., 2006]. Dabei ist die von der Teilung bis zur terminalen

Differenzierung benotigte Zeit insofern von zentraler Bedeutung, als dass sie
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einen unmittelbaren Effekt in Folge eines akuten Bedarfs ausschliefit. Ferner
beeinflussen die fiir die Regulation adulter Neurogenese relevanten Faktoren
auch andere Elemente und Funktionen des Gehirns wie z.B. Anzahl und Dichte
der Synapsen und Beschaffenheit von Dendriten. Daher ist es stets problema-
tisch, beobachtete Verdnderungen eindeutig auf das Vorliegen adult generierter
Neurone zuriickzufiihren.

Erste Beweise fiir eine direkte positive Korrelation von adulter Neurogenese
und verdnderter kognitiver Funktion konnten bei Kanarienvogeln gefiihrt wer-
den. Die Fahigkeit zum Erlernen eines komplexen Gesangs steht hier in einem
engen Zusammenhang mit von dem jeweiligen Geschlecht und der jeweiligen
Jahreszeit abhingigen Unterschieden hinsichtlich der Anzahl adult generier-
ter Zellen im Nukleus HVC [Goldman et al., 1983]. Eine positive Korrelation
konnte auch fiir Sdugetiere demonstriert werden: Mause mit einer fiir den je-
weiligen Stamm genotypisch bedingten, signifikant geringeren Anzahl durch
adulte Neurogenese erzeugter hippokampaler Kornerzellen, zeigen fiir die Ak-
quisitionsphase des MWM Tests eine signifikant geringere, spatiale Lernleistung
[Kempermann et al., 2002]. In Ratten wurden verschiedene Bedingungen iden-
tifiziert, unter denen eine Reduktion adulter Neurogenese in einer verminderten
Leistungsfiahigkeit bei verschiedenen Lernvorgiangen resultiert. Solche umfassen
Stresssituationen sowie in deren Konsequenz erhchte Kortikosteronkonzentra-
tionen im Blutplasma der betroffenen Tiere [Mirescu et al., 2004, 2006]. In
alten Ratten besteht ein enger Zusammenhang zwischen dem von den Tieren
gezeigten spatialen Lernen der MWM und der Anzahl adult generierter hippo-
kampaler Koérnerzellen [Drapeau et al., 2003]. Auch unter, die adulte Neuroge-
nese steigernden Bedingungen, wie einer stimulusangereicherten Umwelt oder
erhohter physischer Aktivitdt nimmt mit der Anzahl neugeborener Zellen auch
die kognitive Leistungsfiahigkeit zu [Kempermann et al., 1997, Tanapat et al.,
1999, van Praag et al., 1999a].

Dieser scheinbar eindeutigen positiven Korrelation zwischen adulter Neuro-
genese und der Lernfiahigkeit stehen jedoch auch gegensitzliche Befunde ge-
geniiber. So wurde die in Méusen beobachtete Korrelation zwischen der geno-
typisch determinierten Neurogeneserate und dem Verhalten der Tiere in der
Akquisitionsphase der MWM bei Ratten nicht beobachtet [der Borght et al.,
2005b].

Ausgehend von der Beobachtung, dass junge Kornerzellen im DG selektiv
rekrutiert werden, ist anzunehmen, dass das Stattfinden bestimmter kogniti-
ver Vorginge zu einem spezifischen, erhéhten Bedarf junger, in funktionaler
Hinsicht hoch plastischer Neurone fiithrt, was fiir den MWM Test erfolgreich
demonstriert wurde [Gould et al., 1999a, Ambrogini et al., 2000, Dobrossy et al.,
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2003, Leuner et al., 2004, Kee et al., 2007]. Der positive Effekt hippokampus-
abhéngiger Verhaltenstests wie der spatialen Version der MWM und des trace
eyeblink conditioning Tests auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit adult gene-
rierter Neurone ist selektiv, da das Erlernen anderer Tests, in welchen der HC
zwar u.U. partizipiert, jedoch keine tragende Rolle spielt, nicht zu einer si-
gnifikanten Erhéhung der Anzahl neuer Koérnerzellen im DG fiihrt. Beispiele
sind das delay eyeblink conditioning, die cue-Version der MWM und der active
shock avoidance Test [Gould et al., 1999a, der Borght et al., 2005b]. Fiir den
stimulierenden Effekt von Lernprozessen auf die adulte Neurogenese wurden
jedoch auch einige gegenteilige Ergebnisse erhalten [Ambrogini et al., 2004].
Als urséchlich fiir diese scheinbaren Widerspriichlichkeiten kénnen subtile Un-
terschiede der verwendeten Versuchsprotokolle angenommen werden.

Die Notwendigkeit verfiigbarer, adult generierter Neurone fiir das Stattfin-
den hippokampusabhingiger Lernvorginge kann durch die Anwendung inter-
ventioneller Methoden demonstriert werden. Anhand der als Konsequenz einer
unterdriickten Neurogenese auftretenden funktionalen Defizite wird die ent-
sprechende Relevanz der neuen Zellen dann deutlich. Unabhéingig von der zur
Suppression adulter Neurogenese verwendeten Methode sind die erhaltenen
Ergebnisse jedoch sehr widerspriichlich. Eine positive Korrelation ergab sich
unter Benutzung des Zytostatikums Methylaooxymethanol (MAM) beim Er-
lernen des trace eyeblink conditioning sowie des fear memory Tests: Die kogni-
tiven Leistungen behandelter Tiere lagen signifikant unter denen der jeweiligen
Kontrolltiere [Shors et al., 2001, 2002].

Aufgrund der unerwiinschten Nebenwirkungen der MAM-Behandlung ver-
wendeten andere Autoren eine fokussierte Bestrahlung des HC mit ionisieren-
der Strahlung. In Folge dieser Bestrahlung zeigten sich Defizite beim Erlernen
eines conditioned avoidance Tests, des discriminative learnings, dem place reco-
gnition Test sowie der Bildung von Langzeiterinnerungen[Madsen et al., 2003,
Raber et al., 2004b, Snyder et al., 2005]. Auch fiir das rdumliche Lernen in der
Barnesmaze, dem trockenen Pendant der MWM, wurden die Konsequenzen
einer signifikant reduzierten Neurogenese offensichtlich [Rola et al., 2004]. Be-
deutsamerweise resultierte weder die Suppression adulter Neurogenese durch
die Applikation des Zytostatikums MAM noch die Ablation aller proliferati-
ver Zellen im HC durch ionisierende Strahlung in einer Beeintrichtigung des
spatialen Lernens im Rahmen des MWM Tests.

Von besonderer Bedeutung im Kontext eines spatialen Lernparadigmas wie
der in der vorliegenden Arbeit verwendeten MWM ist eine aktuelle Studie,
in der eine préferentielle Integration junger, adult generierter Kornerzellen in

die fiir eine Enkodierung von spatialen Informationen benétigten Schaltkreise
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demonstriert wird [Kee et al., 2007]. Demnach ist das Vorhandensein neugebo-
rener plastischer Zellen eine wichtige Voraussetzung fiir einen effektiven Verlauf
eines spatialen Lernprozesses.

Zusammenfassend muss also festgestellt werden, dass ein eindeutiger, kausa-
ler Zusammenhang zwischen adulter Neurogenese und qualitativen Aspekten
von Lernvorgéngen noch zu beweisen ist [Leuner et al., 2006]. Insbesondere
die fiir die Mehrheit der durchgefithrten Verhaltenstests gegensétzlichen Er-
gebnisse werfen die Frage auf, wie diese sinnvoll begriindet werden kénnen. Da
positive Korrelationen beobachtet wurden, die induktive Wirkung hippokam-
pusabhéngiger Verhaltenstests demonstriert und die Unabdingbarkeit adulter
Neurogenese fiir einige Paradigmen bestétigt wurde, sind subtile, hinsichtlich
ihrer Bedeutung im Kontext der funktionalen Relevanz neugeborener Neurone
entscheidende Unterschiede in den jeweils verwendeten Versuchsaufbauten und
-protokollen die wahrscheinlichste Erklarung fiir diese experimentellen Befun-
de. Eine Funktion adulter Neurogenese fiir kognitive Prozesse wird durch die

vorliegenden Studien jedoch nicht grundsétzlich in Frage gestellt.
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2.2 Der Hippokampus der Saugetiere

2.2.1 Anatomie

Der grundlegende zytoarchitektonische Aufbau und die Interkonnektivitit der
einzelnen hippokampalen Regionen sowohl untereinander als auch mit anderen
Hirnregionen ist in allen Mammalia von grofier Ahnlichkeit (Abb. 2.2). Die hip-
pokampale Formation (HCF) ist als bilaterale Struktur in beiden Hemisphéren
des Gehirns ausgebildet. Die Hippokampi beider Seiten sind bei Nagetieren
durch dorsale und ventrale Komissuren miteinander verbunden, welche im Zu-
ge des Lateralisationsprozesses bei den Primaten weitestgehend verschwunden

sind.

Abbildung 2.2: Die hippokampale Formation im Gehirn der Maus

Als hippokampale Formation (HCF) wird eine Gruppe anatomisch benachbarter, jedoch in
(zyto-) architektonischer Hinsicht differenter Hirnregionen bezeichnet, zu denen neben dem
eigentlichen Hippokampus proper auch der Gyrus dentatus, das Subikulum, das Prd- und
Parasubikulum sowie der entorhinale Kortex gehéren. (A) Der DG ist griin hervorgehoben,
andere Bestandteile der HCF sind transparent dargestellt. (B) Die Querschnittsebene ist
durch ein Raster dargestellt. Transparent auf dem Raster ist eine lichtmikroskopische Auf-
nahme der entsprechenden Region gezeigt. Der DG ist wieder griin hervorgehoben. Quelle:

http://www.brain-map.org

Der entorhinale Kortex (entorhinal cortex, EC) stellt die einzige mul-
tilaminare Struktur der hippokampalen Formation dar (Abb. 2.3). Als Hauptef-
ferenz hat der Tractus perforans (perforant path) seinen Ursprung in den Schich-
ten II (zum DG und CA3) und III (zu CA1 und Subikulum) des EC. Von der
Region CA1l und dem Subikulum kommend enden die Afferenzen des EC in den
tiefen Schichten V und VI und schlieffen so den hippokampalen Schaltkreis.

Der Gyrus dentatus (dentate gyrus, DQG) ist eine trilaminare Struktur
mit charakteristischer V- oder U-Form und auf allen Ebenen entlang der septo-
temporalen Achse der hippokampalen Formation gleichartig aufgebaut (Abb.
2.3). Von den drei Schichten des DG wird die superfizal, nahe der hippokam-
palen Fissur gelegene als Molekularzellschicht (stratum moleculare, molecular

layer) bezeichnet. In ihr enden die vom EC kommenden Fasern des tractus
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perforans. Das stratum moleculare enthélt nahezu keine Zellsomata und wird
hauptséchlich von den Dendriten der Ganulozyten (s.u.) aus der unterhalb
der Molekularzellschicht liegenden Kérnerzellschicht (stratum granulare, gra-
nule cell layer) eingenommen. Das stratum granulare ist bereits lichtmikrosko-
pisch als bandartige Region dicht beieinander liegender Zellsomata zu erkennen
und enthélt den Hauptzelltyp des DG, die Granulozyten (Kdrnerzellen). Die
Kornerzellen liegen in hoher Packungsdichte und ohne interkalierende Gliazel-
len vor. In der als Hilus bezeichneten lamina multiformis (polymorphic layer)
verlaufen die nach CA3 ziehenden Axone der Kornerzellen (Moosfasern), sowie

die Dendriten einiger Interneurone.

Alveus Kortex

stratum oriens

stratum radiatum

stratum moleculare lacunosum

Fimbria-Fornix

A
stratum pyramidale 4 —— tractus perforans
hippokampale
Septum Moosfaser-Trakt Fissur

lamina multiforme

stratum granulare
stratum moleculare

Abbildung 2.3: Struktureller Aufbau der HCF

Der primére Informationsfluss ist durch grofie schwarzen Pfeile repréisentiert. Bezeichnun-
gen fiir Untereinheiten der HCF, sowie des EC sind blau unterlegt. PARA=Parasubikulum,
SUB=Subikulum, PRE=Préasubikulum. Modifiziert nach Lorente de No, 1901.
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Der Hippokampus proper (HC) der Siugetiere ist eine lingliche, gebo-
gene Struktur, welche sich C-férmig von der Mittellinie des Gehirns nahe der
Septum Kerne rostrodorsal iiber den bzw. hinter dem Thalamus bis in die cau-
doventralen Bereiche des Temporallappens erstreckt (Abb. 2.3). Entlang seiner
tangentialen Achse besteht der HC aus drei zytoarchitektonisch eindeutig von-
einander abgrenzbaren Regionen: CA3, CA2 und CA1 [No, 1934].

Das Subikulum stellt eine der beiden Hauptquellen fiir die Efferenzen der
HCF dar [Swanson et al., 1975, Kloosterman et al., 2003]. Daher kann das Subi-
kulum als letzte einer Reihe von Relaisstationen des hippokampalen Schaltkrei-
ses angesehen werden. Von hier gelangt die bereits im DG und HC prozessierte
Information zu einer Reihe kortikaler und subkortikaler Areale [Verwer et al.,
1997].

2.2.2 Konnektivitat

Sowohl iiber den benachbarten Parahippokampus als auch den EC, welcher
als Verbindungsmodul zwischen dem multilaminar aufgebauten Kortex und
den trilaminaren Strukturen des DG und des HC dient, erhélt der HC Ein-
ginge von nahezu allen Assoziationsarealen des Kortex. Auf diese Weise sind
im HC hoch integrierte, multimodale Informationen verfiigbar, die in einer
Vielzahl z.T untereinander verbundener sensorischer Schaltkreise eine umfang-
reiche Préaprozessierung erfahren haben. Weitere Afferenzen erreichen den HC
von der Amygdala und verschiedenen regulatorischen Systemen wie dem cho-
linergen (ACh) System. Komplementér zu der massiv konvergenten Struktur
der hippokampalen Afferenzen existiert ein stark divergentes System von Ef-
ferenzen, das iiber den EC zuriick zu denjenigen kortikalen Arealen projiziert,
welche auch den Ursprungsort der Afferenzen darstellen.

Auch wenn das moderne Bild des internen und externen Informationsflusses
z.T'. erheblich differenzierter erscheint, erfolgt die Informationsverarbeitung im
HC weitestgehend seriell in einem unidirektionalen, trisynaptischen Schaltkreis
[Andersen et al., 1971]. Die multimodalen Inhalte gelangen aus den kortikalen
Bereichen iiber den EC zum DG (erste Synapse), von dort iiber den Moosfa-
sertrakt zu CA3 (zweite Synapse) und weiter zu CA1 (dritte Synapse). Aus
der superfizialen Schicht (II) des EC erreichen die Informationen iiber den
glutamatergen tractus perforans den DG, wo die Axone auf den distalen Den-
dritenabschnitten der Kornerzellen enden. Einige Axone des Tractus perforans
formen auch Synapsen auf den apikalen Dendriten der CA3 Pyramidenzellen.
Eine weitere kleine Gruppe von Fasern zieht vom EC (Schicht IIT) direkt zu
CA1l.

Die Axone der glutamatergen Kornerzellen ziehen als nicht-myelinisierte Fa-
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sern des Moosfasertraktes zur Region CA3 des HC, wo sie auf den proximalen
Dendriten der CA3 Pyramidenzellen terminieren. Dabei kommt es zur Formung
besonderer prisynatischer en passant Terminationen (=Boutons), welche mit
den fiir die CA3 Pyramidenzellen typischen Dornfortséitzen auf den stark ver-
zweigten proximalen Dentriten eingegangen werden. Auf diese Weise kann eine
einzelne Moosfaser mehr als 35 synaptische Kontakte mit einem einzelnen Den-
driten einer CA3 Pyramidenzelle eingehen, was die Effizienz der synaptischen
Transmission erheblich erhéht.

Jede Pyramidenzelle der Region CA3 unterhilt synaptische Verbindungen
mit maximal 50 Axonen des Moosfasertraktes. Im Gegensatz dazu erhalten die
CA3 Pyramidenzellen ungleich mehr (4x10?), jedoch zugleich schwache synapti-
sche Eingénge aus dem EC direkt iiber den tractus perforans. Der weitaus grof-
te Teil der Synapsen auf den Pyramidenzelldendriten in CA3 entfillt jedoch
auf rekurrente Axonkollateralen anderer CA3 Pyramidenzellen. Diese Axonkol-
lateralen durchziehen die Region CA3 in der vollen Ausdehnung des HC und
erzeugen so ein einziges zusammenhéngendes, exzitatorisches Netzwerk. Das
verbreitete Auftreten rekurrenter Verbindungen erlaubt einer einzelnen CA3
Pyramidenzelle Informationen zu jeder ihrer Geschwisterzellen iiber nur 2-3
synaptische Zwischenschritte zu iibertragen. Verbindungen zu Mitgliedern der
heterogenen Gruppe zumeist inhibitorischer Interneurone treten nur in gerin-
gem Mafle auf.

Pyramidenzellen in CA3 entsenden ferner Axone in den Fimbria-Fornix, wel-
cher die HCF verlisst und das murine Aquivalent des orbitofrontalen Kortex
(OFC) im basalen Vorderhirn sowie verschiedene Kerne des Hirnstamms er-
reicht. Diese subkortikalen Verbindungen dienen der allgemeinen Regulation
neuronaler Aktivitdt im HC und iibertragen keine fiir eine Prozessierung be-
stimmte, spezifische Information. Abzweigungen derselben Axone ziehen ihrer-
seits als Schaffer-Kollateralen zu den Pyramidenzellen der Region CA1l und

vollenden damit einen weiteren Schritt des trisynaptischen Schaltkreises.
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Abbildung 2.4: Extrinsische und intrinsische Konnektivitit
(A) Blockdiagramm der beteiligten Strukturen und ihrer Verbindungen. (B) Detaillierte
Darstellung der beteiligten exzitatorischen Neurone und ihrer jeweiligen synaptischen Ver-
bindungen. Durchgezogene Linien représentieren Efferenzen des Assoziationskortex, gestri-
chelte Linien die Afferenzen. In Richtung des CA3 Netzwerkes findet eine starke Konvergenz
statt, der eine Divergenz vergleichbarer Gréflenordnung in den Riickprojektionen zum Kortex
entspricht. (aus [Rolls, 1994])

Die Anzahl der Pyramidenzellen ist im EC und DG deutlich gréfler als
in CA3, welches somit fiir die zu verarbeitenden Informationen einen Eng-
pass (bottleneck) darstellt, um im Anschluss erneut auf das CA1l Netzwerk
zu expandieren. Von dort gelangt die Information sowohl iiber das Subiku-
lum als auch auf direktem Wege zuriick zum EC, womit ein geschlossener und
(vereinfachend) unidirektionaler hippokampaler Schaltkreis realisiert ist (Abb.
2.4)[Amaral et al., 1989].

Das Fimbria-Fornix-System verbindet den HC mit dem basalen Vorderhirn
und geht aus dem Alveus hervor. Zahlreiche Fasern des Alveus haben ihren
Ursprung in den Pyramidalzellen von Hippokampus oder Subikulum und ter-

minieren in subkortikalen Regionen [Meibach et al., 1975].

2.2.3 Hippokampale Neurophysiologie des Verhaltens

Ein Typ von Zellen der HCF ist aufgrund der spezifischen Natur ihres jeweili-

gen Verhaltenskorrelats besonders hervorzuheben: die sog. place cells im HC.
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Die place cells kodieren nach der klassischen Vorstellung die aktuelle Position
des Tieres im Raum relativ zu entfernten, meist visuellen Landmarken (place
field) [O’Keefe et al., 1971, O’Keefe, 1976]. Die Lokalisation der place fields
hiangt zudem von dem unmittelbar zuvor gezeigten Verhalten des Tieres ab.
Informationen iiber Translationsbewegungen in bestimmte Richtungen finden
sich in den grid cells. Zusammen liefern die genannten Zelltypen hinreichend
Informationen, um als Kartierungssystem die Umgebung, sowie die Position
des Tieres relativ zu den konstituierenden Elementen dieser Umgebung zu er-
fassen. Es ermoglicht dem Organismus sich flexibel auf jedem moglichen Weg
zwischen verschiedenen Punkten seiner Umwelt zu bewegen.

Verinderungen der Effektivitit von Ubertragungsvorgéngen an synaptischen
Verbindungen zwischen Neuronen bilden die morphologische und physiologi-
sche Grundlage von Lernvorgéingen im Gehirn. Diese synaptische Plastizitét
tritt in verschiedenen Formen auf, von denen die Langzeitpotenzierung (LTP)
die bekannteste darstellt [Lomo, 2003]. Sie wurde erstmals an den Synapsen der
Schafferkollateralen in Region CA1l von Ratten entdeckt. Bei der LTP wird die
Effektivitdt der synaptischen Transmission dauerhaft erhoht. Zugrunde liegt
der LTP das Zusammenwirken von AMPA- und NMDA-Glutamatrezeptoren
in Folge einer hochfrequenten, wiederholten Depolarisation zugrunde. Der re-
sultierende Einstrom von Ca?*-Ionen in die postsynaptischen Neurone be-
wirkt iiber diverse Kinasen eine erhohte Expression von AMPA- und Kainat-
Rezeptormolekiilen sowie eine verbesserte Leitfahigkeit bestehender AMPA-
Rezeptoren durch Phosphorylierung. Der direkte Zusammenhang von Lernvor-
gingen und LTP wurde inzwischen experimentell verifiziert [Whitlock et al.,
2006].

2.2.4 Funktion des Hippokampus
Cognitive map theory

Die einflussreichste Theorie hippokampaler Funktion hat ihren Ursprung in
der Entdeckung der place cells bei Ratten [Scoville et al., 1957, O’Keefe et al.,
1971, O’Keefe, 1976, O’Keefe et al., 1978]. Im Rahmen der cognitive map theo-
ry fungiert die HCF als Lokalisierungssystem, welches die Enkodierung und
Reprisentation wahrgenommener Stimuli in einem allozentrischen, rdumlichen
Grundgeriist realisiert [Tolman, 1948]. Im Zuge der Exploration der Umwelt
werden die rdumlichen Koordinaten von Landmarken sowie ihre relative Lage
zueinander in diese kognitive Karte integriert. Neben der durch die place cells
gelieferten Ortsinformationen sind auch die Orientierungsrichtung (HD cells)

und der Abstand des Tieres zu den jeweiligen Grenzen der Versuchs-Umgebung
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bei diesem Prozess von Bedeutung [O’Keefe et al., 1996].

Die allozentrische kognitive Reprisentation des Raumes dient der rédumli-
chen Navigation eines Organismus in seiner Umwelt. Den verschiedenen Kom-
ponenten der HCF kommen dabei unterschiedliche Aufgaben bei der hierzu er-
forderlichen Informationsverarbeitung zu, wobei die spezifische Anatomie des
Allokortex fiir die Prozessierung geometrischer Informationen und Probleme
als besonders geeignet angesehen wird [Douglas et al., 2004]. Aus evolutiver
Sicht stellt das hippokampale Lokalisierungssystem nur eines einer Reihe von
Gedéachtnisformen dar, welches neben seinen spezifischen anatomischen Sub-
straten auch auf distinkten Lerngesetzen beruht [Nadel, 1991]. Andere Formen
von Lernen und Gedéchtnis stellen nach der cognitive map Theorie z.B. rein
assoziative Mechanismen und das Losen einfacher, geometrischer Probleme mit
Hilfe sog. Taxon-Strategien dar. Solche Formen des Lernens sind explizit nicht
hippokampusabhéngig und beruhen auf dem Erlernen einfacher Assoziationen
(Amygdala). Diese konnen in diversen Test-Paradigmen zur Erfassung rédumli-
chen Lernens parallel zu eine allozentrische kognitive Karte erfordernden Na-
vigationsstrategien auftreten.

Alle im Laufe der Zeit akquirierten kognitiven Karten verbleiben nach der
cognitive map Theorie im HC und werden dort dauerhaft gespeichert. Den-
noch wird eine Interaktion dieser Informationen mit anderen extrahippokampa-
len Hirnarealen angenommen, ebenso wie die Moglichkeit intrahippokampaler
Konsolidisierungsmechanismen [Moscovitch et al., 2005].

Auch wenn die Rolle der hippkampalen Formation fiir das rdumliche Ge-
déchtnis - besonders bei Nagetieren - allgemein akzeptiert ist, konnen in ihrem
Rahmen zahlreiche experimentelle Befunde nicht sinnvoll interpretiert werden.
Eine klare Abgrenzung gegen rein assoziative Formen des Lernens ist schwierig
[Biegler et al., 1999, Chamizo, 2003].

Declarative memory Theorie

Das Konzept des deklarativen Gedéchtnisses (declarative memory theory) ent-
stammt einem stark klinisch gepréigten Kontext [Cohen et al., 1980, Squire
et al., 1984, Squire, 1992, 1993, 2004]. Nach dieser Vorstellung besteht die
zentrale Funktion der HCF in der Prozessierung spezifischer Gedéchtnisinhal-
te, welche allgemein unter dem Begriff des deklarativen Gedéchtnises zusam-
mengefasst werden. Dieses umfasst das semantisch organisierte, propositiona-
le Faktenwissen sowie das episodische Gedéchtnis. Es ist somit als explizites
Gedéchtnis dem prozeduralen (impliziten) Gedéchtnis diametral gegeniiberge-
stellt. Die Theorie des deklarativen Gedéchtnisses sieht im HC nur einen Teil

des Medio-Temporal-Lappen Systems (MTL), welches als Einheit die Verarbei-
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tung deklarativer Gedéchtnisinhalte iibernimmt. Im Gehirn wird die Existenz
multipler, spezialisierter Ged#chtnissysteme angenommen. Die Partizipation
der HCF in diesem Prozess der Gedéchtnisbildung ist zeitlich begrenzt. Nach
dem stark hippokampusabhéingigen Erlernen neuer Inhalte findet ein konti-
nuierlicher Konsolidierungsprozess statt, in dessen Verlauf die Ged#chtnisin-
formation zunehmend hippokampusunabhingig werden. Als Langzeitspeicher
wird der Kortex betrachtet.

Ein zentraler Unterschied der declarative memory Theorie zu derjenigen einer
kognitiven Karte besteht in der generalistischen Perspektive, welche den Raum
als besonderen Fall relationaler Beziehungen von Objekten versteht, gegeniiber
der kantianischen Auffassung des Raumes als eigenstéindige, von der Existenz
jeglicher Sinneswahrnehmungen unabhéngiger (a priori) Entitét.

Neben diesen beiden beschriebenen Auffassungen, sind im Laufe der Zeit
verschiedene weitere Theorien zur hippokampalen Funktion formuliert worden.
Thnen ist gemeinsam, dass sie eine Beteiligung des HC besonders bei der Losung
von solchen Problemen postulieren, bei denen die Bedeutung eines Stimulus von
seinem jeweiligen Kontext abhéngig ist (predictable ambiguity, XOR-Problem).
Jede dieser modernen, alternativen Vorstellungen geht davon aus, dass der HC

ein konfigurales, relationales oder kontextuales Gedédchtnis implementiert.
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2.2.5 Ein theoretisches Modell zur funktionalen Relevanz adulter
Neurogenese im Hippokampus

Das Problem der katastrophalen Interferrenz in neuronalen Netzwerken

Physiologische neuronale Netzwerke bestehen aus zahlreichen einfachen Ele-
menten (Neurone), welche untereinander synaptisch verbunden sind [Hertz,
1991]. Jedes Neuron integriert die Eingangssignale von anderen Neuronen, ver-
arbeitet sie nach einfachen stereotypen Gesetzmiiligkeiten und sendet das Er-
gebnis dieser Operationen zu anderen Neuronen mit denen es verbunden ist.
Die Verarbeitung von Informationen erfolgt in neuronalen Netzwerken verteilt,
d.h. an jeder Operation ist immer eine grofle Anzahl von Neuronen und Verbin-
dungen zwischen diesen Elementen beteiligt. Den synaptischen Verbindungen
zwischen den Elementen eines neuronalen Netzwerkes wird jeweils eine spezi-
fische Gewichtung zugeordnet. Diese bestimmt den Grad in welchem ein ge-
gebenes Neuron auf die Aktivierung eines anderen Einfluss nehmen kann. Die
synaptischen Gewichte werden im Verlauf eines Lernprozesses gezielt so veran-
dert, dass durch das Zusammenwirken vieler Neurone und ihrer synaptischen
Verbindungen die fiir das jeweils betrachtete neuronale Netzwerk charakteri-
stische Operation effektiv durchgefithrt wird.

Es existieren verschiedene grundsétzliche Arten neuronaler Netzwerke, wel-
che sich hinsichtlich der Konnektivitit ihrer Elemente und der Art der von ih-
nen durchgefiithrten Operationen unterscheiden: Vorwértsgerichtete-Netzwerke
(Feedforward) bestehen aus spezifischen Eingangsneuronen (input layer), einer
Zwischenschicht (hidden layer) und einer Ausgabeschicht (output layer). Der
Informationsfluss ist unidirektional und ausgehend von einem Eingangssignal
wird ein spezifisches Ausgangssignal erzeugt. Da zu jedem Eingangssignal ein
gewiinschtes Ausgangssignal existiert, erfolgt das Training einfach durch das
Minimieren der Differenz dieser beiden Aktivitdtsmuster. Hopfield-Netzwerke
zeichnen sich durch eine stark rekurrente Konnektivitat aus, d.h. nahezu alle
Neurone des Netzwerkes sind untereinander synaptisch verbunden und kénnen
sich gegenseitig beeinflussen. Nach einer gewissen Trainingszeit stabilisiert sich
die Aktivitdt aller Elemente eines solchen Netzwerks. Die verschiedenen stabi-
len Aktivititsmuster eines Hopfield-Netzes korrespondieren mit verschiedenen
Konfigurationen von Eingangssignalen, so das verschiedene Informationen ge-
speichert und wieder abgerufen werden kénnen.

Die Autoassoziationsfihigkeit ist eine herausragende Eigenschaft rekurrenter
neuronaler Netze: Dient ein korrumpiertes, unvollstindiges Aktivitdtsmuster
als Eingangssignal, stabilisiert sich die Aktivitéit des Netzwerkes in einer Weise,

die dem vollstédndigen, korrekten Eingangsmuster entspricht. Dariiberhinaus
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sind Hopfield-Netzwerke zur Generalisierung gespeicherter Informationsinhalte
fahig. Die Region CA3 des HC stellt ein gutes biologisches Beispiel eines solchen
massiv rekurrenten neuronalen Netzes dar [Rolls, 1994].

Aufgrund der verteilten Verarbeitung von Informationen in neuronalen Netz-
werken erfordert jeder Lernprozess die Modifikation aller synaptischer Gewichte
des Netzwerks. Miissen mehrere verschiedene Eingangsmuster erlernt werden,
ergibt sich das Problem einer Wechselwirkung: Sind die synaptischen Gewich-
tungen fiir ein Eingangssignal a optimiert, fithrt das Erlernen eines neuen Mu-
sters b zur Degeneration der soeben fiir a gefundenen Optimierungen. Kommt
noch ein weiteres zu erlernendes Muster ¢ hinzu, degradieren die synaptischen
Gewichtungen fiir a noch weiter, so dass nach einer gewissen Zeit das mit a
korrespondierende Aktivitdtsmuster nicht mehr verfiigbar ist. Dieses Problem
wird als katastrophale Interferenz bezeichnet [Wiskott et al., 2006].

Fiir vorwértsgerichtete Netzwerke kann dieses Problem durch ein verschach-
teltes (interleaved) Training gelost werden. Alle Eingangsmuster a, b und ¢
werden abwechselnd présentiert (z.B. abcabcabcabce...) und erméglichen somit
ein effektiv gleichzeitiges Lernen aller Eingangsmuster. Hopfield-Netze wie CA3
benétigen fiir die effektive Verarbeitung multipler Eingangsmuster eine ortho-
gonale Reprisentation der zu speichernden Informationen, welche dann ohne
zu interferieren nebeneinander abgelegt werden kénnen. Eine mdogliche Strate-
gie alle Eingangsinformationen zu orthogonalisieren ist die Verwendung einer
schwach besetzten (sparse) Kodierung, bei der zu einem gegebenen Zeitpunkt
nur sehr wenige Elemente eines Netzwerkes gleichzeitig aktiv sind [Bentz, 1989].
Mit einer steigenden Anzahl zu lernender Muster erhoht sich jedoch auch hier
der Bedarf an fiir eine orthogonale Repriisentation verfiigbaren Neuronen. Eine
Kompression der Eingangsinformationen durch Eliminierung nicht-relevanter
Dimensionen ist hier ein gangbarer, wenngleich limitierter Weg zur Lésung des

Kapazitatsproblems.

Ein allgemeines theoretisches Modell hippokampaler Funktion

Das dieser Arbeit zugrunde liegende theoretische Modell hippokampaler Funk-
tion basiert auf dem Standardmodell von Rolls und Treves [Rolls, 1994]. Im
Rahmen dieses Modells dient der HC geméfi der Theorie eines deklarativen
Gedéchtnisses als temporérer Zwischenspeicher fiir Informationen, da genera-
lisierendes Lernen anhand von Beispielen die Verfiigbarkeit zuvor perzipierter
Inhalte fiir einen gewissen Zeitraum nach dem Auftreten der jeweiligen Stimuli
erfordert.

FEin verschachteltes Training hippokampaler Netzwerke wie oben beschrieben

ist aufgrund der nicht gegebenen beliebigen Verfiigbarkeit aller Stimuli unmdog-
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lich. Der HC stellt hinsichtlich des Informationsflusses eine bottleneck-Struktur
dar, in der eine Vielzahl von Afferenzen konvergieren und von wo ebenso zahl-
reiche Efferenzen divergieren. Als Verbindung mit den kortikalen Assoziati-
onsarealen als Ursprungsort integrierter, multimodaler Inhalte fungiert der EC.
Der Region CA3 wird aufgrund ihrer hoch rekurrenten Verbindungen die Rolle
als intrahippokampaler Speicherort fiir die verarbeiteten Informationen zuge-
wiesen. Das Auftreten iiberwiegend rekurrenter Verbindungen zwischen den
CA3 Pyramidenzellen ist charakteristisch fiir Hopfield-Netzwerke, in welchen
Inhalte verteilt, d.h. unter Beteiligung aller Synapsen, repréisentiert werden.
Die Informationsspeicherung erfolgt sehr schnell innerhalb einer Periode des
Theta-Rhythmus.

Aus den dargestellten Eigenschaften eines Hopfield-Netzes ergibt sich eine
begrenzte Kapazitéit des autoassoziativen CA3-Netzwerkes. Unter Beriicksich-
tigung dieser limitierten Kapazitét und aufgrund der Risiken einer katastropha-
len Interferenz (s.o.), ist eine entsprechende Aufbereitung der fiir eine Speiche-
rung vorgesehenen Informationen obligat. Als Enkodierungsinstanz in Form
eines kompetitiven Netzwerkes tritt im Rahmen des hier relevanten Modells
der DG auf, in dem neben einer effektiven Redundanzkompression auch die
Erzeugung eines schwach besetzten Kodes stattfindet [Rolls, 1994]. Beide Pro-
zesse erhohen die Kapazitdt und Reliabilitéit einer Informationsspeicherung in
CA3 signifikant.

In unterschiedlichen Umgebungen koénnen die den DG erreichenden Aktivi-
tatsmuster unterschiedliche statistische Eigenschaften aufweisen. Von der Sta-
tistik der zu verarbeitenden Informationen hingt wiederum die Beschaffenheit
eines hierfiir geeigneten Enkodiermechanismus ab, so dass sich ein solcher an
Veranderungen der statistischen Eigenschaften der perzipierten Umwelt im Sin-
ne einer maximalen Variabilitdt der resultierenden Reprisentation anpassen
muss (s.u.). Eine solche Anpassung erfordert die Moglichkeit plastischer Modi-
fikationen der an dem Enkodiermechanismus beteiligten synaptischen Gewichte
des Netzwerks. Die Plastizitdt der jungen, adult generierten Koérnerzellen des
DG stellt mithin die grundlegende Voraussetzung fiir eine effektive Speiche-
rung von Informationen im Kontext verinderlicher Umgebungen dar. Treves
und Rolls postulieren ferner die Moglichkeit dauerhafterer, synaptischer Mo-
difikationen im DG, welche die Etablierung spezifischer Kodes fiir redundant
auftretende Stimulus-Konfigurationen darstellen [Rolls, 1994].

Als weitere wichtige Voraussetzung eines erfolgreichen Speichervorgangs er-
laubt die besondere Beschaffenheit und Physiologie der Synapsen des aus den
Kornerzellen des DG entspringenden Moosfasertraktes auf den somatanahen

Dendriten der CA3 Pyramidenzellen eine starke Dominanz iiber die CA3-
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internen Aktivitdtsdynamik. Auf diese Weise kann die Aktivitdt des rekurren-
ten CA3-Netzwerk reliabel fiir verschiedene Inhalte stabilisiert werden, auch
wenn die synaptischen Verbindungen bereits fiir bereits gespeicherte Informa-
tionen optimiert sind. CA1 und das Subikulum arbeiten als Dekodierungsnetz-
werke fiir die in CA3 gespeicherten Informationen, iiber welche diese zu kor-
tikalen Regionen zuriickgelangen. Alle Elemente dieses theoretischen Modells

werden von elektrophysiologischen Befunden gestiitzt|O'Reilly et al., 1994].

Das Modell von Wiskott et al.

Eine mogliche funktionale Beteiligung adult generierter Kornerzellen im DG
an der effizienten Enkodierung von Informationen im Kontext verdnderlicher
Stimuluskonfigurationen ist Gegenstand eines einfachen Modells von [Wiskott
et al., 2006]. Eine optimale Enkodierung von fiir eine Speicherung in CA3 be-
stimmten Inhalten muss stets unter Beriicksichtigung der grofiten moglichen
Variabilitit der jeweiligen Daten erfolgen. Die statistischen Eigenschaften die-
ser Umgebung bestimmen also den optimalen Enkodierungsmechanismus des
DG, was sich in Form spezifischer, synaptischer Gewichtungen manifestiert.

Treten nun in einer verédnderlichen Umgebung signifikante Verédnderungen in
der Konfiguration der die Umwelt konstituierenden Stimuli auf oder wird der
Organismus mit einer neuen, ihm unbekannten Umwelt konfrontiert, verdndern
sich auch die statistischen Eigenschaften der den Hippokampus erreichenden
Aktivitdtsmuster [Wiskott et al., 2006]. Dies wiederum erfordert eine Anpas-
sung des Enkodierungsmechanismus, um auch in der verédnderten Umgebung
eine effiziente und reliable Speicherung in CA3 zu ermdglichen. Als Folge ei-
ner solchen Rekonfiguration der Enkodiermechanismen des DG kommt es zu
einer Verminderung der Reliabilitéit des Abrufens zuvor gespeicherter Inhalte.
Nach ldngerer Exposition gegeniiber einer neuartigen, nicht zu einem bestimm-
ten Satz von in CA3 abgelegten Inhalten gehorigen Umgebung kénnen eben
jene bereits zuvor gespeicherten Informationen nicht mehr sinnvoll abgerufen
werden; der addquate Enkodiermechanimus ist nicht mehr vorhanden und es
kommt zu einer katastrophalen Interferenz. Das Hinzufiigen weniger neuer Neu-
rone im DG durch adulte Neurogenese erméglicht die effiziente Losung dieses
Problems. Indem das bestehende Enkodiernetzwerk erweitert wird anstatt die
synaptischen Verbindungen fiir jede neue Umgebung zu rekonfigurieren, kon-
nen die zuvor etablierten Kodes weitestgehend erhalten bleiben.

Aufgrund ihrer hohen Plastizitét représentieren neugeborene Koérnerzellen
die neuartigen Aspekte einer noch unbekannten oder verédnderten Umgebung.
Diese Vorstellung wird auch von physiologischen Daten gestiitzt: Die Anzahl

adult generierter Neurone ist in frithen Phasen des Lebens am hochsten, al-
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so genau dann, wenn der Gehalt neuartiger Informationen aus der perzipierten
Umwelt in Ermangelung fritherer Erfahrungen auch ein Maximum aufweist. Im
weiteren Verlauf des Lebens nimmt die Neurogeneserate rapide ab ohne jedoch
génzlich zu enden. Analog dazu sinkt auch der Gehalt neuartiger Stimuluskon-
figurationen der Umgebung mit der zunehmenden Lebenserfahrung. Daher ist
anzunehmen, dass zur Kodierung eines durchschnittlich geringen Aufkommens
neuartiger Informationen in der Zeit nach der ersten Lebensphase eine ebenfalls
geringe Zahl adult generierter Neurone ausreicht.

Das von Wiskott et al. vorgeschlagene theoretische Modell macht einige ver-
einfachende Annahmen, jedoch sind alle im Kontext adulter Neurogenese re-
levanten Elemente enthalten. Da z.B. die zwecks Vermeidung einer katastro-
phalen Interferenz von [French, 1991] vorgeschlagen Erzeugung eines schwach
besetzten Kodes als komplementérer Ansatz zu dem Hinzufiigen plastischer,
neugeborener Neurone aufgefasst wird, wird sie in dem Modell nicht beriick-
sichtigt. Ferner wird die Dynamik der rekurrenten Verbindungen in CA3 nicht
explizit modelliert, es wird von einer idealen, verlustfreien Speicherung ausge-
gangen. Ewaige Fehler beruhen also ausschliesslich auf dem Kompressions- und
Enkodierungs- /Dekodierungsprozess im DG. Strukturell entspricht das Modell
einem einfachen Autoenkodiernetzwerk. Es besteht aus einer Schicht Eingangs-
neurone, einer Zwischenschicht und einer Ausgangsschicht. Das Modell sowie

die jeweils reprisentierten anatomischen Pendants sind in Abb. 2.5 dargestellt.

x”QQ EC-V/VI
CA1/ Subiculum
DG/ CA3

Abbildung 2.5: Ein Modell zur funktionalen Relevanz adulter Neurogenese
Das Modell ist als einfaches lineares Kodiernetzwerk konzipiert. Eingangs- und Ausgangs-
schicht reprisentieren jeweils die Schichten II bzw. V/VI des EC, die Zwischenschicht den
DG bzw. die Region CA3 (retrieval Situation). CA1l und das Subikulum sind nicht explizit
reprasentiert, jedoch in den Verbindungen der Eingangs- mit der Ausgangsschicht enthalten.
Fiir die Simulationen enthalten Ein- und Ausgangsschicht jeweils 60, die Zwischenschicht 15
(+5 durch Neurogenese) Neurone. Aus [Wiskott et al., 2006].

Aufgrund seiner konzeptionellen Simplizitit erlaubt das vorgeschlagene Mo-
dell eine genaue Analyse quantitativer und qualitativer Aspekte des Lernvor-

gangs. Zur Beurteilung der Leistungsfihigkeit werden drei Fehlergrofien be-
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trachtet, welche einen unmittelbaren Bezug zu analogen Situationen im le-
benden Organismus haben und geeignete Ansatzpunkte fiir eine exerimentelle
Uberpriifung liefern. Der recoding error beschreibt den bei einem vollstéindigen
Kodierungs-Dekodierungszyklus auftretenden Fehler. Physiologisch entspricht
dies dem Unterschied zwischen den zunéchst in der Schicht II des EC vor-
liegenden Aktivitdtsmustern und denen in den Schichten V und VI des EC
nach dem sie im Hippokampus nacheinander kodiert, gespeichert und deko-
diert wurden. Der recoding error kann fiir verschiedene Umgebungen A und B
angegeben werden. Eine andere Situation liegt vor, wenn sich der Organismus
von Umgebung A nach B bewegt, an B adaptiert und nun ein bereits in CA3
gespeichertes, der Umgebung A zugeordnetes Aktivitdtsmuster aufgrund eines
Teilelements als Hinweis abgerufen wird. Die Abweichung der so nach Abru-
fen zuvor in CA3 gespeicherter Inhalte erzeugten Aktivitdtsmuster von den
urspriinglich zur Speicherung verwendeten Eingangsmuster wird durch den re-
trieval error A reprisentiert. Ist er grof3, konnen vormals erlernte Informationen
nicht effizient abgerufen und genutzt werden.

Grundsétzlich werden bei der Modellierung des Lernprozesses hinsichtlich
der Stattfindens adulter Neurogenese drei verschiedene Situationen betrachtet.
Im ersten Fall findet nach einer kurzen plastischen Anfangsphase grundsétzlich
keine Adaptation im DG mehr statt. Der zweite Fall beschreibt die Situation
bei Stattfinden adulter Neurogenese, d.h. es werden die jeweils beim Wechsel in
eine neue Umgebung benstigten neuen Neurone hinzugefiigt. Fiir Inhalte einer
solchen noch unbekannten Umgebung bendttigte Modifikationen des Enkodier-
mechanismus werden ausschliellich die neuen, plastischen Zellen verwendet. Im
letzten Fall erfolgt stets eine vollsténdige Anpassung der synaptischen Gewichte
im DG an die jeweilige Umgebung ohne das Stattfinden adulter Neurogenese.

Der theoretische Organismus befindet sich zun#chst in einer Umwelt A, wech-
selt dann in einer Umgebung B und kehrt am Ende nach A zuriick. Alle Ergeb-
nisse der mit dem beschriebenen Modell durchgefiihrten Berechnungen sind in

Tabelle 2.1 zusammengefasst dargestellt.
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No DG-adaptation | Neurogenesis | Full adaptation

Network adapted to environment A

Recoding error A 0.30 0.33 0.30

Recoding error B 0.67 0.75 0.67
Network adapted to environment B

Recoding error B 0.44 0.36 0.30

Retrieval error A 0.61 0.45 1.69

Recoding error A 0.61 0.41 0.67

Tabelle 2.1: Ergebnisse der Modellrechnungen (nach Wiskott et al.)

Es tiberrascht nicht, dafl zunéchst fiir alle Szenarien ein vergleichbarer, klei-
ner recoding error fiir Stimuli der Umgebung A gefunden wird, da zu Beginn
der Modellierung (unter der Voraussetzunge eines naiven Netzwerkes) in je-
dem Fall eine neuronale Plastizitdt vorliegt, um eine vollstindige Adaptation
der En- und Dekodiermechanismen fiir A zu gewéhrleisten. Aufgrund einer feh-
lenden Exposition der modellierten Organismen gegeniiber der Umgebung B
resultiert logischerweise ein hoher recoding error B.

Differenzierter sind die Ergebnisse nach einem Wechsel nach B. Das Netzwerk
ohne Adaptationsmoglichkeit an die neue Umwelt weist einen durchschnittli-
chen, jedoch auffallend niedrigen Rekodierungsfehler B auf. Begriindet ist dies
in einer theoretisch moglichen Anpassung des Dekodierungsnetzwerkes in CA1,
was z.T. durch physiologische Daten gestiitzt wird. Das Erinnern aus A stam-
mender Inhalte, sowie die En-/Dekodierung unmittelbar nach einer Riickkehr
zu Umgebung A resultiert unter der Bedingung einer fehlenden Adaptation des
DG in einem recht hohen Fehler (retrieval error A und encoding error A). Fiir
die zuletzt genannten Operationen zeigt das maximal anpassungsfihige Netz-
werk eindeutig die geringste Leistungsfihigkeit, wohingegen das Hinzufiigen
neuer, plastischer Zellen durch adulte Neurogenese zu den niedrigsten Fehler-
werten fithrt. Dies gilt insbesondere fiir einen Wechsel von B zuriick nach A.

Zusammengefasst fithrt das Hinzufiigen neuer Neurone durch adulte Neuro-
genese also besonders in solchen Fillen zu einer Verbesserung der Reliabilitét
von En- und Dekodierung sowie dem Erinnern zuvor gespeicherter Inhalte,
wenn Stimuluskonfigurationen aus verschiedenen Umgebungen sequentiell er-
lernt und abgerufen werden miissen. Anforderungen dieser Art entsprechen in
guter Weise den Gegebenheiten unter naturalistischen Bedingungen.

Eine weitere Stéirke des Wiskott “schen Modells ist, dass es in zahlreichen
Punkten durch anatomische und physiologische Daten gestiitzt wird. Dies gilt

fiir die Grundhypothese einer signifikant hoheren Plastizitdt adult generierter
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Kornerzellen gegeniiber ihren reiferen Geschwistern, den akkumulativen Effekt
adulter Neurogenese iiber die Lebensspanne, die hohe synaptische Plastizitét
in CA1l als putatives Dekodiernetzwerk und die akute, selektive Rekrutierung
junger Neurone aus dem Vorlduferzellenpool bei gleichzeitiger Apoptose der
nichtbendtigten Zellen.

Aus den dargestellten Ergebnissen des Modells lassen sich unmittelbar spezi-
fische Préidiktionen ableiten. Eine davon betrifft das Verhalten des hippokam-
palen Systems gegeniiber verinderlichen Umweltbedingungen bei gleichzeitiger
Ablation adulter Neurogenese. Erwartet wird fiir diesen Fall eine signifikant
geringere Féhigkeit der Detektion und des effektiven Umgangs mit neuarti-
gen Stimuluskonfigurationen. Die synaptischen Gewichte sind bereits fiir eine
Umgebung konfiguriert und die Plastizitdt der beteiligten Neurone im DG ist
gering. Da keine oder nur sehr wenige junge, plastische Kornerzellen verfiigbar
sind, kdonnen neue Stimuluskonfigurationen somit nicht effektiv représentiert

werden.
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2.3 Fragestellung

Die Fiille von Daten beziiglich unterschiedlichster Aspekte der Regulation adul-
ter Neurogenese im HC der Sdugetiere, in Kombination mit detaillierten theo-
retischen Modellen des HC, hat die Funktion adult generierter Neurone bisher
nicht zufriedenstellend erkldren konnen. Besonders die Widerspriichlichkeiten
in den Ergebnissen verschiedener Studien zur funktionalen Relevanz der neu-
geborenen Zellen legen die Anwendung eines neuartigen Ansatzes sowohl in der
Versuchsdurchfiithrung als auch in der Analyse von in hippokampusabhéingigen
Lernparadigmen gewonnenen Daten nahe.

Die vorliegende Arbeit greift die Hypothese des von Wiskott et al. postu-
lierten Modells zur funktionalen Relevanz adulter Neurogenese auf, wonach die
neugeborenen Zellen der Aufrechterhaltung eines effektiven Enkodiermechanis-
mus im DG bei Vorliegen verinderlicher Umgebungsbedingungen dienen und
so entscheidend zur Vermeidung des Problems einer katastrophalen Interferenz
beitragen [Wiskott et al., 2006].

Im Folgenden soll die Frage beantwortet werden, ob das Modell nach Wiskott
et al. grundsétzlich mit den Verhéltnissen in vivo iibereinstimmt. Ausgangs-
punkt hierfiir ist die Pradiktion des Modells, wonach es in Folge einer fehlenden
Verfiigbarkeit plastischer Granulozyten unter der Bedingung verénderter, ver-
haltensrelevanter Stimuluskonfigurationen in der Umwelt des Organismus zu
einer katastrophalen Interferenz im DG kommt.

Hierzu soll zunéchst ein pharmakologischer, interventioneller Ansatz zur ef-
fektiven Suppression adulter Neurogenese etabliert werden.Als Pharmakon wird
das Zytostatikum TMZ verwendet, welches sich durch ein besonders giinstiges
Nebenwirkungsprofil auszeichnet. Ziel ist die effiziente Suppression adulter hip-
pokampaler Neurogenese bei einem Minimum von Nebenwirkungen.

Im Anschluss soll die TMZ-induzierte Ablation adult generierter Neurone
im DG von Mé&usen hinsichtlich ihrer funktionalen Konsequenzen quantita-
tiv und qualitativ analysiert werden. Aufgrund seiner Eigenschaft als de facto
Standard zur Testung rédumlichen hippokampusabhéngigen Lernens wird die
MWM in dieser Studie als experimentelles Paradigma gewéhlt. Das von Wolfer
et al. vorgeschlagene und hier verwendete Protokoll beinhaltet zum einen ein
reversal-Lernen und implementiert somit in direkter Weise die Exposition der
getesteten Tiere gegeniiber sich signifikant verdndernden Umgebungsbedingun-
gen.

Zum anderen entwickelten die Autoren einen Ansatz fiir eine qualitative
Analyse des spatialen Lernprozesses in der MWM [Wolfer et al., 1992]. Dieser

wird in der vorliegenden Arbeit erheblich modifiziert und weiterentwickelt, um
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die Konsequenzen der Ablation adulter Neurogenese hinsichtlich der Qualitéit
kognitiver Lernvorgénge beurteilen zu kénnen.

Die rechnergestiitzte Analyse quantitativer und qualitativer Aspekte des
MWM-Lernens bietet die Moglichkeit auch die subtilen Effekte einer suppri-
mierten adulten Neurogenese zu erfassen. Somit kann die funktionale Rele-
vanz der neugeborenen Kornerzellen im Kontext eines hippokampusabhéngigen
Lernparadigmas und bei Vorliegen des Risikos einer katastrophalen Interferenz

prézise charakterisiert werden.
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3 Material & Methoden

3.1 Tiere

In allen Experimenten wurden M#use des Stammes C57BL/6 verwendet, wel-
che von Charles River WIGA Deutschland GmbH bezogen wurden. Alle Tiere
waren zu Beginn der Experimente 6-8 Wochen alt und zu diesem Zeitpunkt
mindestens eine Woche an die Haltungsbedingungen des Haltungsraumes ad-
aptiert. Aus Griinden der Minimierung sozialer Stressfaktoren und der Vorda-
tenlage wurden nur weibliche Tiere verwendet.

Fiir einige histologische Experimente kamen ferner transgene Méiuse zum
Einsatz, welche unter dem Nestinpromotor das green fluorescent protein (GFP)
exprimieren. Die Herstellung dieser transgenen Tiere ist zuvor bereits im Detail

beschrieben worden [Yamaguchi et al., 2000].

3.2 Temozolomid

Zur Suppression der Zellproliferation im Hippokampus wurde die systemische
Applikation des alkylierenden Agens Temozolomid (TMZ, IUPAC-Name: 5-
Amino-Imidazol-4-Carboxamid, Abb. 3.1) als pharmakologischer interventio-
neller Ansatz etabliert.

Das Imidazo-Tetrazin-Derivat TMZ ist ein oral applizierbares Alkylans, das
1999 zur Behandlung von Patienten mit rezidivierendem oder progredientem
Glioblastom zugelassen wurde und sich neben einer hohen Wirksamkeit durch
eine gute Vetriglichkeit auszeichnet [Newlands et al., 1997], [Avgeropoulos
et al., 1999], [Mason et al., 2005].

TMZ ist eine Wirkstoff-Vorstufe und hydrolysiert bei physiologischem bis
alkalischem pH spontan zu 5-(3-Methyl-1-Triazeno)- Imidazol-4-Carboxamid
(MTIC) [Wilman, 1986]. MTIC ist bereits als Wirkstoff von Dacarbazin (DTIC)
bekannt und seine Zytotoxizitdt beruht auf der Alkylierung von Guanin [Tis-
dale, 1987]. MTIC wiederum zerfillt spontan in ein reaktives, fiir die Wirksam-
keit des TMZ verantwortliches Methyl-Diazonium Ion und 5-Amino-Imidazol-
4-Carboxamid (AIC) [Denny et al., 1994], [Chowdhury et al., 1999].

TMZ ist nur méfBig in Wasser bzw. sauren wéssrigen Losungen loslich (3,1
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mg/ml) und verfiigt iiber keinerlei protische Gruppen. Im Vergleich mit che-
misch verwandten Substanzen kann diese Loslichkeit in polaren Losungsmitteln
jedoch als relativ gut angesehen werden. Seine chemische Stabilitdt verdndert
sich in Abhéngigkeit von pH-Wert, Feuchtigkeit und Temperatur. Die Vorteile
des TMZ gegeniiber Dacarbazin ergeben sich in pharmakologischer Hinsicht
durch die Vermeidung hepatischer Stoffwechselwege sowie eine hervorragende
Penetration des Gehirns iiber die Blut-Hirn-Schranke [Brindley et al., 1986],
[Marzolini et al., 1998].

0
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Strukturformel von Temozolomid

Aufgrund seiner DNA-alkylierenden Eigenschaften entfaltet TMZ seine apop-
toseinduzierende Wirkung spezifisch in schnell proliferierenden Zellen durch
Methylierung der Purinbase Guanin an der Position O6 (Guanin — O6-Methyl-
guanin). Eine Alkylierung methylgruppenreicher Gene wie c-myc oder C-Ha-
ras wurde in praklinischen Studien nicht beobachtet, weshalb eine allgemeine
methylierende Aktivitidt mit Einfluss auf die Genexpression nicht proliferativ
aktiver Zellen als unwahrscheinlich gelten kann [Zucchetti et al., 1989)].

Seine anti-proliferative zytotoxische Aktivitit wurde in zahlreichen praklini-
schen Studien an Mé&usen, Ratten und Hunden beider Geschlechter experimen-
tell bestéitigt. Sowohl bei oraler als auch intraperitonealer (i.p.) Applikation
zeigt sich eine gute Wirksamkeit von TMZ gegen Tumorzellen. Die systemi-
sche Bioverfiigharkeit nach erfolgter oraler Applikation kann als vollstindig
angesehen werden, cpay ist nach 20 min erreicht und seine Plasmahalbwerts-
zeit betréigt (im Menschen) zwischen 40 min und 2 h [Baker et al., 1999],
[Chowdhury et al., 1999]. Eine Distribution von TMZ in verschiedene Gewebe
erfolgt schnell und ohne Akkumulationseffekte bei zeitlich prolongierten multi-
zyklischen Therapien [Griffiths et al., 2000]. Die Ausscheidung erfolgt bei allen
getesteten Spezies hauptséchlich iiber das renale System [Tsang et al., 1990].

Bei hohen sublethalen Dosen kommt es zu irreparablen Schédigungen des ha-
matopoietischen, lymphoretikularen und gastrointestinalen Systems sowie der
Testikel, jedoch konnte fiir die betroffenen Gewebe mit Ausnahme der Testikel

in applikationsfreien Perioden eine solide Rekonstitution nachgewiesen werden.
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Kardiovaskuliare Effekte oder Verdnderungen des renalen Systems treten nicht
auf. Fiir Miuse wurde die maximale nicht-lethale Dosis mit 500 mg/m? Kér-
peroberfliiche bestimmt (Ratten 750 mg/m? oral und 1000 mg/m? i.p.). Poten-
tielle akute Schédigungen des ZNS (z.B. Tremor, Prostration, Hypoaktivitét,
gebeugte Haltung, teilweise geschlossene Augen) sowie retinale Degeneration
treten ebenfalls nur unter dem Einfluss lethaler Dosen auf, ein im Kontext
der Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Studie bedeutsamer Sach-
verhalt. Karzinogene Effekte sind bei Verbindungen dieser Substanzklasse zu
erwarten und nach prolongierten multizyklischen Applikationen ist das Auftre-
ten von Neoplasien beobachtet worden.

Das in der vorliegenden Studie verwendete TMZ wurde in Form fiir die orale
Applikation bestimmter Hardkapseln von der Firma Essex Pharma (SP Euro-
pe, Briissel, Belgien) bezogen. Jede Kapsel enthielt 5 mg reines TMZ, sowie
eine Reihe von Triager und Fiillstoffen (Lactose, hochdisperses Siliciumdioxid,
Poly-(Ocarboxymethyl)-stirke-Natriumsalz, (R, R)-Weinsiure, Stearinséure).
Alle Trager- und Fiillstoffe gelten als unbedenklich und interagieren chemisch
nicht mit dem Wirkstoff. Allergische Reaktionen konnten fiir den Verlauf der
vorliegenden Studie ausgeschlossen werden. Die Kapselhiillen enthielten Gela-
tine, Titandioxid, Natriumlaurylsulfat und waren mit pharmazeutischer Tinte
bedruckt.

3.3 Temozolomid-Applikation

Um die Dosisgleichheit fiir alle injizierten Tiere zu gewéhrleisten, wurde TMZ
in der vorliegenden Studie i.p. appliziert. Da die Substanz nicht in Reinform
zur Verfiigung stand, mussten die urspriinglich fiir eine orale Applikation vor-
gesehenen Hartkapseln gedffnet und das TMZ fiir die Injektion in NaCl 0.9 %
gelost werden. Dieser und alle folgenden Schritte erfolgten aufgrund der hohen
Toxizitdt und Karzinogenitit der verwendeten Substanz unter grofiter Vorsicht
und Sorgfalt unter dem Abzug. Der Inhalt aus je zwei Hartkapseln (=10 mg
TMZ) wurde unter Verwendung eines 15 ml FalconTubes (BD Biosciences,
USA) in 4 ml NaCl 0.9 % + 2,5 % 1IN HCI gelost. Durch die Zugabe von 1N
HCI wurde ein niedriger pH (pH=4) eingestellt, um die vorzeitige spontane
Hydrolyse des TMZ zu MTIC zu verhindern. Dies beeintréichtigte die Vertrig-
lichkeit der Injektion nicht [Beale et al., 1999]. Um eine vollstéindige Losung
des TMZ zu erreichen, wurde das Falcon Réhrchen fiir mindestens 10 min auf
einem Schiittler platziert, danach zur Sedimentation in einen geeigneten Stén-

der iiberfiihrt und aufrecht hineingesetzt. Wenn sich ein deutliches Sediment
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am Boden des Rohrchens gebildet hatte, konnte der klare Uberstand mit Hilfe
einer Spritze abgenommen werden. Nach Aufsetzen eines Micropore 0.45 um
Spritzenaufsatz-Filters (Whatman, UK) wurde die TMZ-Losung aliquotweise
zu je 1 ml in bereitgestellte Eppendorfgefiafie filtriert und im Anschluss bei 4
°C bis zur Verwendung gelagert. Bei sorgfiltiger Durchfithrung gingen somit
bei der Sedimentation und Filtration nur sehr geringe Mengen TMZ verloren.
Die Endkonzentration von 2,5 mg/ml blieb hiervon unberiihrt.

Zur Bestimmung der Dosisabhéngigkeit des antiproliferativen Effekts von
TMZ wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Dosisfindungsexperiment
durchgefiihrt. Aufgrund der Ergebnisse dieses Experiments (s.u. und Abb. 4.1
B)) erhielten alle mit TMZ behandelten Tiere eine Dosis von 25 mg/kg Kor-
pergewicht (KW). Das Gewicht einzelner M#use variiert, daher musste jedes
Tier vor der Injektion gewogen und die verabreichte Menge dementsprechend
angepasst werden. Beispielsweise erhielt eine 15 g schwere Maus 150 ul der
vorbereiteten TMZ-Losung mit der Konzentration 2,5 mg/ml.

Um kumulative zytotoxische Effekte zu vermeiden, erfolgten die TMZ Injek-
tionen in zyklischer Weise jeweils die ersten drei Tage einer Woche fiir insgesamt
vier Wochen. Die verbleibenden Tage einer jeden Woche dienten der Rekonva-
leszenz der Tiere. Zum Vergleich: Beim Menschen hat 1 Zyklus 28 Tage und die
Applikation erfolgt jeweils die ersten 5 Tage [Newlands et al., 1997]. Obgleich
die Zellproliferation in diesen Tagen nicht direkt suprimiert wurde, kumulierte
der gesamte Suppressionseffekt im Verlauf der vierw6chigen Behandlung, an
deren Ende eine nahezu vollstéindige Ablation teilungsaktiver Zellen im Gyrus
dentatus beobachtet wurde. In analoger Weise erhielten alle Tiere der Kon-
trollgruppe Injektionen (0,9 % NaCl) ohne TMZ.

Zur Bestimmung der proliferativen Aktivitdt wurde am dritten Tag der letz-
ten Behandlungswoche ca. 3h nach der letzten TMZ-Injektion BrdU i.p. appli-
ziert (50 pg/kg KG).

Die Injektionen wurden von den Tieren gut toleriert. Eine Reaktion konnte
lediglich auf die durch die Injektionsnadel herbeigefiihrte Verletzung beobach-

tet werden und trat in gleicher Weise bei den Tieren aller Gruppen auf.

3.4 BrdU-Markierung proliferativer Zellen

Der Nachweis adulter Neurogenese wird durch das sog. "birth-marking” mit
5’-Bromo-2’-deoxyuracil (BrdU), einem synthetischen, halogenierten Thymidi-
nanalgon, ermdglicht, welches im Verlauf der S-Phase des Zellzyklus kompeti-

tiv anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird. Die BrdU-Markierung,
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welche als nichtradiographische Methode den Einsatz von radioaktivem [3H]-
Thymidin weitestgehend ersetzt, wird mit immunohistologischen Verfahren nach-
gewiesen und ermdglicht so eine Mehrfachmarkierung gemeinsam mit anderen
Antigenen [Corotto et al., 1993].

In allen im Kontext der vorliegenden Studie durchgefiihrten Versuchen wurde
eine Dosis von 50 pg/g Korpergewicht i.p. injiziert. Die Injektionen begannen
stets am letzten Tag der TMZ-Applikation, mindestens 3 h nach Erfolgen der
letzten TMZ Dosis und wurden fiir insgesamt drei Tage einmal téglich durch-

gefiihrt.

3.5 Hamatologie

TMZ entfaltet als systemisch appliziertes Zytostatikum seine Wirkung in allen
proliferativ aktiven Geweben des behandelten Organismus. Antineoplastische
alkylierende Agenzien resultieren, inbesondere bei prolongierter und hochdo-
sierter Applikation, in einer mehr oder weniger stark ausgepriagten Beeintrich-
tigung hiamatopoietischer Prozesse des Knochenmarks (Myelosuppression). Das
Vorliegen einer Leukopenie, Erythropenie oder Immunsuppression kann das
Verhalten der behandelten Tiere in erheblichem Mafle modifizieren und die
Verwertbarkeit standardisierter Verhaltenstests in Frage stellen.

Um dies auszuschlieen, wurde den Tieren unter einer leichten Ethernarkose
jeweils ca. 500 pl Blut mittels einer Pasteurpipette aus dem retro-orbitalen Si-
nus entnommen und in EDTA-beschichteten MiniCollect® Kiivetten (Greiner
bio-one, Osterreich) iiberfiihrt. Die Bestimmung der Blutzellzahl erfolgte mit
Hilfe eines Beckman Coulter ACT Diff Automaten. Da sich humane und tie-
rische Blutzellen hinsichtlich zahlreicher Parameter unterscheiden, wurde das
Gerét mit einer veterindrmedizinischen Software betrieben. Die Entnahme er-
folgte an drei Zeitpunkten: Unmittelbar vor, nach und schlieflich vier Wochen

nach Beendigung der TMZ-Applikation.

3.6 Transkardiale Perfusion, Fixation und Schneiden des

Gewebes

Die Fixation des Gewebes erfolgte durch transkardiale Perfusion der Tiere mit
kalter Paraformaldehydlésung (4% in 0,1 M Phosphat-Buffer, pH 7,4). Hier-
zu wurde zunéchst die obere Koérperhohle durch eine Thorakotomie freigelegt
und das Perikard vorsichtig getffnet. Nach erfolgter Punktuation des rechten
Atriums konnte eine grofflumige Kaniile in den linken Ventrikel vorgeschoben

werden, tiber welche durch eine Peristaltik-Pumpe zunéchst eine NaCl-Lésung
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(0,9%) in das Gefiafisystem gelangte. Auf diese Weise wird der Organismus des
Tieres entblutet, was eine spéitere Analyse qualitativ deutlich verbessert, da die
sonst {iberall im Gewebe vorhandenen Blutzellen eine histologische Auswertung
erheblich beeintrichtigen. Es folgte die eigentliche Fixation des Gewebes durch
Perfusion des Tieres mit 100 ml einer kalten (4°C) Paraformaldehydlésung
(4%), an die sich die sorgféltige Priaparation des Gehirns anschloss.

Das Schneiden der Gehirne erfolgte auf einem trockeneisgekiihlten Kupfer-
block mit einem Gleitmikrotom (Leica). Zur Vermeidung von Gefrierschéden
am Gewebe wurden die Gehirne vor dem Auffrieren fiir 24 h in einer Sucrose-
l6sung (30%) bei 4 °C inkubiert. Die Dicke der angefertigten Gewebeschnitte
betrug 40pm. Bis zu ihrer weiteren histologischen Verwendung verblieben die

Schnitte bei 4 °C in einer Glykolldsung.

3.7 Immunohistochemie

Fiir die immunhistologische Detektion BrdU™ Zellen wurden die Gewebeschnit-
te zunéchst bei 37 °C in 2 N HCI inkubiert um die DNA vollstindig zu de-
naturieren und das BrdU so fiir die verwendeten Antikérper besser zugénglich
zu machen. Im Anschluss erfolgte eine Neutralisation in 0,1 M Borat-Puffer
(pH 8,5). AbschlieBend wurden die Gewebeschnitte mehrfach mit TBS-Puffer
(tris-gebufferte Saline) gespiilt. Die Verdiinnung der priméren und sekundéren
Antikorper erfolgte in TBS mit 0,1 % TritonX-100 und 3 % Eselserum. Es
schloss sich nach einer Vorbehandlung mit 0,6 % HyO4 zur Blockung gewebeei-
gener Peroxidaseaktivitdt eine Inkubation des Gewebes fiir 2 h mit dem jeweili-
gen sekundiren Antikorper an. Fiir eine Amplifikation nach dem Avidin-Biotin
Prinzip wurde ein ABC-Reagenz (Vectastain, Vector Laboratories, Burlingame,
CA) verwendet. In der abschlieenden Firbereaktion diente 3, 3’ - Diaminoben-
zidin (Sigma, Germany) als Chromogen. Die Anwendung der Primérantikorper
erfolgte in den folgenden Konzentrationen: a-BrdU (Ratte, 1:500, Harlan Se-
ralab, Indianapolis, IN), a-Iba (Ziege, 1:250, Abcam plc, Cambridge, UK),
a-DCX (Ziege, 1:200, Santa Cruz Biotechnologie, Santa Cruz, CA).

3.8 Elektrophysiologie

Die fiir die Elektrophysiologie verwendeten horizontalen Hippokampusschnitte
stammten von 10-12 Wochen alten C57BL6 Méusen. Nach erfolgter Dekapitati-
on wurden die Gehirne sorgfiltig prapariert und unter sofortiger Kiihlung (auf
Eis, 2-4 °C) in einer mit ACSF (artificial cerebro-spinal fluid) gefiillten Kam-

mer mittels eines Vibratoms (Campden vibroslicer, UK) geschnitten. Die Dicke
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der transversalen Schnitte betrug 350 pm um den Erhalt intakter Netzwerk-
verbindungen zu gewahrleisten. Wahrend der Durchfithrung des Experiments
ruhte das Gewebe in einer Plexiglaskammer mit einer auf 34 °C temperier-
ten und oxygenierten (95 % Og, 5 % CO3) ACSF-Lésung. Die ACSF-Losung
enthielt bei einem pH von 7,4 129 mM NaCl, 3 mM KCI, 1.8 mM MgSQy,
1.6 mM CaCly, 26 mM NaHCOg3, 1,25 mM NaH;POy4 sowie 10 mM Glukose.
Vor Beginn der Messungen adaptierte das Gewebe fiir 2 h in der abgedeckten
Kammer.

Die fEPSP-Messungen erfolgten in einem Abstand von 30 s iiber eine mit
ACSF gefiillte Mikroelektrode (¢ 150 pm) mit einem Spitzen-Widerstand von
2-3 MQ. Der DG wurde iiber den mittleren tractus perforans (medial perforant
path, MPP) stimuliert und aus der Molekular-Zellschicht des oberen Fliigels ab-
geleitet. In der Region CA1 erfolgte die Stimulation an den afferenten Schaffer-
Kollateralen, die Messelektrode war im stratum radiatum von CA1 platziert.
Eine korrekte Platzierung der Elektroden konnte durch die Applikation eines
einzelnen Test-Pulses iiberpriift werden.

Nach Verifikation eines iiber 10 min stabilen Basis-fEPSPs (Messung alle 30
s) wurde mit der LTP-Induktion begonnen. Die Induktion einer LTP im DG
und der Region CA1 erfolgte unter Benutzung eines etablierten Standardpro-
tokolls. Einzelne hochfrequente Folgen (100 Hz) von Depolarisationen wurden
in viermaliger Wiederholung fiir eine Dauer von jeweils 1 s prasynaptisch in
einem Abstand von 10 s appliziert. Die Messung der post-tetanischen fEPSPs
erfolgte alle 30 s fiir 30 min.

Nach Filterung (3 kHz), und Digitalisierung (8-10 kHz) der gemessenen Po-
tentiale (TIDA, HEKA-Soft, Germany) wurden die maximalen Amplituden-
differenzen ermittelt, jeweils vier aufeinanderfolgende Messpunkte zusammen-
gefasst und prozentual relativ zu dem vor Beginn der Stimulation ermittelten
baseline-EPSP aufgetragen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test

unter einem Signifikanzniveau von p<0,05.

3.9 Verhaltenstests

3.9.1 Rotarod

Die lokomotorischen Fahigkeiten eines Tieres haben einen entscheidenden Ein-
fluss auf seine Leistungsfihigkeit in Verhaltenstests. Da ein pharmakologischer
Ansatz stets das Risiko einer systemischen Einflussnahme auf verschiedene,
fiir das Verhalten eines Tieres relevante, physiologische Systeme in sich birgt,
musste eine grundlegende Verhaltensénderung in Folge einer TMZ-Applikation

ausgeschlossen werden. Der Rotarod Test ist ein einfaches Paradigma, mit dem
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die lokomotorischen Fiahigkeiten und ihre Flexibilitédt im Einsatz dieser Fahig-
keiten effektiv beurteilt werden kénnen [Jones and Roberts, 1968]. Er besteht
im Wesentlichen aus einem durch einen elektrisch betriebenen Motor in Rotati-
on versetzten runden Stab mit einem Durchmesser von 3 cm. Die Tiere miissen
stetig Laufen, um auf der Oberseite des mit einem gummierten Material iiber-
zogenen Stabes zu verbleiben.

Die Tiere wurden zu Beginn des Experiments auf dem stillstehenden Ro-
tationsstab des Testapparats (Columbus Instruments, USA) platziert und der
Stab nach einer kurzen Wartezeit von 5 s in eine gleichméflige Rotation versetzt
(4 U/min). Nach weiteren 5 s beschleunigte sich die Rotation gleichméBig (8
U/min) bis auf eine maximale Rotationsgeschwindigkeit von 40 U/min nach 5
Minuten. War es zunéchst fiir die Tiere nicht schwierig das Gleichgewicht zu
halten und auf der Oberseite des rotierenden Stabes zu verbleiben, erforderte
die stetige Beschleunigung eine zunehmend anspruchsvolle lokomotorische Ko-
ordination. Die Zeit die das jeweilige Tier auf dem beschleunigten Stab verblieb
ohne herunterzufallen diente als Maf fiir die lokomotorische Koordinationsfa-
higkeit dieses Tieres.

Der Rotarodtest wurde im Verlauf des TMZ-Experiments mit jeweils neuen
naiven Tieren an drei Zeitpunkten durchgefiihrt: Einen Tag vor Beginn der Be-
handlung, einen Tag nach der letzten Injektion sowie nach vier Wochen Rekon-
valeszenz. An jedem dieser Zeitpunkte fanden jeweils drei aufeinanderfolgende
Versuche statt (ITT = 30 min).

3.9.2 Open Field Test

Der Open-field Test (OFT) dient der Evaluation des Explorationsverhaltens ei-
nes Tieres in einer neuen und ungewohnten Umgebung auf der Grundlage der
von ihm gezeigten Neophobie und Aversivitit [Broadhurst, 1961]. Die Konfron-
tation mit einer fiir sie unbekannten Umgebung veranlasst die Tiere diese zu
erkunden, wobei die allgemeine Aktivitéit deutlich zunimmt. Initial wird dieses
Verhalten stets durch einen emotionalen Erregungszustand begleitet, welcher
sich durch Strecken des Korpers und das reglose Verweilen an einem festen Ort
manifestiert. In gesunden Kontrolltieren wird dieses Verhalten innerhalb einer
kurzen Zeit von einem intensiven Explorationsverhalten abgeltst, in dessen
Verlauf die Tiere die gesamte Oberfliche der Arena erkunden. Kranke und ver-
letzte sowie zahlreiche genetisch modifizierte Tiere verweilen hingegen an wenig
exponierten Positionen wie Ecken und Randzonen; ein natiirliches Explorati-
onsverhalten fehlt. Die im Versuchsverlauf zuriickgelegte Wegstrecke dient als
Indikator fiir den emotionalen Status des betrachteten Tieres. Sie gibt ferner,

insbesondere in Verbindung mit einer Analyse der Bewegungsgeschwindigkeit,
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Aufschluss iiber die motorischen Féahigkeiten des Tieres.

Als qualitativer Parameter aufgefasst kann, alternativ zur Wegstrecke und
Geschwindigkeit, die Aufenthaltsdauer in verschiedenen Zonen der open-field
Arena Aufschluss iiber den dem Explorationsverhalten zugrundeliegenden emo-
tionalen Zustand geben. Stark emotionalisierte, &ngstliche Tiere verweilen iiber-
wiegend reglos in den Ecken bzw. dicht an die Seitenwinde gedriickt und ver-
meiden den freien Raum (open-field) in der Mitte der Arena.

Die hier verwendete open-field Arena hat eine Dimension von 60x60 cm mit
einer Hohe der Seitenwéinde von 25 cm. Der Einsatz von weiflem PVC als Bau-
material resultiert in uniformen weiflen Oberflichen innerhalb der Arena und
ermoglichte eine unkomplizierte und effektive Reinigung zwischen den Versu-
chen. Innerhalb der Arena herrschte eine gleichméfiige Helligkeit von ca. 165
cd. Die Randzone reichte jeweils 10 cm von jeder Seitenwand in die offene Mitte
der Arena.

Zu Versuchsbeginn wurden die Tiere jeweils alleine in die Mitte der Arena
gesetzt. Eine an der Raumdecke montierte LCD-Kamera zeichnete sowohl die
Versuchszeit als auch den zuriickgelegten Bewegungspfad auf (Ethovision, Nol-
dus, NL). Das Erfassen bzw. Berechnen aller verwendeten Parameter erfolgte
ebenfalls rechnergestiitzt mit Hilfe von Ethovision. Jeder Versuch hatte eine
Dauer von 5 min, dann wurden die Tiere entnommen und in ihren Haltungs-
kifig zuriickgesetzt. Die Arena wurde fiir das folgende Tier gereinigt, wodurch
eine Urinmarkierung bestimmter Bereiche ausgeschlossen werden konnte. Fiir
die TMZ- und die Kontroll-Gruppe wurde dieser Versuch jeweils mit neuen,
naiven Tieren an drei verschiedenen Zeitpunkten (1 Tag vor, 1 Tag nach und
4 Wochen nach der mehrzylischen TMZ-Behandlung) durchgefiihrt.

3.9.3 Morris Water Maze Test

Der Morris water maze Test (MWM, Wasserlabyrinth) ist einer der am hau-
figsten genutzten Tests fiir rdiumliches Lernen und Gedéchtnis in Ratten sowie
Wildtyp, transgenen und Knockout-Méausen [Morris, 1984, 1981]. Der MWM-
Test beruht auf einem einfachen Grundprinzip: Die getesteten Tiere miissen in
einem mit Wasser gefiillten Pool eine unter der Wasseroberfléche verborgene
Plattform lokalisieren. Die in der hippokampusabhingen Versuchsvariante fiir
die Tiere unsichtbare Plattform ist der einzige ”Ausgang” und kann nur nach
erfolgreichem Erlernen ihrer Position im Verlauf mehrerer Versuchsdurchgéinge
durch die Nutzung stabiler visueller Landmarken auflerhalb des MWM-Pools
effektiv angesteuert werden. Da Mé#use eine im allgemeinen starke Motivati-
on zeigen, dass von ihnen unter normalen Umsténden nicht préferierte Wasser

so rasch wie moglich zu verlassen, ist eine aversive Lernmotivation per se ge-
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geben. Fiir hippokampusunabhéngige Version der MWM wird die Plattform
visuell eindeutig markiert und kann so von den Tieren direkt angeschwommen
werden.

Der MWM Test ist ein robuster, zuverlissiger Verhaltenstest, welcher eng
mit hippokampaler synaptischer Plastizitit und einer intakten NMDA Rezep-
torfunktion korreliert ist [Vorhees et al., 2006]. Getestete Tiere bendtigen kein
Vortraining und die erhobenen Daten sind unabhéngig von der jeweils verwen-
deten Poolkonfiguration. Sekundére, genetisch oder pharmakologisch bedingte,
motivationale Unterschiede beeinflussen das gezeigte Verhalten ebenfalls nicht.

Wenngleich beim Erlernen der MWM verschiedene Hirnregionen wie der
prifrontale Kortex, das Neostriatum und das Zerebellum involviert sind, ist
ein intakter Hippokampus fiir die Akquisition des MWM-Tests obligat. Lasio-
nen des Hippokampus oder einer seiner Subkompartimente beeintréichtigen die
Leistungsfahigkeit von Ratten und M&usen beim Erlernen des MWM-Tests in
signifikanter Weise [Logue et al., 1997, Eichenbaum et al., 1990, Morris et al.,
1982]. Da es sich bei der MWM um einen rédumlichen Navigationstest im Was-
ser handelt und fiir ein erfolgreiches Bewéltigen der Aufgabe die Ausbildung
einer, auf distalen visuellen Landmarken beruhenden, allozentrischen neurona-
len Repriisentation der MWM und deren Umgebung erforderlich ist, muss das
Vorhandensein einer ausreichenden visuellen Sensorik - insbesonders bei der
Verwendung von Knockout-Tieren - sichergestellt sein. Die in unserem Test
verwendeten C57BL6 Tiere verfiigen iiber fiir Méuse normale visuelle Fahig-
keiten und zeigen eine im Vergleich mit anderen Mausstdmmen gute spatiale
Lernfihigkeit [Upchurch et al., 1988].

Weitere allgemeine, das Verhalten in der MWM beeinflussende Faktoren
sind das Korpergewicht, der physische Entwicklungszustand, Stress und das
Alter der jeweiligen Tiere [Gower et al., 1993, Brandeis et al., 1989]. Studien
zur Rolle von Geschlechtsunterschieden lieferten widerspriichliche Ergebnisse
[Bucci et al., 1995], obgleich der Einfluss der jeweiligen Geschlechtshormone
auf das MWM-Verhalten gut belegt ist [Daniel et al., 1999, Rissanen et al.,
1999, Roof, 1993]. Die ausschliessliche Verwendung weiblicher Tiere in der vor-
liegenden Studie vermeidet diese Problematik. Grundsétzlich kann die spatia-
le Lernfiahigkeit von Ratten und M#&usen als vergleichbar angesehen werden
und die beobachteten Unterschiede in der MWM miissen den besseren, phy-
logenetisch bedingten Schwimmfihigkeiten der Ratten zugeschrieben werden
[Whishaw et al., 1996]. Die Ergebnisse des MWM Test werden von Umge-
bungsvariablen wie Versuchsaufbau, Trainingsprotokoll, Alter der Tiere, Hal-
tungsbedingungen nicht entscheidend beeinflusst [Crabbe et al., 1999].

In den von uns durchgefithrten Experimenten wurde ein kreisformiger MW M-
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Pool mit einem Durchmesser von 1,89 m und einer Seitenwandhhe von 0,6 m
benutzt. Der Pool besteht aus mehrschichtigem weiflem PVC und steht leicht
erhoht in der Mitte eines ca. 15 m? groBen Raumes. Genau iiber dem Mittel-
punkt des Pools ist an der Decke eine LCD-Kamera montiert, mit welcher das
Geschehen in der MWM aufgezeichnet wurde. Die Digitalisierung und Speiche-
rung der Daten erfolgte iiber einen Windows-PC mit der Software Ethovision
(Noldus, NL).

Zur Feststellung der Identitét einer gegebenen Maus und einer spéteren indi-
vidualisierten Datenanalyse erhielten alle Versuchstiere einen RFID-Transponder
(Datamars, Swiss) subkutan in den Nacken implantiert. Das Auslesen der ID-
Nummer erfolgte iiber eine Handlesegerét (Datamars, Swiss).

Zum Zeitpunkt der Durchfithrung aller Experimente betrug die Wassertem-
peratur 19-20 °C. Die Beimischung ungiftiger weifler Wandfarbe auf Wasser-
basis (Relius, Germany) fiithrte zu der gewiinschten Triitbung des Wassers. Die
Beleuchtung erfolgte indirekt durch in Bodennihe montierte Lampen (4x100
W) und resultierte auf der Wasseroberfléiche in einer homogenen Helligkeit von
ca. 123 cd.

Der MWM Test wurde fiir jedes Tier iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen
durchgefiihrt. Pro Tag hatte jedes Tier insgesamt sechs Versuche zu absolvie-
ren. Jeder Versuch endete mit dem Erreichen der Plattform, spétestens jedoch
nach 120 s. Die Position der Zielplattform war jeweils fiir die ersten drei (NE
Quadrant) und die beiden letzten Tage (SW Quadrant) identisch. Mithin ent-
sprach das von uns gewihlte Wolfer-Lipp Protokoll [Wolfer et al., 1998] der
reference-memory Version der MWM (fiir eine Abgrenzung zum delayed-match
to sample Protokoll (DMP) vergleiche auch [Steele et al., 1999]). Nach Tag drei
fand eine als reversal bezeichnete Verdnderung der Plattformposition statt.
Die Verdnderung betrug relativ zur Geometrie des Pools 180°. Es wurden vier
verschiedene Startpositionen benutzt, welche durch ein pseudo-randomisiertes
Verfahren ausgew#hlt wurden. Innerhalb eines Versuchstages war die Startpo-
sition jedoch immer gleich. Beim Start wurde jede Maus mit dem Kopf zur
Wand gerichtet in den Pool gesetzt. Die Datenaufnahme startete und endete
automatisch. Sowohl nach einem missgliickten als auch dem erfolgreichen Auf-
finden der Zielplattform wurde das jeweilige Tier fiir 15 s auf der Plattform
platziert, um es danach in seinen Kifig zuriickzusetzen.

Zwischen den Versuchen warteten die Tiere in einem Standardkifig, wel-
cher durch eine Infrarotlampe beheizt wurde und den Tieren Zugang zu Futter
und Wasser ermoglichte. Dies erlaubte den Tieren eine vollstdndige Trocknung
und unterstiitzte die physische und psychische Rekonvaleszenz nach jedem Ver-

suchsdurchgang.
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3.10 Analyse der MWM Daten

3.10.1 Kilassische Analyse

Die klassische Analyse von MWM-Daten umfasst vor allem die Betrachtung
rein quantitativer Gréflen zur Beurteilung des Lernerfolgs der getesteten Tie-
re. Von diesen Groflen ist die fiir das Erreichen der Plattform bendtigte Zeit
(latency, Latenzzeit) der wichtigste Parameter. Indirekt erlaubt eine Messung
der Latenzzeit auch eine Aussage hinsichtlich der Qualitdt des Lernvorgangs:
Kurze Schwimmzeiten entsprechen effektiven, lange Zeiten hingegen ineffekti-
ven Such- und Navigationsstrategien. Wird der MWM-Test erfolgreich gelernt,
konnen die immer kiirzeren, bendtigten Schwimmzeiten als Lernkurve betrach-
tet werden. Als zweites quantitatives Mafl von allgemeiner Bedeutung ist die
im Laufe eines Versuchs zuriickgelegte Schwimmdistanz ebenfalls unmittelbar
mit der Effektivitéit der von dem jeweiligen Tier gezeigten Strategie korreliert.
Da es sich bei der MWM primér um einen Test der rdumlichen Lernfihig-
keit von Nagetieren handelt, ist eine Quantifizierung der Effektivitdt iiber die
relative Aufenthaltsdauer in dem jeweils aktuellen Zielquadranten eine erste
geeignete Moglichkeit zur Beurteilung des endgiiltigen Lernerfolgs, wenn auch
die rdumliche Auflésung sehr gering ist.

Eine detaillierte Beurteilung der rdumlichen Komponente des Lernerfolgs,
der Qualitdt des Lernprozesses sowie eine qualitative Analyse der in den einzel-
nen Versuchen verwendeten Suchstrategien ist jedoch mit den o.g. klassischen
Parametern nicht moglich. Daher kénnen unter den stark reduktionistischen
Bedingungen der MWM durchaus fiir das Vorliegen effektiver, hippokampu-
sabhéngiger Suchstrategien sprechende Ergebnisse die eigentliche Benutzung
weniger oder gar nicht hippokampusabhéngiger Strategien in erheblichem Ma-
e maskieren. Im Kontext eines einzelnen Versuchs kann z.B. die Benutzung
einer simplen, rein prozeduralen und weitestgehend hippokampusunabhéngigen
Suchstrategie zu einer vergleichbaren Effektivitét fithren wie eine direkte raum-
liche Navigation anhand einer zuvor etablierten allozentrischen Représentation
der Umgebung.

Die Idee einer qualitativen Analyse des Verhaltens von Méusen in der MWM
ist nicht grundsétzlich neu: D.P. Wolfer et al. konnten die Relevanz distink-
ter Verhaltensmuster fiir das Entstehen spezifischer Maus-Phénotypen fiir den
MWDM-Test durch eine Faktorenanalyse belegen [Wolfer et al., 2000]. Als Werk-
zeug zur Durchfithrung einer solcherart qualitativ orientierten Analyse ent-
wickelten die Autoren der genannten Studie die Software Wintrack, welche als
public domain frei verfiigbar erhiltlich ist [Wolfer et al., 2001, 1992]. Alter-

native Varianten einer qualitativen Analyse von MWM-Daten finden sich bei:
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[Brody et al., 2006, Janus, 2004, Graziano et al., 2003].

Eine nutzbringende Beurteilung qualitativer Merkmale des Schwimmverhal-
tens von Méusen in der MWM muss zwingend aufgrund objektiver Kriterien
erfolgen. Es fallt leicht, bestimmte Charakteristika einzelner Such- und Navi-
gationsstrategien zu identifizieren und diese als menschlicher Beobachter fiir
eine Klassifikation noch unbekannter Versuche heranzuziehen. Im Rahmen der
vorliegenden Studie wurde jedoch die Feststellung gemacht, dass verschiede-
ne menschliche Beobachter eine jeweils sehr individuelle Tendenz zeigen, einen
vorliegenden Schwimmpfad in die eine oder andere Kategorie zu klassifizie-
ren und dabei bestimmten Strategien den Vorzug vor anderen zu geben. Eine
grofle Anzahl von Versuchen verstirkt diesen Effekt noch und ldsst den An-
satz einer Klassifikation durch einen menschlichen Beobachter zweifelhaft und
mitunter willkiirlich erscheinen, was den Nutzwert einer derart durchgefiihrten
qualitativen Analyse von MWM-Daten in Frage stellt. Dariiber hinaus ist die
Analyse vieler MWM-Schwimmpfade anhand eines Satzes vordefinierter Krite-
rien als hoch redundante Operation fiir den Einsatz eines computergestiitzten
Algorithmus préadestiniert.

Auch hier wurden von Wolfer et al. erste Anséitze unternommen und mit
der Wintrack-Software eine auf wenigen Variablen basierende Lisung vorge-
schlagen, wobei sich der vorgeschlagene Algorithmus jedoch in der Anwendung
auf die vorliegenden Daten als nicht ausreichend reliabel erwies. Daher wurde
das Strategienkonzept in der vorliegenden Arbeit iiberarbeitet, modifiziert und
erweitert. Der computergestiitzte Analyseprozess umfasst nun die Detektion
weiterer Suchmuster, das Erstellen einer graphischen Ausgabe der Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit in 10x10 cm groflen Sektoren der Pooloberfliiche und wurde

in Form eines Matlab-Programms implementiert.

3.10.2 Suchstrategien in der MWM

Ein Tier hat in der MWM drei grundséitzliche Moglichkeiten die Zielplatt-
form schnell und zuverléssig zu erreichen[Brandeis et al., 1989]. Es kann ei-
ne iiber viele Versuche hinweg gelernte Sequenz von Bewegungen anwenden
(PrAXIS), die Plattform anhand naheliegender Landmarken direkt ansteuern
(Tax1s) oder es kann die rdumliche Konfiguration entfernter Landmarken nut-
zen (spatiale Navigation), um das Ziel flexibel von jedem beliebigen Startpunkt
aus zu erreichen. Das Vorliegen einer TAXIs-Strategie kann in der Regel ausge-
schlossen werden, da die Verfiigbarkeit entfernter visueller Landmarken durch
eine sorgfiltige Vorbereitung des Versuchsaufbaus zu unterbinden ist. Vielmehr
kann das bewusste Anbringen visueller Merkmale an der Zielplattform als zu-

sitzliche Kontrolle fiir intakte visuelle und motorische Fahigkeiten dienen.
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Schwieriger gestaltet sich eine eindeutige Differenzierung zwischen reinen
rdumlichen Navigations- und PrRAXIS-Strategien und deren Mischformen. Letz-
tere zeichnen sich durch - oftmals zirkulédre - repetitive Schwimmmuster von
geringer Komplexitit aus und kénnen sich bereits innerhalb der Versuche eines
Tages entwickeln. Die Verwendung randomisierter Startpunkte reduziert die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von PrRAXIS-Strategien, schlieffen sie jedoch
nicht aus. Besonders gegen Ende einer umfangreichen Versuchsreihe mit mehr-
fachen Plattformverschiebungen zeigen ca. 5-10 % der getesteten Tiere eine
eindeutige Wiederholung stereotyper Bewegungssequenzen.

Raumliche Navigationsstrategien sind von der Lokalisation des Startpunktes
vOllig unabhéngig. Bevor sie jedoch von einem Tier in der MWM genutzt wer-
den konnen, muss ein Lern- und Differenzierungsprozess durchlaufen werden,
in dessen Verlauf verschiedene Formen von Suchstrategien auftreten. Am Ende
dieses Prozesses steht die nahezu exklusive Nutzung rédumlicher, d.h. flexibler,
effektiver und préziser Navigationsstrategien, um die Zielplattform zu erreichen
(Abb. 3.2).

Obwohl das Verhalten individueller Tiere in der MWM hinsichtlich der Aus-
pragung der verschiedenen Stadien im Verlauf des Lernprozesses z.T. betracht-
lich variiert, erfolgt das Erlernen und Anwenden der unterschiedlichen Strate-
gien in Form einer sequentiellen Abfolge beginnend mit einfachen, véllig unge-
richteten Suchmustern hin zum direkten Anschwimmen der Zielplattform.

Die vorgestellten Suchstrategien basieren auf einem von Wolfer et al. ent-
wickelten Konzept, welches im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach sorgfil-
tiger Auswertung von mehr als 2000 einzelnen MWM-Versuchen fiir die vorlie-
gende Studie modifiziert und erweitert wurde [Wolfer et al., 2000, 2001, 2002].
Der Ubergang zwischen den verschiedenen Strategieformen ist flieend. Inner-
halb eines Versuchs konnen auch mehrere Strategien nacheinander, in seltenen
Féillen sogar mehr oder weniger parallel gezeigt werden, wobei es jedoch in der

Regel moglich ist, eine eindeutig vorherrschende Strategie zu identifizieren.
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nicht-spatiale Strategien spatiale Strategien

circling Derivative sekundére Strategien

circle scanning chaining circling directed search Praxis/Pfad-Integration

(nicht-pathologisch) (previous goal)

Abbildung 3.1: Konzept verschiedener Suchstrategien in der MWM
Darstellung der von M#usen des Stammes C57BL/6 in der MWM genutzten Suchstrategien
geordnet von links nach rechts nach zunehmender Abhéngigkeit von einer intakten hippo-
kampalen Formation. Links hippokampusunabhéngige Strategien ohne rdumliche Préferenz
(rot), rechts hippokampusabhéngige Strategien mit raumlicher Préferenz (blau). CIRCLING
Derivate und sekundire Strategien stellen explizit keine pathologischen Muster dar, sondern

sind das Ergebnis von Ubertraining in einer stark reduktionistisch gepriigten Umgebung.

Im Folgenden werden die beobachteten Strategien im Einzelnen vorgestellt,
charakterisiert und hinsichtlich ihrer Relevanz fiir das Entstehen eines distink-
ten Phénotyps in der MWM analysiert. Die Implementierung des Identifikati-
onsprozesses fiir den in dieser Studie verwendeten Klassifikationsalgorithmus
wird im Anschluss dargestellt. Aus Griinden der Einheitlichkeit werden hier
sowohl bekannte als auch neu definierte Strategien mit ihren englischen Be-

zeichnungen und kapitalisiert angesprochen.

Thigmotaxis

trial#4 trial#2
thigmotaxis thigmotaxis

Abbildung 3.2: Beispiele fiir Thigmotaxis
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Wurden Miuse das erste Mal in den MWM-Pool eingesetzt, zeigten ca. 5 %
der Tiere ein Verhalten, welches als THIGMOTAXIS bezeichnet wird. Gekenn-
zeichnet ist dieses hoch emotionale und z.T. stereotype Verhalten durch den
Versuch der jeweiligen Tiere, aus der MWM {iber die Seitenwand zu entkom-
men. Da die Seitenwand keine solche Moglichkeit bietet, schwimmen die Tiere
in beliebiger Richtung zumeist in unmittelbarem Kontakt mit der Wand um-
her, wobei der Kopf des Tieres stets zur Wand ausgerichtet ist. In den mei-
sten Féllen wechseln die Tiere innerhalb eines Versuchs rasch zu einer anderen
Suchstrategie. Die Fihigkeit zu einem solchen Wechsel und mithin der erfolg-
reiche Umgang mit einer stressbedingten und stark affektdominierten Situation
kann als Beleg fiir das Vorhandensein intakter exekutiver Hirnfunktionen ge-
wertet werden. Die THIGMOTAXIS-Strategie ist hippokampusunabhéngig und
kann auch nach vollstindiger Entfernung beider Hippokampi beobachtet wer-
den. Sie tritt bei zahlreichen Knockout-M#usen mit einer signifikant erhoh-
ten Wahrscheinlichkeit auch in spateren Phasen eines MWM-Experiments auf.
Wolfer et al. konnten zeigen, dafl THIGMOTAXIS als singulérer Faktor fiir einen
groflen Teil der bei Knockout-Tieren beobachteten MWM-Phénotypen bestim-
mend ist [Wolfer et al., 2000].

Random search

trial#2
randomsearch

Abbildung 3.3: Beispiel fiir random search

Die von den in der vorliegenden Studie verwendeten Méusen weitaus am héu-
figsten gezeigte initiale Suchstrategie war das RANDOM SEARCH, bei dem die
Tiere die gesamte Pooloberfliche nach einem potentiellen Ausgang absuchen.
R#umliche und direktionale Priferenzen fehlen vollsténdig und es werden lange
Wegstrecken zuriickgelegt. Auf diese Weise konnen die Tiere an die Situation
adaptieren und eine gute Ubersicht iiber die Dimensionen der Arena gewin-
nen, was eine wichtige Voraussetzung fiir das Entstehen einer allozentrischen

Reprisentation in spéteren Versuchsphasen darstellt. Hiufig treten repetitive
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kreisformige Schwimmuster auf, welche sich entweder aus einer vorhergehen-
den THIGMOTAXIS entwickeln oder aber zu der systematischeren SCANNING-
Strategie tiberleiten. Das RANDOM SEARCH ist wie THIGMOTAXIS hippokampu-

sunabhéngig.

Scanning

trial#4
scanning

Abbildung 3.4: Beispiel fiir scanning

Als mit Abstand am h#ufigsten beobachtete, nicht-direktionale Suchstrate-
gie entwickelt sich das SCANNING zumeist aus dem RANDOM SEARCH oder tritt
spontan auf. Im Gegensatz zu allen vorherigen Strategien zeigt sich hier ei-
ne spatiale Préaferenz fiir die mittigen Bereiche des MWM-Pools innerhalb der
Annuluszone (s.u.); die Randzone wird mehr oder weniger konsequent gemie-
den (Abb. 3.5). Mit vergleichbarer Haufigkeit treten repetitive, zirkulidre und
meandernde, teilweise jedoch auch vollig zufillige Schwimmmuster auf. Hin-
sichtlich seiner Bedeutung fiir eine effektive Etablierung einer allozentrischen
rdumlichen Reprisentation im Gehirn des jeweiligen Tieres ist das Vorliegen ei-
ner raumlichen Priferenz fiir die zentralen Bereiche der MWM-Arena insofern
von Bedeutung, dass in dieser Region die gleichzeitige Verfiigbarkeit mehrerer,
entfernter, stabiler, visueller Landmarken maximal ist. Somit kann hier die Be-
stimmung der eigenen Position zu einem gegebenen Zeitpunkt in Relation zu

mehreren Landmarken mit der grofftmoglichen Prézision erfolgen.

50



Chaining

trial#1
scanning

Abbildung 3.5: Beispiel fiir chaining

Das CHAINING trat in der vorliegenden Arbeit nur &uflerst selten auf und wird
von verschiedenen Autoren in unterschiedlicher Weise bewertet. So wird ihm
eine Bedeutung als Zwischenstufe zwischen nicht-gerichteten und gerichteten
Strategien zugeschrieben [Wolfer et al., 2002], eine Interpretation, welche auf
der Annahme beruht, dafl die Tiere zunédchst den Abstand der Zielplattform
zur Seitenwand des MWM-Pools erlernen und erst dann deren exakte Positi-
on relativ zu externen Landmarken. Andere Autoren sehen in der CHAINING-
Strategie ein Derivat der repetitiven Muster der SCANNING-Strategie [Graziano
et al., 2003, Dalm et al., 2000].

In der vorliegenden Arbeit wird die letztere Interpretation iibernommen, da
sdmtliche im Kontext dieser Studie erhobenen Daten eine Rolle als Interme-
diat zwischen nicht-gerichteten und gerichteten Strategien nicht unterstiitzen.
Vielmehr scheint das CHAINING eine Alternativstrategie zu der Verwendung
rdumlicher Suchmuster darzustellen. Aufgrund der, im Vergleich mit naturali-
stischen Verhéltnissen, geringen Abmessungen des MWM-Pools sowie der ex-
akt geometrischen Anordnung der moglichen Plattformpositionen auf einem
Kreisumfang entsteht eine in besonderer Hinsicht artifizielle Situation. In die-
ser Situation stellt das kreisféormige Schwimmen parallel zu den Seitenwénden
in den inneren Poolbereichen eine durchaus effiziente Strategie fiir das rasche
und zuverldssige Auffinden der verborgenen Plattform dar - unabhingig von
entfernten Landmarken und mithin unabhéngig von hippokampalen Funktio-

nen.
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Directed search present goal

trial#6
directedsearchnewgoal

Abbildung 3.6: Beispiel fiir directed search present goal

Als erste Suchstrategie mit eindeutig rdumlicher und gerichteter Préiferenz
beschreibt das DIRECTED SEARCH PRESENT GOAL ein ganzes Kontinuum sehr
dhnlicher und iibergangslos auseinander hervorgehender Suchmuster. Sind frii-
he Formen dieser Suchstrategie durch breit geficherte, repetitiv zirkuldre oder
meandernde Schwimmpfade charakterisiert, welche zunéchst nur grob auf die
Position der Zielplattform ausgerichtet sind, treten nach und nach vermehrt
eindeutig und z.T. direkt auf das Ziel ausgerichtete Muster auf. Diese unter-
scheiden sich von den sehr strikt definierten Strategien FOCAL SEARCH und
DIRECT SWIMMING insbesondere hinsichtlich ihrer geringeren rdumlichen Prézi-
sion und damit ihrer geringeren Gesamteffizienz. Gestiitzt wird die Vorstellung
einer zumindest direktionalen Préferenz durch eine Kontinuitét des Phénomens
auch bei der Verwendung wechselnder Startpositionen. Die Richtung zum Ziel
kann somit offenbar flexibel fiir beliebige Startpositionen ermittelt werden, was
ein eindeutiges Merkmal einer hippokampusabhéngigen allozentrischen Repré-

sentation der Umwelt darstellt.

-1 1
(nal#s
focalsearch

Focal search

Abbildung 3.7: Beispiel fiir focal search



Schwimmen die Tiere auf einem direkten Weg in die unmittelbare Néhe der
Zielplattform, um dann dort eine in der Regel nach kurzer Zeit erfolgreiche,
lokal eng begrenzte Suche nach dem Ziel zu beginnen, liegt als Suchstrategie FO-
CAL SEARCH vor. Grundsétzlich kann sie als zur Familie der DIRECTED SEARCH
PRESENT GOAL Strategien zugehorig angesehen werden, jedoch rechtfertigt das
hiufige Auftreten als distinktes Suchmuster die Deklaration einer eigensténdi-
gen Strategie. Als wichtigstes Unterscheidungsmerkmal gegeniiber der im vor-
herigen Abschnitt beschriebenen Strategie kann die Gestalt des Schwimmpfades
aufgefasst werden, welcher das Tier in die unmittelbare Nahe der Zielplattform
fithrt. Dieser muss ohne wesentliche Umwege zum Zielgebiet verlaufen, um die
Bedingungen fiir das Vorliegen einer FOCAL SEARCH Strategie hinreichend zu
erfiillen. FOCAL SEARCH ist aufgrund des Vorliegens starker gerichteter und
raumlicher Priferenzen eindeutig von einem intakten Hippokampus abhéngig.

Die Startposition hat keinen Einfluss auf die fokale Suche.

Direct swimming

P

0 o

-1
-1 -0.5 0 0.5 1
trial#6
directspatialnavigation

Abbildung 3.8: Beispiel fiir direct swimming

Die effizienteste aller in der MWM moglichen Suchstrategien ist das DIRECT
SWIMMING. Kennzeichnendes Merkmal ist das direkte und préizise Ansteuern
der Zielplattform von jeder beliebigen Startposition (Abb. 3.9). Ein solches Ver-
halten ist nur unter Zuhilfenahme einer hinreichend prézisen, allozentrischen
Représentation der Umwelt moglich und damit als klar hippokampusabhén-
gig zu bezeichnen. Lésionsstudien haben die Konsequenzen selbst lokal eng
begrenzter hippokampaler Lésionen fiir das DIRECT SWIMMING dokumentiert
[Brandeis et al., 1989]. Hinsichtlich des Erreichens dieser rdumlichen Prézision
treten unter den Versuchstieren z.T. betrichtliche Variabilititen auf: ca. 80 %
aller Tiere wenden auch nach drei Versuchstagen mit jeweils sechs Versuchen
keine DIRECT SWIMMING Strategie an. Andere Tiere (<2 %) schwimmen bereits

innerhalb des ersten Tages direkt zum Ziel.
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Directed search previous goal

trial#2
directedsearcholdgoal

Abbildung 3.9: Beispiel fiir directed search previous goal

Wird im Rahmen eines Versuches die Plattformposition geindert oder diese
gar entfernt, zeigen die Tiere in der MWM zunéchst eine starke Priferenz fir
die zuvor erlernte Position. Nach einem zumeist sehr prizisen Ansteuern der
vermeintlichen Zielplattform beginnen sie in einem rdumlich eng begrenzten
Bereich mit einer aktiven Suche, in deren Verlauf sich das Suchgebiet stetig er-
weitert. Auf diese Weise entsteht ein dem FOCAL SEARCH sehr dhnlicher Phéno-
typ, welcher jedoch durch die rigiden Kriterien dieser Strategie nicht verlésslich
erfasst werden kann. Daher wird hier der Begriff einer auf das vorherige Ziel
ausgerichteten Suche eingefiihrt. Sie tritt per definitionem nur nach dem FEr-
lernen einer Plattformposition auf und wird innerhalb weniger Versuche (1-2)
zumeist durch die SCANNING Strategie ersetzt. Es sind jedoch auch unmittel-
bare Ubergiéinge zu DIRECTED SEARCH ACTUAL GOAL Strategien moglich.

nicht-pathologische Circling Strategien
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Abbildung 3.10: Beispiele fiir nicht-pathologische circling Strategien

Wie bereits oben fiir das CHAINING erwéahnt, zeigen vereinzelte Tiere eine

erhdhte Tendenz zu kreisformigen Schwimmbewegungen. Diese unterscheiden
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sich von dem unten beschriebenen PATHOLOGICAL CIRCLING vor allem dar-
in, dass sie nicht als ausschlieffliche, vollig aus dem Kontext der Lernaufga-
be herausgeloste Schwimmuster auftreten, sondern entweder andere Strategien
iiberlagern oder diese ergéinzen. Die exakte Bedeutung sowie die Grundlagen
dieser Phénotypen verbleiben rein spekulativ. Eine Klassifikation durch den
unten beschriebenen Algorithmus war in diesen Féllen aufgrund der eindeu-
tig vorliegenden Grundmuster zumeist dennoch erfolgreich. Insgesamt traten
nicht-pathologische CIRCLING Strategien in der vorliegenden Studie nur sehr
selten auf (< 2 % in 4320 Versuchen).

Floating und pathologisches Circling

trial#4
strategynotrecognized

Abbildung 3.11: Beispiel fiir pathological circling

Verletzte, kranke, motorisch oder sensorisch beeintréchtigte Tiere tendieren
entweder dazu, regungslos im Wasser zu treiben und nur eine sehr geringe Ei-
genaktivitit zu zeigen oder sich durch das hochfrequente wiederholte Schwim-
men enger Kreise ungerichtet durch das Wasser zu bewegen [Brandeis et al.,
1989]. Ein solches Verhalten ist nicht Teil des von einem intakten Tier in der
MWM gezeigten Verhaltensrepertoirs. Tritt ein solcher Phénotyp auf, miissen
die entsprechenden Tiere gegebenenfalls aus der Analyse ausgeschlossen wer-

den. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Muster jedoch nicht beobachtet.

95



Praxis- und Pfadintegrationsstrategien
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Abbildung 3.12: Beispiele fiir Praxisstrategien und Pfadintegration
(obere Reihe) Praxisstrategien fithren niemals direkt zum Ziel und zeigen eine nur ge-
ringe Variation ihrer Grundform. (untere Reihe) Pfadintegrationsstrategien gehen hiufig
aus Praxisstrategien hervor und zeichnen sich sich durch eine stetig zunehmende Prézision
hinsichtlich einer direkten Ansteuerung des Ziels aus. In spéten Phasen ist eine eindeutige

Differenzierung von der DIRECT SWIMMING Strategie nicht moglich.

Neben den hippokampusabhéngigen rdumlichen Suchstrategien existieren
weitere Moglichkeiten fiir die getesteten Tiere den MWM-Test erfolgreich zu
erlernen. Insbesondere nach mehreren Wiederholungen des Versuchs von ei-
nem gegebenen Startpunkt entwickeln manche Tiere die Strategie, eine immer
gleiche Sequenz von Bewegungen auszufiihren. In dem besonderen Fall stabi-
ler Start- und Zielpunkte und unter den Bedingungen einer hinsichtlich ihrer
Grofle, insbesondere im Vergleich zu naturalistischen Umgebungen, begrenzten
MWDM-Arena ist eine solche PRAXIS Strategie ebenso effizient wie die kognitiv
wesentlich anspruchsvolleren rdumlichen Suchstrategien.

PRrAxis Strategien fithren in der Regel nicht direkt von der Startposition
zur Zielplattform. Uber mehrere Versuchsdurchgénge hinweg nimmt jedoch die
Prézision, mit welcher der geschwommene Pfad direkt ohne Umwege zum Ziel
fithrt, systematisch zu: Der gewihlte Weg nimmt schrittweise an Direktheit zu,
die Tiere integrieren den bis dahin gewundenen Pfad und wéhlen den direkten
Weg. Auch diese, als Pfadintegration bezeichnete Strategie, ist hippokampusu-
nabhéngig, kann jedoch unter den Bedingungen der MWM durchaus effektiv
sein. In der hier dargestellten Studie wurden PRAXIS- und aus diesen hervor-
gehende Pfadintegrationsstrategien nur in spéten Versuchsphasen vereinzelt
beobachtet (<1 % in 4320 Versuchen).
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3.11 Klassifikationsalgorithmus

Eine allgemeine Beschreibung des fiir die rechnergestiitzte Klassifikation erstell-
ten Klassifikationsalgorithmus und seiner Intention findet sich im Resultateteil
in Abschnitt 4.13. Es folgt eine detaillierte Beschreibung aller fiir die Anwen-
dung des Algorithmus erforderlichen Operationen und Konzepte. Sie stellen
ebenso Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dar wie die durch Anwendung der
automatisierten Klassifikation erhobenen Daten. Aufgrund der inhaltlichen N&-
he zu den zuvor diskutierten Suchstrategien und ihres eher technischen Cha-
rakters wird die Implementation in ihren Einzelheiten hier im Methodenteil

dargestellt.

Datenakquise

Im Verlauf eines Experiments wurden die rdumlichen Koordinaten eines jeweili-
gen Tieres in der MWM {iber eine CCD-Kamera aufgezeichnet und die Koordi-
naten in ihrer zeitlichen Reihenfolge als sog. track-file gespeichert (Ethovision,
Noldus, NL) . Ein solcher Datensatz enthélt neben den Positionsinformationen
auch alle Angaben zur Identitdt des getesteten Tieres, zur Versuchsnummer,
die aktuell giiltige Position der Zielplattform sowie eventuell durch den Expe-
rimentator eingegebene Kommentare. Dariiberhinaus finden sich auch solche
Daten, welche standardméflig von Ethovision als Bestandteil eines Trackfiles
angesehen werden, jedoch fiir den weiteren Ablauf der algorithmusbasierten
Klassifikation nicht von Bedeutung sind.

Die weitere Verarbeitung der Daten erfolgte mit der Public-Domain Soft-
ware Wintrack. Das Importieren der Trackfiles in Wintrack erledigt dessen
Import-Funktion, wobei die besonderen Nomenklaturspezifikationen des Pro-
gramms beachtet werden miissen. Die Gruppierung und Sortierung der einge-
lesenen Schwimmpfaddaten in der Reihenfolge ansteigender Versuchsnummern
geschieht in Wintrack automatisch. Abschliefend wird fiir jedes Tier ein sog.
case-document erzeugt, in welchem sich die Daten aller Versuche eines jewei-
ligen Tieres befinden. Ein case-document bildet die Grundlage fiir die weitere
Prozessierung der MWM-Daten in Wintrack.

Bevor mit der eigentlichen Datenanalyse begonnen werden kann, miissen dem
Programm genaue Angaben zum Versuchsaufbau (Pool-Dimensionen, Platt-
formpositionen, etc...), zur Versuchsdauer und zum Analysemodus iibergeben
werden. Durch die Nutzung der Automatisierungsfunktion in Wintrack kénnen
sdmtliche Analyseschritte durch den Aufruf eines einzigen benutzerdefinierten
Skripts schnell und zuverlissig auch ohne weitere Nutzerinteraktion durchge-

fiihrt werden.
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Wintrack besitzt eine umfangreiche Sammlung vordefinierter Analysevaria-
blen, welche, mit Ausnahme der ausschliefSlich fiir die Verwendung einer Bar-

nesmaze vorgesehenen Variablen, vollstéandig berechnet wurden.

Datenaufbereitung

Fiir eine systematische Analyse des Schwimmverhaltens erschien eine Auftei-
lung des MWM-Pools in diverse Zonen sinnvoll (Abb. 3.14). Diese erfolgt im
Sinne einer universalen Anwendbarkeit unabhéngig von den absoluten Dimen-
sionen des jeweils verwendeten Versuchsaufbaus. Der Zoneneinteilung liegt ei-
ne Abstraktion der im Kontext der Strategiedefinitionen (Abbschnitt 3.10.2)
auftretenden Verhaltensmuster hinsichtlich der Nutzung verschiedener Poolbe-
reiche zugrunde.
MWM Zonen
I akelies Ziel [] alterative, moglche Ziele
weite Randzone

enge Randzone

Ziel-Annuluszone

Zentralzone

Abbildung 3.13: Aufteilung des MWM Pools in Zonen
Die Aufteilung der MWM Arena in verschiedenen Zonen erfolgt vor dem theoretischen Hin-
tergrund der Strategiedefinitionen und ist von den absoluten Dimensionen des Pools unab-

héngig.

Die folgende Tabelle enthilt eine Ubersicht aller verwendeten Zonen, ihrer
relativen Positionen, Dimensionen, sowie der von ihnen abgedeckten Wassero-
berflache (Tab. 3.1).
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Zonenidentitit relative Position Dimension (abs.) Fliche (rel.)

MWM Arena kreisférmig d=1,89m; A=2,8cm 100%
nahe ringférmig, parallel zur Breite=15cm 28,9%
Randzone Seitenwand
weite ringférmig, parallel zur Breite=37cm 62,9%
Randzone Seitenwand
Annuluszone ringférmig, Abstand zu Breite=16cm 17,9%

Seitenwidnden wie

Zielplattform

innere Zone kreisférmig, Mittelpunkt r=41,5cm 19,3%

ist Ursprung des Pools

akuelle quadratisch, im Zentrum 16 x 16cm 0,9%
Zielplattform des jeweiligen Quadranten
vorige wie aktuelle Zielplattform 16 x 16cm 0,9%

Zielplattform

1. alternative wie aktuelle Zielplattform 16 x 16cm 0,9%
Zielplattform
2. alternative wie aktuelle Zielplattform 16 x 16cm 0,9%

Zielplattform

Nord-Ost- Teilkreis (90°), Ursprung a=90°; r=0,945m 25%
Quadrant wie MWM Pool

Siid-Ost- Teilkreis (90°), Ursprung a=90°; r=0,945m 25%
Quadrant wie MWM Pool

Siid-West- Teilkreis (90°), Ursprung a=90°; r=0,945m 25%
Quadrant wie MWM Pool
Nord-West- Teilkreis (90°), Ursprung a=90°; r=0,945m 25%
Quadrant wie MWM Pool

Tabelle 3.1: Ubersicht der im Rahmen des Analyseprozesses fiir den MWM
Pool verwendeten Zonendefinitionen

Mit Hilfe eines benutzerdefinierten Analyseskripts wird fiir jeden Datenpunkt
die jeweilige Zonen-Identitdt ermittelt. So kann im weiteren Verlauf berechnet
werden, wie lange sich ein Tier in einer bestimmten Zone aufgehalten hat. Diese
Informationen werden im Verlauf des Klassifikationsprozesses weiter genutzt.

Fiir die Beurteilung des Entstehens rdumlicher Préferenzen im Verhalten der
getesteten Tiere stellte die intuitive, farbkodierte Darstellung der Aufenthalts-
wahrscheinlichkeiten in einem Okkupationsplot ein duflerst niitzliches Konzept
dar. Hierzu wird die gesamte Pooloberfliche mit einem Gitternetz (Kantenlan-
ge 10 cm) iiberzogen (Abb. 3.15). Fiir die in der vorliegenden Studie benutzte
MWM ergeben sich so 276 Gitterquadrate, welche im Folgenden als Sektoren
bezeichnet werden. Fin weiteres benutzerdefiniertes Analyseskript ermittelt fiir

jeden Datenpunkt die zugehorige Sektor-Identitéit. So kann bestimmt werden,
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wie hdufig sich ein Tier in einem bestimmten Sektor des MWM-Pools aufge-
hielt.

Abbildung 3.14: Aufteilung des MWM Pools in Sektoren
Die MWM Arena wird in 276 quadratische Sektoren mit einer Kantenlinge von 10 cm auf-

geteilt.

Implementation des Klassifikationsalgorithmus in Matlab

Der Klassifikationsalgorithmus ist Teil eines umfangreicheren Matlabprogram-
mes, welches auch alle notwendigen Vorberechnungen durchfiithrt und dariiber
hinaus eine graphische Benutzeroberfléiche fiir die Optionswahl, Bedienung und
Ausgabe zur Verfiigung stellt. Dieses Programm wurde von mir im Rahmen der
vorliegenden Arbeit entwickelt und angewendet.

Aus Griinden der einfachen Validierung der vom Computer getroffenen Klas-
sifikationen werden die Schwimmpfade jedes Versuchs bei der Ausgabe des
Klassifikationsergebnisses graphisch reprisentiert (Abb. 3.16). Zu den grund-
legenden Elementen des MWM-Aufbaus werden, im Kontext der getroffenen
Klassifikationsentscheidung relevante, zusétzliche Informationen wie Schwer-
punkte, Radien und Zielkorridore angezeigt, welche die Validierung durch den
Benutzer in Grenzfillen erleichtern. Grundlage dieser Darstellungen sind die
im Laufe des MWM-Experiments aufgezeichneten xy-Koordinaten, welche je-
weils fiir einen Versuch in einem normalisiertes Koordinatensystem (MWM-
Radius=1) geplottet werden. Auf potentiell repetitiv auftretende Praxisstrate-
gien wird lediglich hingewiesen, da eine eindeutige Klassifikation dieser spezi-
ellen Suchmuster noch nicht ausreichend reliabel implementiert werden kann.

Die Entscheidung obliegt in solchen Féllen dem Betrachter.

60



<) spavil (ol

SwimPath Analyzer w11 present platform postion —— previous piatform postion-—

@ Aexandsr Garhe, 2007
Conn & NE O om COHE

Csa (sE Csw sE

)
o\

Swinpsths
results for ctrB3733d2. dat
1

day averaged presence probability

(1]
trial #1 trial #2
scanning

trial #5 trial #5
scanning directed search new goal directed search new goal

Abbildung 3.15: In Matlab implementierten Analysesoftware
Auf der Grundlage der zeitpunktmarkierten xy-Koordinaten und der in Wintrack berechneten
Variablen erfolgen weiterfithrende Kalkulationen sowie der eigentlich Klassifizierungsprozess
im Rahmen einer Matlab-Routine. Das Erstellen des Okkupationsplots erfolgt ebenfalls im
Rahmen dieser Routine. Fiir die Auswahl des jeweiligen Datensatzes, der aktuellen und vorhe-

rigen Zielposition wird eine Benutzermaske mit graphischer Ausgabe zur Verfiigung gestellt.

Die zeitlich geordneten xy-Koordinaten werden in vielfiltiger Weise fiir den
eigentlichen Klassifikationsprozess genutzt. Z.T. geschieht dies indirekt iiber
bereits in Wintrack berechnete Variablen, jedoch meist direkt unter Verwen-
dung in Matlab implementierter Routinen.

Fine Differenzierung der einfachen, nicht-r&umlichen Suchstrategien erfolgt
u.a. aufgrund der tiberstrichenen Pooloberfliche. Die von einem Tier im Verlauf
eines Versuchs iiberstrichenen Fliche kann sinnvoll nur approximativ ermittelt
werden. Hierzu werden zunéchst die Minima und Maxima der xy-Koordinaten
aller Datenpunkte eines jeweiligen Versuchs ermittelt. Ausgehend vom Abstand
zwischen den Minima und Maxima der x- und y-Koordinaten (dx und dy) wird
ein Ellipsoid konstruiert, dessen Fléche eindeutig berechnet werden kann (Abb.
3.17). Die Fliche des Ellipsoids approximiert in guter Weise die durch den
Schwimmpfad iiberstrichene Pooloberfléche.

Die Vorteile der Verwendung dieser Strategie bestehen darin, dass die maxi-
male Fliache des Ellipsoids niemals grofler als die Oberfliche des Pools werden
kann und der Approximationsfehler lediglich bei solchen Schwimmpfadformen
bedeutsam wird, bei denen die iiberstrichene Pooloberfliche als Klassifikati-

onsparameter nicht relevant ist.
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Abbildung 3.16: Approximation der iiberstrichenen Pooloberfliche
Die von den Tieren abgesuchte Pooloberfliche kann nur approximiert werden. Dies erfolgt
durch die Konstruktion eines Ellipsoids, basierend auf den maximalen rechtwinklig stehenden
Absténden.

Réumliche Strategien sind anfinglich nur wenig prézise, lassen jedoch eine
klare Ausrichtung der Suche in Richtung der Zielplattform erkennen. Haufig
treten miandernde, zirkuldre oder facherartige Suchmuster auf, welche i. d. R.
stets beim ersten Anndherungsversuch mit dem Erreichen der Plattform abge-
schlossen werden (Abb. 3.18 links). Um festzustellen, ob ein bestimmter Da-
tenpunkt innerhalb eines ficherférmigen und auf die Zielplattform ausgerich-
teten Korridors liegt, sind eine Reihe verschiedener Berechnungen notwendig,
in deren Verlauf zunéchst der Féacher (mit Ursprung im Startpunkt des Tieres)
konstruiert und auf das jeweilige Ziel ausgerichtet wird (Abb. 3.18 mitte). Der
durch den Fécher eingeschlossene Winkel kann frei gewahlt werden.

Nach einer Drehung des gesamten Koordinatensystems mit dem Zentrum im
Startpunkt P1 um den Winkel v befindet sich die Zielposition P2 senkrecht tiber
P1 (v wird mit Hilfe des Kosinussatzes bestimmt). Nun wird die Steigung der
den Fécher bildenden Geraden ermittelt und so eine einfache Funktion gebil-
det, mit deren Hilfe fiir jede x-Koordinate ein dazugehoriger y-Wert berechnet
werden kann. Ein Vergleich des so fiir eine gegebene x-Koordinate berechne-
ten y-Wertes mit der y-Koordinate des jeweiligen Datenpunktes an derselben
x-Position ermoglicht eine eindeutige Bestimmung der Lage des Datenpunktes

innerhalb oder aufierhalb des zuvor konstruierten Féchers (Abb. 3.18 rechts).
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Abbildung 3.17: Lage von Punkten in einem Zielkorridor
Die Bestimmung der Lage von Wegpunkten relativ zu einem vom Startpunkt auf das Ziel aus-
gerichteten Korridor erfordert zunéchst die Konstruktion des Korridors, eine anschliessende

Drehung des Schwimmpfades sowie weitere geometrische Berechnungen.

Die Grofle des von dem Fécher eingeschlossenen Winkels kann vor Beginn
der Analyse frei gewéihlt werden, jedoch hat sich fiir alle im Rahmen der vor-
liegenden Studie durchgefiihrten Experimente ein Winkel von 40° (a«=20°) als
geeignet erwiesen. Liegen mehr als 80% des Schwimmpfades eines Versuchs in-
nerhalb des vom Startpunkt zur Zielplattform ausgerichteten Féchers, handelt
es sich um eine gerichtete Suchstrategie.

Spétere und wesentlich prézisere rdumliche Suchmuster zeichnen sich durch
ein direktes Anschwimmen der Plattform oder deren unmittelbaren Nachbar-
schaft aus, so daf} die Suche in einem rdumlich eng begrenzten Areal stattfin-
det. Der Schwerpunkt eines als Punktwolke aufgefassten Schwimmpfades mit
n Datenpunkten erwies sich fiir die Beschreibung einer réumlich eng begrenz-
ten Suche besonders dann als geeignet, wenn die exakte Form des Suchmusters
unvorhersehbar ist. Als weitere Gréflen werden der durchschnittliche Abstand
aller Punkte eines Versuchs zum Schwerpunkt (dtPOG), zum Mittelpunkt des
MWM Pools (dtCENTER), zur aktuellen (dtGOAL) und zur vorherigen Ziel-
position (dtoldGOAL) bestimmyt.

Durch die verschiedenen Abstandsgrofien werden mehrere Radii konstruiert,
welche sich iiberschneiden kénnen. Eine fokale Suche liegt vor, wenn der durch-
schnittliche Abstand aller Punkte des Suchpfades zum Schwerpunkt (dtPoG)
weniger als 0,35 SE und zur Zielplattform (dtGOAL) weniger als 0,3 SE betriigt
(Abb. 3.19). Eine Standardeinheit (SE) entspricht %dp001:94,5 cm.
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x = Schwerpunkt = Schwerpunktradius = Zielradius

Abbildung 3.18: Bedeutung des Schwimmpfad-Schwerpunktes
Fiir den Klassifikationsprozess sind definierte Radien um den Schwer- und Zielpunkt (rot
und griin dargestellt) von Bedeutung. Links die Situation einer grofen Uberlappung beider
Radien im Falle einer FOCAL SEARCH. Rechts eine nur geringe Uberlappung fiir eine SCANNING
Strategie.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war eine detaillierte Analyse des von
D.P.Wolfer in Wintrack verwendeten Quellcodes nicht moglich, jedoch soll die
Bedeutung der in dem hier implementierten Algorithmus genutzten vordefi-
nierten Wintrack-Variablen kurz dargestellt werden:

Der kumulative Suchfehler (cumulative search error, cse) beschreibt die Dif-
ferenz zwischen der tatséchlichen kumulativen Distanz und der minimalen ku-
mulativen Distanz. Die tatséchliche kumulative Distanz wird durch die Mul-
tiplikation des durchschnittlichen Abstands zum Ziel (dtGOAL) mit der zum
Erreichen des Ziels benstigten Zeit berechnet, wobei Phasen der Immobilitét
nicht beriicksichtigt werden. Als Einheit wird folglich [m-s] benutzt. Zur Be-
rechnung der minimalen kumulativen Distanz wird das Quadrat der Lange
einer direkten Verbindung des Start- mit dem Zielpunkt durch die doppelte
durchschnittliche Schwimmgeschwindigkeit geteilt:

cse = Cdactual - Cdmin

Cdactual = dtGOALactual “Lerial

_ diGOALpy;,

Cdmin 2V¢rial

Somit gilt: Je kleiner der kumulative Suchfehler, desto effektiver ist die ge-
nutzte Suchstrategie. Senkrecht zur Zielrichtung verlaufende Bewegungen ha-
ben einen erheblichen Einfluss auf die Grofle des kumulativen Suchfehlers, wes-
halb nur absolut geradlinig verlaufende Schwimmpfade in einem kleinen cse
resultieren. Ergéinzend wird daher zur Differenzierung effektiver Strategien zu-
dem der durchschnittliche, absolute Richtungsfehler (average absolute heading
error, aer) herangezogen. Diese Grofle gibt die durchschnittliche Abweichung
der Bewegungsrichtung von der direkten Zielrichtung von allen Datenpunkten
in [°] an und ist somit auch fiir die Beschreibung weniger préziser und direk-

ter Schwimmpfade geeignet. Die Kombination der Variablen cse und aer hat
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sich zur Differenzierung effektiver und préziser Suchstrategien bei gleichzeitiger
Tolerabilitdt gegeniiber individuellen Schwankungen bewéhrt.

Zwei weitere vordefinierte Variablen aus Wintrack werden fiir den Klassifika-
tionsprozess genutzt, unterscheiden sich jedoch von den beiden zuvor genannten
durch ihre Eigenschaft als Zonendefinitionen. Analog zu den benutzerdefinier-
ten Zonen geben die Variablen ctm (center zone) und wtm (wider wallzone)
an, wie haufig sich ein Tier in einer der genannten Zonen aufgehalten hat.

Die Detektion redundanter Suchmuster im Kontext von Praxis- und Pfadin-
tegrationsstrategien erfolgt nach der Glattung des Schwimmpfades, bei der aus
jeweils 25 Datenpunkten ein gleitender Mittelwert gebildet wird. Diese werden
fiir alle Versuche eines Tieres pro Tag verglichen und so eine eventuelle Ahn-
lichkeit des Suchmusters festgestellt. Der Algorithmus weist jedoch nur auf die
Moglichkeit des Vorliegens einer Praxisstrategie hin, die entgiiltige Entschei-

dung obliegt jedoch dem Benutzer.

3.12 Konvolutionsanalyse

Hiufig ist eine direkte Messung einer Variable X experimentell nicht moglich,
da X nur in Verbindung mit einer Variable Y erfasst werden kann. In der
vorliegenden Studie wurde die Leistungsfahigkeit eines Tieres in der MWM
durch die GréBle "Schwimmpfadliange” (=U) und der dazugehérigen Funktion
g(u) beschrieben. Sie korreliert eng mit der fiir das Erreichen der Zielplattform
benotigten Latenzzeit und wurde durch das Auftreten unterschiedlicher Trans-
lationsgeschwindigkeiten nicht beeinflusst. Bei genauerer Betrachtung erwiesen
sich jedoch vor dem Hintergrund qualitativ differenzierter Suchmuster zweier-
lei Faktoren als kausal bestimmend hinsichtlich der zeitlichen Entwicklung der
jeweils betrachteten Schwimmpfadlange: 1. Die Qualitidt der Anwendung eines
spezifischen Suchmusters, beschrieben durch die Funktion q(y) und 2. die Ef-
fektivitit des Wechselns von einem weniger effizienten zu einem effizienteren

Suchmuster, beschrieben durch die Funktion f(x). Daraus folgt:

gu)=(f*q)(u) Nu=z+y

Will man nun den tatséchlichen relativen Einfluss einer Funktion auf g(u)
ermitteln, wird jeweils eine der Terme f(x) oder q(y) konstant gehalten, indem

der Mittelwert von f bzw. q fiir alle Versuche des betrachteten Zeitrahmens
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gebildet wird:

(f*q)( /f q(u — x)dzx (konstante Frequenz)

Beispiel : g(u) = (f * q)(u) = f1-123cm + fo - 103em + f3 - T6cm...

sowie

(f*xq)(u) = /f(u —vy) - q(y)dy (konstante Qualitaet)

Beispiel : g(u) = (f*q)(u) =0,2-¢1 +0,5-G2+ 0,3 - G3...

Hieraus resultiert eine Priadiktion der Grofie U unter der Annahme einer je-
weils konstanten Frequenz in der Anwendung einer spezifischen Suchstrategie
bzw. einer jeweils konstanten Qualitéit in der Anwendung der einzelnen Stra-
tegien.

Ein Vergleich der so vorhergesagten mit den tatsédchlich gemessenen Werten
erlaubte eine Beurteilung der relativen Kontribution einer Verdnderung der
Qualitét in der Anwendung gegeniiber einer Anpassung der Frequenz des Auf-
tretens der verschiedene Strategien zur tatséchlich beobachteten Lernleistung
[Brody et al., 2006].

3.13 Experimentelles Design

In der vorliegenden Arbeit soll eine Priadiktion des Modells von [Wiskott et al.,
2006] durch Anwendung des MWM Paradigmas iiberpriift werden. Nach dem
weitestgehenden Ausschluss potentieller Nebenwirkungen der TMZ Applika-
tion wird zunéchst die Funktion der HCF in einer rdumlichen Lernaufgabe bei
gleichzeitigem Vorliegen einer pharmakologisch supprimierten adulten Neuro-
genese getestet. Dariiber hinaus resultiert das Durchlaufen einer ersten Akqui-
sitionsphase in der MMW in der Adaptation des Enkodiermechanismus im DG
an eben diese spezifische Umweltsituation.

Die anschlieBende Verschiebung der Zielplattform entspricht einer signifikan-
ten Verédnderung bereits erlernter Stimuluskonfigurationen in der Umwelt des
Organismus und realisiert so die im o.g. Modell betrachtete Situation, in der
das Enkodiernetzwerk des DG zu einer effektiven Anpassung gezwungen wird
(vergl. Abbschnitt 2.2.5). Laut Hypothese ist hier abhéngig von der jeweiligen

Verfiigbarkeit adult generierter Neurone ein unterschiedliches Verhalten der
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TMZ behandelten Tiere und der Kontrollgruppe zu erwarten.

Um die spezifischen Unterschiede in der Reaktion der Tiere beider Gruppen
auf die Verdnderung der Stimuluskonfiguration beurteilen zu kénnen, werden
die MWM Daten einer quantitativen und qualitativen Analyse unterworfen.
Eine Konvolutionsanalyse dient der Detektion moglicher Kompensationsme-

chanismen.
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4 Ergebnisse

4.1 Effekte von Temozolomid auf die Zellproliferation

im Gyrus dentatus

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung von TMZ als pharma-
kologischem Ansatz zur Suppression adulter Neurogenese. Hierzu war zunéchst
die grundsétzliche Wirksamkeit der verwendeten Substanz zu demonstrieren
sowie ein Dosisfindungsexperiment durchzufithren, um die minimale effektive
Injektionsdosis fiir die folgenden Versuche zu ermitteln.

Abb. 4.1 A zeigt links eine grofle Anzahl adult generierter Zellen im DG
der Kontrolltiere. Nach multizyklischer (vier Zyklen) TMZ-Behandlung mit 25
mg/kg KG zeigte sich die Anzahl BrdU™ Zellen als signifikant reduziert (Abb.
4.1. A rechts). Geringe Dosen TMZ (5 mg/kg und 10mg/kg) verringerten die
Anzahl BrdU™" Zellen zwar signifikant (p<0,05), jedoch betrug die tatsiichliche
Reduktion nur ca. 10% (5 mg/kg KG) bzw. ca. 50 % (10 mg/kg KG). Eine
effektive Suppression (>80 %) trat erst nach der Applikation der 25 mg/kg
KG Dosen ein (p<0,001). Der suppressive Effekt des TMZ konnte auch durch
eine Verdoppelung der jeweiligen Dosen nicht signifikant erhéht werden. Daher
wurde im Sinne einer moglichst geringen Belastung der Versuchstiere fiir alle
folgenden Experimente TMZ in Dosen von 25 mg/kg KG je Injektion verwendet
(Abb. 4.1 B).

Im Verlauf einer multizyklischen Behandlung mit TMZ kam es zu einem
(erwiinschten) Kumulationseffekt: Obwohl jeweils vier Tage Rekonvaleszenz
die Behandlungstage interkalierten, konnte sich das Zellproliferationsniveau bis
zum Beginn einer neuen TMZ-Gabe nicht vollstdndig erholen. Nach insgesamt
vier Applikationszyklen betrug die effektive Suppression mehr als 95 % (Abb.
4.1 C).
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CTR T™™MZ

BrdU* Zellen im Gyrus dentatus BrdU* Zellen im Gyrus dentatus
nach einem Zyklus (3 Tage) TMZ-Behandlung nach vier Zyklen TMZ-Behandlung
# BrdU* Zellen | " * # BrdU* Zellen
1800 — 1800
*
1600 1600
1400 1400
1200 1200
1000 1000
800 800
600 600
400 400
200 200
0
Gruppe V. Gruppe IV Gruppe Il Gruppe Il Gruppe | CTR ™Z
(ctrl) (5mg/kg) (10mg/kg) (25mg/kg) (50mg/kg)
Gruppen (n=7) Gruppen (n=10)

Effekt von TMZ auf die Zellproliferation

(A) Lichtmikroskopische Darstellung DAB gefirbter BrdUT Zellen im DG unbehandelter
(links) und TMZ behandelter Tiere (rechts). (B und C) Anzahl BrdU™T Zellen im DG nach
monozyklischer TMZ Behandlung mit fiinf verschiedenen Dosen und nach vier Behandlungs-
zyklen mit 25mg/kg KW TMZ.

Die systemische Applikation des Zytostatikums Temozolomid {iber vier Zy-
klen bei einer Dosis von 25mg/kg KW stellt somit einen effektiven Ansatz zur

Suppression adulter Neurogenese im DG dar.

4.2 Effekte von Temozolomid auf Typ 1 und Typ 2

Zellen der Stammzellnische

Die Wirkung des TMZ entfaltet sich systemisch, daher ist die gesamte Stamm-
zellnische in der SGZ betroffen. Um eine allgemeine Schiadigung der in der SGZ
vorhandenen Zellen und insbesondere der iiberlebenden Stamm- und Vorléu-
ferzellen auszuschlieen, wurde in transgenen Nestin-GFP Mausen die Mor-
phologie von Typ-1 und Typ-2a/b Zellen untersucht.
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Die multizyklische TMZ-Behandlung resultierte in einer effektiven Suppressi-
on der Zellproliferation in der Koérnerzellschicht. Die Morphologie iiberlebender
Zellen, insbesondere der als Stammzellen vermuteten Typ-1 Zellen, erwies sich
jedoch auch nach der TMZ-Applikation als unveréndert (Abb. 4.2). Die cha-
rakteristischen, pyramidenformigen Somata, sowie die in die &uflere Kornerzell-
schicht hineinreichenden, apikalen Zellfortséitze konnten eindeutig identifiziert
und als unveréindert beschrieben werden.

Die sich schnell teilenden und ebenfalls Nestin® Typ 2a/b Zellen (transit-
amplifizierende Vorlduferzellen) werden aufgrund seines Wirkungsmechanismus
von der Wirkung des TMZ in stiarkerem Mafle erfasst als die sich langsam teilen-
de Population putativer Stammzellen (Typ-1). Typ 2a/b-Zellen konnten nach
einer multizyklischen TMZ Applikation in den behandelten Tieren praktisch
nicht mehr gefunden werden, besassen jedoch auch eine im Vergleich zu den

Kontrollen unverénderte Morphologie.

CTR T™MZ

Abbildung 4.1: Effekt von TMZ auf Nestint Zellen in der SGZ
Die konfokalmikroskopischen Bilder zeigen Nestin™ Zellen in der SGZ nach einer Behandlung
der Tiere mit vier Zyklen TMZ (25mg/kg KW). Typ 1 und 2a/b Zellen beider Gruppen

unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Soma- und Neuritenmorphologie nicht.

Wie bereits der rein histologischen Analyse zu entnehmen ist, fand in Folge
der TMZ Applikation keine vollstindige Eradikation Nestin™ Zellen in der SGZ
statt. Die Anzahl Nestin™ Zellen im DG erschien jedoch nach einer multizy-
klischen TMZ-Behandlung signifikant geringer als in Kontrolltieren (p<0,05;
Abb. 4.3). Konsequenterweise wurden auch signifikant weniger DCX™ Zellen
gefunden ((p<0,05).

70



Nestin® und DCX™ Zellen im Gyrus dentatus
nach multizyklischer Behandlung mit 25mg/kg TMZ
# Zellen
6000 -

CTR
5000 T = TMZ
4000 -
3000 -

2000

1000 4

Nestin* Doublecortin*

Abbildung 4.2: Effekt von TMZ auf Nestint und DCX™T Zellen der SGZ
Die Anzahl Nestint Zellen im DG ist nach erfolgter multizyklischer TMZ Behandlung mit
25mg/kg KW ist signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe reduziert. Dies gilt auch fiir die
Anzahl DCX™ Zellen. Zu beachten ist die hohere antiproliferative Wirkung des TMZ gegen

Zellen mit hoher Proliferationsrate (transitamplifizierende Vorlduferzellen).

Die systemische Applikation von TMZ resultiert also hinsichtlich der Mor-
phologie der iiberlebenden Stamm- und Vorlduferzellen in der SGZ nicht in
einer allgemeinen Schidigung. Fehlfunktionen des DG-Netzwerkes infolge der
Anwesenheit pathologisch verdnderter Kornerzellen erscheinen somit als un-

wahrscheinlich.

4.3 LTP in Gyrus dentatus und CA1l

TMZ greift nicht in den Prozess der Proteinbiosynthese ein, weshalb eine di-
rekte Beeintriachtigung des LTP-Induktionsprozesses nicht zu erwarten ist. Um
dennoch eine Aussage hinsichtlich der funktionalen Eigenschaften der nach ei-
ner multizyklischen TMZ Behandlung in der SGZ verbleibenden Kérnerzellen
treffen zu konnen, wurde die Induzierbarkeit einer LTP im DG sowie in der
Region CA1 untersucht.

Ohne Blockung des starken inhibitorischen Einflusses der Interneurone konn-
te in den Kontrolltieren eine moderate, aber stabile LTP beobachtet werden
(Abb. 4.4). Das Feldpotential der exzitatorischen postsynaptischen Potentiale
(fEPSP) betrug unmittelbar nach der hochfrequenten, préasynaptischen Stimu-
lation des MPP (HFS, 4x 100 Hz) 175 % iiber der Grundlinie und stabilisierte
sich nach 10 min bei 125 %.

Im DG behandelter Tiere mit supprimierter Neurogenese konnte durch Sti-

mulation mit einer Folge von HFS keine signifikante LTP induziert werden.
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Fiir die Zeit 40-60 min nach erfolgter Induktion erwies sich der Unterschied
zwischen beiden Gruppen (n=>5) als hochsignifikant ( p<0,001, ANOVA). Der
Beitrag junger und plastischer Granulozyten verschwand also nach Ablation der
Zellproliferation im DG der TMZ behandelten Tiere, was bereits von anderen
Autoren beobachtet wurde [Saxe et al., 2006].

LTP im Gyrus dentatus
nur ACSF

fEPSP
[% des Grundpotentials]

250
BCTR

ATMZ

Mg

100 ﬂ;é%; zix IEI iz

50
T HFS

-10 0 10 20 30
Zeit [min]

Abbildung 4.3: MPP LTP im Gyrus dentatus nur ACSF
Unter Perfusion des Gewebeschnitts mit ACSF unterliegen alle reifen Kérnerzellen des DG
einer starken, durch GABAerge Interneurone vermittelten Inhibition. Der Beitrag junger Gra-
nulozyten zum fEPSP ist in den behandelten Tieren gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant

reduziert.

Bei Blockung inhibitorischer Einfliisse durch Perfusion des Gewebes mit
ACSF und 5uM Bikukulin konnte bei beiden Gruppen eine starke LTP (ca.
180 % iiber dem Grundpotential) induziert werden, da nun auch die reifen

Granulozyten beider Gruppen hierzu beitragen konnten (Abb. 4.5).
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LTP im Gyrus dentatus
5uM Bikukulin
fEPSP
[% des Grundpotentials]

300
BCTR

ATMZ
E;

!B ﬁﬁﬁﬁﬁg

Y T T T ,
-10 0 10 20 30
Zeit [min]

Abbildung 4.4: MPP LTP im Gyrus dentatus, 5uM Bikukulin
Die Aufhebung der GABAergen Inhibition durch Zusatz von Bikukulin ermdglicht den Beitrag
aller reifen Granulozyten zum fEPSP. Aufgrund ihrer im Vergleich zu den jungen Zellen grofien
Anzahl resultiert deren Abwesenheit in den behandelten Tieren nicht in einem signifikanten
Unterschied der Gruppen fEPSPs.

Bei beiden Gruppen wurde eine starke LTP (170 % iiber dem Grundpoten-
tial) in der Region CA1l beobachtet (Abb. 4.6).

LTP in CA1
nur ACSF
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Abbildung 4.5: Schaffer-Kollateralen LTP in Region CA1
An den Synapsen der Schaffer-Kollateralen auf den Dendriten der CA1 Pyramidenzellen ist

eine robuste LTP in Tieren beider Gruppen induzierbar.

Die Applikation des DNA-methylierenden TMZ nimmt somit wie erwartet
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keinen negativen Einfluss auf die grundsétzliche Induzierbarkeit einer LTP im
DG oder der Region CA1. Eine verminderte LTP-Induzierbarkeit in den be-
handelten Tieren ohne gleichzeitige Blockung inhibitorischer Einfliisse durch
Bikukulin kann auf das Fehlen des Beitrages adult generierter plastischer Neu-
rone zuriickgefithrt werden und wurde auch unter Verwendung alternativer

Paradigmen zur Ablation adulter Neurogenese beobachtet [Saxe et al., 2006].

4.4 Effekte von TMZ auf die Mikrogliazellen im DG

Die Bestrahlung der HCF ist ein etablierter Ansatz zur vollstindigen Ablati-
on teilungsaktiver Zellen in der SGZ. Hiermit verbunden ist jedoch stets das
Auftreten eines Entziindungsprozesses, in dessen Folge die gesamte Stammzell-
nische iiber einen weit iiber die akute Bestrahlung hinausgehenden Zeitraum
geschidigt wird [Monje et al., 2003]. Bei einer spéteren Interpretation funktio-
naler Effekte einer Ablation adulter Neurogenese ist eine prézise Differenzie-
rung zwischen spezifisch auf das akute Fehlen junger Granulozyten oder aber
auf weiterreichenderen allgemeinen Schidigungen des DG Netzwerkes beruhen-
den Veridnderungen nicht moglich. Das Auftreten einer Entziindungsreaktion
in Folge einer multizyklischen TMZ Applikation war daher nach Mdoglichkeit
auszuschlieflen.

In ihrer Gréle und Form unterschieden sich die in behandelten Tieren beob-
achteten Iba-1* Mikroglia nicht von denen der Kontrollgruppe (Abb. 4.7).

I
N

CTR T™™Z

Abbildung 4.6: Effekt von TMZ auf die Morphologie von Mikrogliazellen
Die lichtmikroskopische Darstellung von Iba-17 Mikroglia zeigt hinsichtlich der GréBe und
Komplexitét der Zellfortsitze keine morphologischen Unterschiede zwischen den CTR (rechts)
und TMZ Tieren (links).

Auch quantitativ wurden keinerlei signifikante Unterschiede sowohl nach ei-
ner monozyklischen als auch nach einer multizyklischen TMZ-Applikation be-
obachtet (Abb. 4.8 A und B).
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Iba-1+ Zellen im Gyrus dentatus

# Iba* Zellen nach einem Zyklus TMZ # Iba* Zellen nach vier Zyklen TMZ
3000 3000
2500 2500
2000
1500
1000
500
0 A A
Gruppe V. Gruppe IV Gruppe il Gruppe Il Gruppe | Gruppe V  Gruppe Il
(ctrl) (5mg/kg)  (10mg/kg)  (25mg/kg)  (50mg/kg) (ctrl)  (25mg/kg)

Effekt von TMZ auf die Anzahl von Mikrogliazellen
(A) Anzahl Iba-1" Zellen nach monozyklischer Applikation fiinf verschiedener Dosen TMZ.
(B) Anzahl Iba-1" Zellen nach multizyklischen Applikation mit 25mg/kg KW TMZ. Es treten

in keinem Fall signifikanten Gruppenunterschiede auf.

Das Auftreten einer Entziindungsreaktion in Folge einer multizyklischen TMZ
Applikation ist somit auszuschliessen. Verénderungen der Netzwerkfunktion
aufgrund einer allgemeinen Schidigung des DG und der Stammzellnische tre-
ten nicht auf, was einen erheblichen Vorteil gegeniiber der Verwendung ionisie-

render Strahlung zur Ablation adulter Neurogenese darstellt.

4.5 Effekt des Temozolomids auf die Hamatopoiese

Da TMZ als oral appliziertes Zytostatikum seine Wirkung systemisch entfaltet
sind alle Typen teilungsaktiver Zellen im Organismus betroffen. Als beson-
ders kritisch hinsichtlich des allgemeinen Gesundheitszustands und somit auch
der kognitiven Leistungsfihigkeit und Motivation der behandelten Tiere ist
eine antiproliferative Wirkung auf das hdmatopoietische System des Knochen-
marks anzusehen. Es musste daher sichergestellt werden, dass zum Zeitpunkt
der Durchfithrung der Verhaltenstests keine signifikante Verdnderung hamato-
logischer Parameter vorliegt.

Die multizyklische Applikation von TMZ hatte an keinem der betrachteten
Zeitpunkte einen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der gefundenen Erythro-
zyten und Thrombozyten (Abb. 4.9 A und C). Fiir die Leukozyten (Abb. 4.9
B) hingegen konnte unmittelbar nach Abschluss der 4 wochigen Behandlung
eine signifikante Reduktion (p<0,05) beobachtet werden (Leukopenia). Die Be-

funde zeigten fiir die Leukozyten auflerdem eine vollstdndige Rekonvaleszenz
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im Verlauf von vier Wochen nach Beendigung der Behandlung. Zum Zeitpunkt
der durchgefithrten Verhaltenstests konnte eine signifikante Leukopenie somit

ausgeschlossen werden.

Erythrozyten Leukozyten
# Erythozyten # Leukozyten
[x103/pi] [x103/p]
12,54 Cetr - Octr
” Wz Wz
10,0 | 1
10,0 4
7,5
7,5+
50 5,0 -
2,5 2,5
0,0 Y Y 0,0 v T T
1Tag 1Tag 28 Tage 1Tag 1Tag 28 Tage
vor nach nach vor nach nach
Beginn der TMZ Behandlung Beginn der TMZ Behandlung
Thrombozyten
# Thrombozyten
[x103/u1]
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750+ l Wz

500+

2501

1Tag 1Tag 28 Tage
vor nach nach
Beginn der TMZ Behandlung

Abbildung 4.7: Himatologische Untersuchung I
(A, B, C) Gezeigt sind die Daten fiir Erythrozyten, Leukozyten und Granulozyten. (B)
Signifikante Gruppenunterschiede treten nur fiir die Anzahl der Leukozyten unmittelbar nach
Beendigung der TMZ Behandlung auf.

Desweiteren traten signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bei kei-
nem der folgenden Parameter auf (Abb. 4.10 B-E): Anteil roter Blutzellen an
allen erfassten Zellen, Grofle der Erythrozyten, Menge des Hamoglobins pro
Erythrozyt und Konzentration von Hamoglobin pro Erythrozyt. Lediglich die
Gesamtmenge Hamoglobin erschien vier Wochen nach Beendigung der TMZ-
Behandlung in den behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontrollen signifi-
kant erhoht (p<0,05, Abb. 4.10 A).
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Abbildung 4.8: Himatologische Untersuchung IT
(A) Signifikante Gruppenunterschiede treten nur fiir die Gesamtmenge Hémoglobin vier Wo-
chen nach Beendigung der Behandlung in Form einer erhthten Menge in den TMZ Tieren auf.

(B, C, D, E) Bei keinem weiteren Parameter werden signifikante Unterschiede gefunden.

Aus einer himatologischen Perspektive erschienen die Tiere nach Abschluss
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einer multizyklischen TMZ Behandlung und einer anschlieBenden Rekonvales-
zenzphase als gesund. Trotz der systemischen Wirkung des TMZ auch auf das
Knochenmark kommt es zu keiner dauerhaften Schiadigung des hématopoieti-

schen Systems.

4.6 Korpergewicht

Die Entwicklung des Korpergewichts ist als allgemeiner Parameter fiir eine
Bewertung des Gesundheitszustandes eines Tieres gut geeignet. Durch die Ver-
wendung ausschlieBlich junger Tiere (6 Wochen zu Beginn der Experimente)
wurde eine stetige Gewichtszunahme als normal angesehen.

Sowohl die TMZ behandelten, als auch die Kontrolltiere zeigten in dem er-
fassten Zeitraum eine stetige und vergleichbare Gewichtszunahme. Signifikante
Unterschiede traten an keinem der Messzeitpunkte auf (Abb. 4.11).

Korpergewicht

Korpergewicht [g]
28 =
[etr
Wz

26 =

22 «

20 =

Y Y Y
vor 1 Tag nach 4 Wochen nach
Beginn der TMZ-Behandlung

Abbildung 4.9: Kérpergewicht
Im Verlauf des gesamten Experiments ist eine Gewichtszunahme bei den Tieren beider Grup-

pen zu beobachten. Signifikante Gruppenunterschiede treten an keinen Messzeitpunkt auf.

Zum Zeitpunkt der Durchfithrung der Verhaltenstest kann somit der Allge-
meinzustand der behandelten Tiere als gut angesehen werden, was einen Beleg
fiir das giinstige Nebenwirkungsprofil des verwendeten TMZ darstellt. Alterna-
tive Methoden zur Ablation adulter Neurogenese im HC resultieren hingegen
sowohl dauerhaft (MAM) als auch voriibergehend in einer signifikanten Ver-
schlechterung des Allgemeinzustands [Shors et al., 2001, Saxe et al., 2006].
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4.7 Rotarod Test

Fiir die effektive Bewiiltigung hippokampusabhéngiger Verhaltenstests wie der
MWM sind die allgemeinen motorischen F#higkeiten der untersuchten Tiere
von grundlegender Bedeutung. Das Vorliegen unauffalliger motorischer Féahig-
keit sowie der Moglichkeit einer erfahrungsabhéingigen Verbesserung derselben
iitber mehrere Versuche hinweg kann mit dem Rotarod Test iiberpriift werden.

Zwischen den Gruppen traten zu keinem Zeitpunkt der Messungen signifi-
kante Unterschiede im Hinblick auf die Zeit auf, welche die Tiere in der Lage
sind auf dem beschleunigendem Stab zu verbleiben (Abb. 4.12).

Zeit auf beschleunigendem
Rotationsstab (Rotarod)
Zeit [min]

HCTR
oTMZ
3:00 1:

ZZH N

1:00 4

0:50 1

0:00

B S G
vor 1 Tag nach 4 Wochen nach

Beginn der TMZ-Behandlung

Abbildung 4.10: Motorische Fihigkeiten
Rotarod Test: Die Tiere beider Gruppen zeigen im Verlauf des Experiments eine gute moto-
rische Lernfahigkeit. Signifikante Gruppenunterschiede treten an keinem der Messzeitpunkte

auf.

Die lokomotorische Lern- und Leistungsfihigkeit erschien auch in den behan-
delten Tieren intakt, zudem konnte innerhalb eines jeden Versuchstages eine
Verbesserung in den spéteren Versuchen gegeniiber den ersten des jeweiligen
Tages gezeigt werden.

Etwaige Defizite in einem nach einer multizyklischen TMZ Applikation durch-
gefithrten Verhaltenstest beruhen demnach mit grofler Wahrscheinlichkeit auf
kognitiven Veréinderungen der betroffenen Tiere und nicht auf Verédnderungen

ihrer motorischen Féhigkeiten, bzw. des motorischen Systems.

79



4.8 Open field Test (OFT)

Neben den allgemeinen motorischen Fihigkeiten und dem Allgemeinzustand
eines getesteten Tieres ist dessen emotionaler Zustand fiir seine Leistungsfé-
higkeit in rdumlichen Verhaltensparadigmen wie der MWM von Bedeutung.
Eine allgemeine und dennoch sensitive Beurteilung der Angstlichkeit von Miu-

sen ist iiber die Analyse des Explorationsverhaltens der Tiere im OFT mdoglich.

open-field Test

Zeit in Randzone [s] Translation [m]
100 =« Cctr [Jctr
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80 <
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30 T T T T T T
vor 1Tagnach 4 Wochen nach vor 1 Tag nach 4 Wochen nach
Beginn der TMZ-Behandlung Beginn der TMZ-Behandlung
Translations-
geschwindigkeit [cm/s]
[CJctr
Wz

T |

T T T
vor 1 Tag nach 4 Wochen nach
Beginn der TMZ-Behandlung

Abbildung 4.11: Exploratorisches Verhalten im Open Field Test
An keinem Messzeitpunkt treten signifikante Gruppenunterschiede auf. (A) Aufenthalt in
der Randzone, (B) Translationsdistanz und (C) Translationsgeschwindigkeit.

Im OFT zeigten beide Gruppen an allen drei Testzeitpunkten keine signi-
fikant unterschiedliche Aufenthaltswahrscheinlichkeit fiir die Randzone (Abb.
4.13 A). Unmittelbar nach Abschlu8 der Behandlung hielten sich die Tiere
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beider Gruppen tendenziell langer in der Randzone auf. Hinsichtlich der Be-
wegungsgeschwindigkeit und des zuriickgelegten Weges konnten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede beobachtet werden (Abb. 4.13 B und C).

Durch eine TMZ Behandlung wird also das Explorationsverhalten nicht be-
einflusst. Die in der MWM beobachteten Verhaltensinderungen sind somit
nicht auf grundlegende Unterschiede der Stresstoleranz oder allgemeinen Angst-

lichkeit zurtickzufithren.

4.9 MWM: Schwimmgeschwindigkeit

Die durchschnittliche Schwimmgeschwindigkeit in der MWM ist, unabhéngig
von Aspekten des rdumlichen Lernens, ein gutes Maf fiir die allgemeine physi-
sche und motorische Leistungsfihigkeit eines Tieres. Diese sind wiederum fiir
das Lernverhalten in der MWM von grundlegender Bedeutung.

Beide Gruppen unterschieden sich hinsichtlich ihrer Schwimmgeschwindig-
keiten nicht signifikant und zeigten dariiberhinaus nur eine geringe Variabilitét

im Verlauf des gesamten Experiments (Abb. 4.14).

Schwimmgeschwindigkeit
m/s

0,25
0,20 T
0,15
0,10

0,05 -

0,00 -
CTR T™Z

Abbildung 4.12: Schwimmgeschwindigkeit in der MWM
Es treten keine Gruppenunterschiede hinsichtlich der von den Tieren in der MWM gezeigten

Schwimmgeschwindigkeit auf.

Der fehlende negative Einfluss einer TMZ Behandlung auf den physischen
Zustand der betroffenen Tiere kann also auch im unmittelbaren Kontext des

MWM Paradigmas demonstriert werden.

4.10 MWM: Quantitative Lernmale

Die Uberpriifung hippokampaler Funktion erfolgte mit dem MWM Paradigma.

Im Allgemeinen umfasst die grundsétzliche Analyse des von den betrachteten
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Tieren in der MWM gezeigten Verhaltens zunéchst die Betrachtung der zum
Erreichen der Zielplattform bendtigten Latenzzeit und Schwimmdistanz. Bei-
de Parameter sind eng miteinander verkniipft und ermdoglichen die Detektion
einer Lernkurve als Kennzeichen eines erfolgreichen hippokampusabhéingigen
Lernvorgangs.

Hinsichtlich der benttigten Latenzeit um die Zielplattform zu erreichen, tra-
ten unter Betrachtung der gesamten Versuchsdauer signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen auf (p<0,001 ANOVA; Abb. 4.15 A).

Auf der Ebene der einzelnen Tage stellte sich die Situation differenzierter dar.
Die behandelten Tiere benttigten am zweiten Versuchstag signifikant langer,
um die Plattform zu erreichen (Tag 2 p<0,05 t-Test). An Tag 3 wurde jedoch
annahernd die gleiche Leistung von beiden Gruppen erreicht, es hatten also alle
Tiere erfolgreich gelernt, die Zielplattform auf eine effiziente Weise zu erreichen.

Nach Wechseln der Zielplattformposition zeigten die behandelten Tiere ein
der Form nach identisches, jedoch quantitativ weniger effizientes Lernen. Die
von den TMZ-Tieren an Tag 5 erreichten Zeiten lagen zwar auf demselben
Niveau wie von Tag 2, jedoch noch iiber dem der Kontrollen an Tag 4, un-
mittelbar nach Verédndern der Plattformposition (p<0,001 fiir die Tage 4 und
5).

Dieses Muster wiederholte sich fiir die zuriickgelegten Schwimmdistanzen
(Abb. 4.15 B): Auch hier erwies sich der Unterschied zwischen den Gruppen
als signifikant (p<0.001 ANOVA). Erneut erreichten die Tiere beider Gruppen
an Tag 3 eine vergleichbare Leistung (wie zuvor Tag 2, p<0,05). Nach Wech-
seln der Zielposition jedoch zeigten die behandelten Tiere ein formal norma-
les, jedoch in quantitativer Hinsicht erheblich ineffizienteres Lernen der neuen
Plattformposition (p<0,001 fiir Tag 5).
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Latenzzeit Lange des Swimmpfades

Zeit [s] N Wegstrecke [m]
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Abbildung 4.13: Latenzzeiten und zuriickgelegte Wegstrecken in der MWM
Dargestellt ist (A) die benétigte Zeit und (B) Wegstrecke bis Erreichen der Zielplattform
in der MWM.

Bedeutsam ist hier das Vorliegen eindeutiger Lernkurven fiir die Tiere bei-
der Gruppen, welche sich lediglich in quantitativer Hinsicht unterscheiden. Die
TMZ behandelten Tiere zeigen besonders in der Akquisitionsphase ldngere La-
tenzzeiten, erreichen jedoch - zumindest fiir die erste Zielposition - eine ver-

gleichbare Leistung.

4.11 Quadrantenpraferenz in der MWM

Das MWM Paradigma ist ein rdumlicher Test hippokampusabhéingigen Ler-
nens. Die relative Aufenthaltsdauer in einem bestimmten Quadranten des MWM-
Pools dient als Indikator fiir den Lernerfolg, unabhingig von einem tatséchli-
chen Erreichen der Plattform. So kann eine deutliche Suchpréferenz in dem
entsprechenden Poolquadranten als erfolgreiches Lernen interpretiert werden.
Auch wenn die rdumliche Spezifitdt einer Aufteilung der MWM in lediglich vier
Quadranten gering ist, ist so eine Beurteilung der Entwicklung einer rdumlichen
Priferenz grundlegend mdoglich.

Beide Gruppen zeigten im Verlauf der ersten drei Tage eine eindeutige Pra-
ferenz fiir den Zielquadranten (NE), auch wenn diese Préferenz bei den TMZ-
Tieren zumindest an den beiden ersten Tagen signifikant weniger deutlich war,
als von den Kontrollen gezeigt (p<0,05 fiir die Tage 1 und 2; Abb. 4.16 A).
In Folge des Wechsels der Zielposition nach Tag 3, nahm die Praferenz fiir
den NE-Quadranten bei den Kontrolltieren erwartungsgeméfl schnell ab. Die

behandelten Tiere verloren die Priferenz fiir den nun ungiiltigen Zielquadran-
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ten signifikant langsamer (p<0,001 fiir Tag 4). Beide Gruppen unterschieden
sich iiber alle Tage in Bezug auf ihren Aufenthalt im NE-Quadranten signifi-
kant voneinander (p<0,001 ANOVA). Ferner wurde ein ein Interaktionseffekt
GROUP * DAY beobachtet (p<0,001 ANOVA).

Die Situation im gegeniiberliegenden SW-Quadranten stellte sich zu diesen
Befunden komplementér dar (Abb. 4.16 B). In den ersten drei Tagen des Expe-
riments entwickelten die Tiere keine {iber der Zufallswahrscheinlichkeit liegen-
de Préferenz fiir diesen Quadranten. Signifikante Unterschiede traten an den
Tagen 1 und 2 (beide p<0,05) auf. Wurde der SW-Quadrant zum aktuellen
Zielquadranten zeigten die Kontrolltiere die rasche Entwicklung einer klaren
Priferenz. Tiere der TMZ-Gruppe zeigten zwar den Ansatz einer solchen Pré-
ferenzentwicklung, jedoch kamen sie im Kontrast zu den Kontrolltieren auch
nach zwei Versuchstagen iiber die Zufallswahrscheinlichkeit nicht hinaus (Tag
4 und 5 jeweils p<0,001). Auch hier wurde fiir den SW-Quadranten ein signi-
fikanter Gruppenunterschied (p<0,05 ANOVA), sowie ein Interaktionseffekt
GROUP * DAY (p<0,001 ANOVA) beobachtet.

A B
Relative Aufenthaltsdauer Relative Aufenthaltsdauer
im ersten Zielquadranten im zweiten Zielquadranten
Zeit [%] Zeit [%]

60+
—CTR
40+ — T™MZ

50+
304

Zufall

404
20

30+

104

20+

Abbildung 4.14: Relative Aufenthaltsdauer in den Zielquadranten
Dargestellt ist die relative Aufenthaltsdauer (A) im NE-Quadranten , bzw. (B) im SW-
Quadranten. Die Zielplattform liegt im Mittelpunkt des jeweiligen Quadranten.

Grundsétzlich anders stellten sich die Ergebnisse fiir die Nicht-Zielquadranten
dar. Signifikante Unterschiede an einzelnen Tagen fanden sich fiir NW-Quadranten
(Abb. 4.17 A) an den Tagen 3 und 5 (jeweils p<0,001) und fiir den SE-
Quadranten (Abb. 4.17 B) nur an Tag 3 (p<0,001). Fiir die Tiere beider Grup-
pen lag die relative Aufenthaltsdauer in den beiden Quadranten zumeist nicht
iiber dem Zufallsniveau. Lediglich fiir die Tage 4 (NW-Quadrant) und 3 (SE-
Quadrant) wurde eine hohere Aufenthaltsdauer fiir beide Gruppen beobachtet.

84



Unter Betrachtung aller Zeitpunkte konnte ein signifikanter Unterschied zwi-
schen Gruppen nur fiir den NW-Quadranten (p<0,05, ANOVA) gezeigt werden.
Fiir beide Nicht-Zielquadranten lag ein Interaktionseffekt GROUP * DAY vor

(p<0,001 fiir den NW- und p<0,05 fiir den SE-Quadranten).

A

Relative Aufenthaltsdauer
im NW Quadranten

Zeit [%]

B

Relative Aufenthaltsdauer
im SE Quadranten

Zeit [%]

* — CTR
-— TMZ
- 404
301 /]
l r
Zufall
). 304
201
/,

20-
Abbildung 4.15: Relative Aufenthaltsdauer in den Nicht-Zielquadranten
Dargestellt ist dir relative Aufenthaltsdauer (A) im NW-Quadranten, bzw. (B) im SE-

Quadranten.

Zufall

4.12 Aufenthaltswahrscheinlichkeiten/Okkupationsplot

Die réaumliche Spezifitdt der Einteilung des MWM Pools in Quadranten ist nur
gering. Die signifikanten Gruppenunterschiede bei der Latenzzeit in Verbindung
mit dem spezifisch in beiden Zielquadranten des Experiments verzogerten Er-
lernen bzw. Vergessen einer rdumlichen Priferenz durch die behandelten Tiere
weist auf einen Zusammenhang zeitlicher und rdumlicher Faktoren sowie eine
mogliche Rolle qualitativer Verhaltensunterschiede bei der Genese der beob-
achteten Effekte hin.

Die Darstellung der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten in Form eines Okku-
pationsplots erlaubte eine weitere Differenzierung und intuitivere Beurteilung
der auftretenden Gruppenunterschiede. Dariiber hinaus wurde so eine erste
qualitative Betrachtung des von den Tieren gezeigten Verhaltens moglich.

Die Kontrolltiere zeigten die rasche Entwicklung einer prézisen, spatialen
Priferenz (représentiert durch eine hohe Aufenthaltswahrscheinlichkeit) bereits
innerhalb der ersten sechs Versuche des ersten Versuchtages (Abb. 4.18 A). Die-
se Priferenz verbesserte sich in den Tagen 2 und 3 hinsichtlich der spatialen

Prézision noch deutlich. Nach erfolgtem Wechsel der Zielplattformposition trat
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an den ersten beiden Versuchen an Tag 4 eine perseverierende Préferenz fiir die
alte Zielposition auf, welche jedoch bereits innerhalb der folgenden vier Ver-
suche durch eine eindeutige Priferenz fiir die neue Plattformposition abgelost
wurde. An Tag 5 erreichte die neu entwickelte Priferenz erneut eine sehr hohe
Prézision und es traten nur diffuse Reminiszenzen einer Préferenz fiir die erste
Zielposition auf.

Demgegeniiber verlief die Ausbildung einer spatialen Priferenz bei den TMZ-
behandelten Tieren deutlich langsamer und in qualitativer Hinsicht vermindert
ab (Abb. 4.18 B): Erst am dritten Tag konnte eine eindeutige Priferenz fiir die
Zielposition beobachtet werden. Nach Wechseln der Plattformposition um 180°
waren die behandelten Tiere offenkundig nicht in der Lage, effektiv an die neue
Situation zu adaptieren. Die rdumliche Préferenz fiir die vorige Zielplattform
konnte auch an Tag 5 noch nachgewiesen werden. Eine Ausrichtung auf das

neue Ziel fand lediglich in Ansétzen statt.
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Abbildung 4.16: Okkupationsplot der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten
Dargestellt ist die Entwicklung spatialer Preferenzen der getesteten Tiere in der MWM fiir

jeden einzelnen der sechs Versuche eines Tages und als Durchschnitt aller Versuche eines Ta-

ges. Die Daten reprisentieren die Leistung der jeweiligen Gruppe. (A) Effektive Entwicklung

einer rdumlichen Préferenz bei Tieren der Kontrollgruppe sowohl fiir die erste Akquisitions-

phase (Tage 1-3) als auch fiir die reversal Phase (Tage 4-5). (B) Langsamere und weniger

effektive Entwicklung einer rdumlichen Priferenz in den TMZ behandelten Tieren fiir die

Tage 1-3 und massiv perseverierende Priferenz fiir die erste Zielposition an den Tagen 4-5

als Zeichen einer signifikant reduzierten, funktionalen Plastizitét.

87



Die Darstellung der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten in einem Okkupations-
plot visualisiert das Problem einer in Folge der Ablation adulter Neurogenese
signifikant verminderten Plastizitéit des DG in intuitiv versténdlicher Weise und
offenbart ferner die Relevanz bereits in der Akquisitionsphase des MWM Tests

auftretender qualitativer Unterschiede fiir das Entstehen dieses Phénotypen.

4.13 Qualitative Analyse der MWM

Das Auftreten qualitativer Gruppenunterschiede bereits in der Akquisitions-
phase des MWM Experiments wirft erneut die Frage nach moglicherweise vor-
handenen subtilen Nebeneffekten der systemischen TMZ Applikation auf, wel-
che in einem grundsétzlich anderen Lernmodus resultieren kénnen. Die beob-
achteten Effekte miissten in diesem Fall anders bewertet werden als bei Vor-
liegen eines qualitativ gleichartigen Lernens. Es musste daher die Qualitét des
Lernvorgangs in allen Stadien untersucht und mit dem Verhalten der Kontroll-
tiere verglichen werden.

Eine Beurteilung der qualitativen Aspekte des von den Tieren in der MWM
gezeigten Lernverhaltens erfordert die Definition eindeutiger und objektiver
Kriterien, wie sie bereits in Abschnitt 3.10.2 vorgestellt wurden. Die Durch-
fithrung einer solchen Analyse unter Verwendung eines Computerprogrammes
stellte die geforderte Objektivitit sicher und erlaubte die aufwindige Rohda-

tenanalyse in relativ kurzer Zeit.

Der Klassifikationsalgorithmus

Ubersicht der Datengewinnung und -aufbereitung Die Analyse der MWM
Daten sowie die Klassifikation der jeweils verwendeten Suchstrategien erfolgte
unter Verwendung verschiedener Hard- und Softwarekomponenten. Abb. 4.19
zeigt eine schematische Ubersicht aller beteiligten Ebenen der Datenprozessie-
rung und der jeweils verwendeten bzw. erhaltenen Variablen. Eine detaillierte
Darstellung der technischen und mathematischen Implementierung der einzel-
nen Datenverarbeitungschritte findet sich im Methodenteil in Abschnitt 3.11.
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Abbildung 4.17: Elemente und Ablauf der Datenanalyse

Als Grunddaten dienen die zeitpunktkodierten xy-Koordinaten der zuriickgelegten

Schwimmpfade. Auf der Grundlage dieser Daten und zahlreicher Zwischenschritte (blau) wird
unter Nutzung der Wintrack und Matlab Software der fiir eine qualitative Beurteilung der

Lernleistung benétigte Read-out abgeleitet (in griin).

Obwohl es sich bei der Implementierung ebenfalls um Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit handelt, wird sie aufgrund ihrer inhaltlichen Nahe zum Konzept
verschiedener Suchstrategien im direkten Anschluss an diese in Abschnitt 3.11
besprochen. Fiir die Diskussion qualitativer Effekte einer TMZ Behandlung auf
das von den Tieren in der MWM gezeigte Verhalten sind die Einzelheiten der
technischen Umsetzung jedoch nur sekundér relevant. Daher wird hier nur der
eigentliche Klassifikationsalgorithmus in der Ubersicht dargestellt.

Struktur des Kilassifikationsalgorithmus Als zentrales Element der Daten-
analyse wurden alle Versuche hinsichtlich der jeweils verwendeten, pradomi-
nanten Suchstrategien klassifiziert. Der Klassifikationsprozess beruht dabei auf
der Anwendung eines Satzes eindeutig definierter Parameter. Fiir jede Strate-
gie wird eine Kombination von maximal drei Variablen ausgewertet. Die Rei-
henfolge des Ausschlussverfahrens ist dabei keineswegs beliebig, da bestimmte
Strategien das Vorliegen einer anderen explizit ausschliefen, umgekehrt aber
auch zu falschen positiven Ergebnissen fithren konnen (Abb. 4.20; vergleiche
auch Abb. 3.2).



Allgemein erfolgt die Klassifikation beginnend mit den effektivsten, hippo-
kampusabhéngigen, rdumlichen Strategien und endet mit den am wenigsten
effektiven, hippokampusunabhéingigen. Begriindet werden kann dies mit den
spezifischeren Eigenschaften der gerichteten, rdumlichen Strategien: Erst wenn
diese ausgeschlossen sind, konnen die allgemeineren Parameter wie z.B. die
relative Aufenthaltsdauer in den verschiedenen Zonen der MWM fiir die Klas-

sifikation herangezogen werden.

focal search

Distanz zum Schwerpunkt < 0.35
Distanz zum aktuellen Ziel < 0.3

L |

directed search actual goal

Schwimmpfad ausserhalb eines winkel-
formiger Korridors (40°) < 20%

1 ]

directed search previous goal

Distanz zum Schwerpunkt < 0.45
Distanz zum vorigen Ziel < 0.4

scanning

uberstrichene Pooloberfliche < 60%, > 10%
Zeit in enger Randzone < 40%
Distanz zum Poolmittelpunkt < 0.7

Abbildung 4.18: Schematische Darstellung des Klassifikationsalgorithmus
Dargestellt ist eine Zusammenfassung der im finalen Klassifikationsprozess verwendeten Para-
meter fiir jede klassifizierte Suchstrategie. Die Hintergrundfarben entsprechen den in spéateren

Darstellungen fiir die jeweiligen Strategien verwendeten Farben.

Die der Klassifikation zugrundeliegenden Parameterkombinationen wurden
weder zufillig gewéhlt noch wurden sie mit der Intention gesetzt, ein bestimm-
tes Ergebnis zu erzeugen. Vielmehr ergeben sie sich natiirlicherweise als Ab-
straktionen der Beschreibung der eine jede Strategie charakterisierenden Merk-
male. Alle verwendeten Groflen sind von der exakten Grofle des MWM-Pools
unabhéngig und setzen auch sonst keinerlei spezifische Gegebenheiten des Ver-
suchsaufbaus voraus. In der folgenden Tabelle sind die in der vorliegenden Ar-
beit verwendeten Klassifikationsparameter aller postulierten Strategien zusam-
mengestellt (Tab. 4.1). Im Vergleich zu den frithen, nicht-rdumlichen Suchmu-
stern resultiert der signifikant groflere Zielbezug bei den rdumlichen Strategien

konsequenterweise in der Benutzung wesentlich préziser definierter Parameter.
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Strategie

Parameter 1

Parameter 2

Parameter 3

Thigmotaxis

>35% Zeit in der engen

Randzone

>65% Zeit in der weiten

Randzone

Random search

>60% Abdeckung der

Poolfldche
Scanning <60% und > 10% <40% Zeit in der engen < 0.7 [SE] durchschn.
Abdeckung der Poolfldche Randzone Abstand zum
Poolmittepunkt
Chaining >80% Zeit in der - -

Annuluszone

Directed search

actual goal

>80% Zeit in Zielkorridor

Focal search

<0.35 [SE] durchschn.
Abstand zum
Schwimmpfad-

Schwerpunkt

<0.3 [SE] durchschn.
Abstand zum aktuellen

Ziel

Direct

swimming

<3[m-s] kumulativer

Suchfehler

<20[°] absoluter
durchschn.

Richtungsfehler

Directed search

previous goal

<0.45 [SE] durchschn.
Abstand zum
Schwimmpfad-

Schwerpunkt

<0.4 [SE] durchschn.
Abstand zum vorherigen

Ziel

ten Klassifikationsparameter.
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Tabelle 4.1: Ubersicht der MWM Suchstrategien und der jeweils verwende-




Die Zuverlédssigkeit des hier implementierten Algorithmus betrug fiir die
Gesamtheit der in dieser Studie durchgefithrten MWM-Experimente >95%.
Schwierigkeiten ergaben sich immer dann, wenn ein Tier in einem Versuch
mehrere Strategien im Wechsel zeigte, keine eindeutig pridominante Strate-
gie vorhanden war oder die jeweils gemessenen Parameterwerte sehr nahe am
Ubergangsbereich zur vorherigen oder nachfolgenden Strategie lagen. In die-
sen Fallen musste die Klassifikation von einem menschlichen Beobachter, wel-
cher die Gruppenzugehorigkeit der betroffenen Tiere nicht kannte, durchgefiihrt
werden.

Einen Sonderfall stellte die Praxis- und Pfadintegrationsstrategien dar, da sie
sich aus verschiedenen Ausgangsstrategien entwickeln und ihnen keine, fiir ei-
ne automatisierte Klassifikation geeigneten, allgemeingiiltigen Charakteristika
zugeschrieben werden konnten. Zwar enthélt das Programm eine Routine zur
Detektion redundanter Schwimmmuster, jedoch erwies sich dieses Verfahren

nur als eingeschrankt verlésslich.

Ergebnisse der algorithmusbasierten Klassifikation

Die algorithmusbasierte Klassifikation der fiir das Auffinden der Zielplattform
genutzten Strategien zeigte fiir beide Gruppen eine signifikante, sequentielle
Nutzung der verschiedenen Suchstrategien (Abb. 4.21 A): Fiir alle Strategien
galt fiir den Inner-Subjekt-Test p<0,001 (nur fiir directed search actual goal ist
p<0,05).

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in der Haufigkeit der Benut-
zung bestimmter Strategien traten bei Betrachtung des gesamten Experiments
auf fiir scanning (p<0,05), focal search (p<0,05), direct swimming (p<0,001)
und directed search previous goal (p<0,05). Interaktionseffekte DAY * GROUP
fanden sich fiir scanning (p<0,05), directed search actual goal (p<0,05), direct
swimming (p<0,001) und directed search previous goal (p<0,05).
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Wechsel der

A Plattformposition
Beitrag der einzelnen Suchstrategien a
zur Gesamtgruppenleistung 180°

100% — Suchstrategien

75% | “spatial”

M spatial navigation
focal search

I directed search actual goal
chaining

CTR  50% |

25% —
0% _| “non-spatial”
100% scanning
5% random
o . .
M thigmotaxis

T™Z 5o

M directed search old goal
25% —

0%

} : [ : [
Tag 1 NE Tag 2 NE Tag 3 NE
B Versuche 1-6 Versuche 7-12 Versuche 13-18

Statistischer Vergleich

I
SW Tag5b SwW
Versuche 19-24  Versuche 25-30

mm nicht significant
== p<0.05

random search
scanning
chaining
directed search actual goal
focal search
direct swi
directed search previous goal

Abbildung 4.19: Analyse der in der MWM genutzten Suchstrategien
Dargestellt sind ist der jeweilige Beitrag der verschiedenen Suchstrategien zu Gruppenlei-
stung in den einzelnen Versuchen. (A) Algorithmusbasierte Klassifikationsergebnisse fiir die
genutzten Suchstrategien der getesteten Gruppen in der MWM. (B) Signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen beziiglich der Benutzung der jeweiligen Strategien sind rot dargestellt

(Signifikanzniveau: 5%).

Die Unterschiede und Verschiebungen zwischen den Gruppen in der Benut-
zung der verschiedenen Suchstrategien erwiesen sich als spezifisch. In Abb. 4.21
B sind fiir alle einzelnen Versuche signifikante Gruppenunterschiede durch rote
Rechtecke dargestellt (p<0,05, Mann-Whitney Test). Versuche ohne signifikan-
te Unterschiede sind griin markiert.

Wie die Abbildungen zeigen, dominierten frithe, hippokampusunabhéngige
Suchstrategien (thigmotaxis, random search) den ersten Versuchstag, um dann
am zweiten Tag bereits durch das vergleichsweise systematische scanning ab-
gelost zu werden (Abb. 4.21 A und B sowie Abb. 4.22 A-C). Zu diesem Zeit-
punkt wendeten Kontrolltiere bereits signifikant hédufiger das directed search
actual goal zum Erreichen der Plattform an (Abb. 4.22 D). Die TMZ Tiere
folgten erst an Tag 3: Wahrend sie nun signifikant héufiger das directed search
actual goal nutzten, zeigten nahezu alle Kontrollen die préazisesten hippokam-
pusabhéngigen Strategien focal search und direct swimming. Sie bewiltigten
den MWM-Test also mit sehr hoher Effizienz und unterschieden sich darin
signifikant von ihren behandelten Geschwistern (Abb. 4.21 B und 4.22 D-F).
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Abbildung 4.20: Frequenz der Anwendung einzelner Suchstrategien
(A-G) Dargestellt sind die Frequenz-Mittelwerte der einzelnen Suchstrategien. Signifikante

Unterschiede sind rot unterlegt.

Nach Wechseln der Zielplattformposition durchliefen die unbehandelten Tie-
re die sequentielle Abfolge von den frithen hin zu den effizientesten Strategien
sehr schnell und erreichten nach nur zwei Tagen Training ein zu dem Lernerfolg
der ersten drei Tage vergleichbares Niveau. Tiere der TMZ-Gruppe erreichten
dieses Ergebnis hingegen nicht (Abb. 4.21 B und 4.22 A-G). Auffillig war die
Héufung signifikanter Unterschiede hinsichtlich der Nutzung der directed search
previous goal Strategie an den Tagen 4 und 5 (Abb. 4.21 B und 4.22 G). Sie
repriasentiert die bereits in Abb. 4.20 gezeigte, perseverierende Priferenz fiir
die zuvor erlernte Zielposition.

Die rechnergestiitzte qualitive Analyse des in der MWM gezeigten Verhaltens
offenbart also, dass die Tiere beider Gruppen das Auffinden der Plattform un-
ter Anwendung verschiedener, zunehmend effizienter Strategien erlernen konn-
ten. Dariiberhinaus geschah dies unter Anwendung grundsétzlich vergleichbarer
Strategien, es wurden also keine qualitativ vollig anderen, in Folge unspezifi-
scher Nebenwirkungen auf andere Hirnareale auftretenden Suchmuster von den
Tieren gezeigt.

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in der Anwendung der je-

weiligen Strategien ergaben sich zum FEinen bei der Reaktion auf das Ver-
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schieben der Zielpositionund zum Anderen in grundsétzlicherer Weise fiir die
Anwendung der raumlich prazisesten und effizientesten Suchmuster. Die An-
wendung dieser Strategien scheint bei Vorliegen einer supprimierten adulten
Neurogenese nur eingeschriankt moglich zu sein. Letzterer Aspekt wirft vor
dem Hintergrund dennoch oftmals vergleichbarer Leistungen die Frage nach

einem Kompensationsverhalten der TMZ behandelten Tiere auf.

4.14 Konvolutionsanalyse

In der MWM haben die getesteten Tiere grundsétzlich zwei Moglichkeiten die
Latenzzeit zum Auffinden der Plattform zu reduzieren. So kann die frithzeitige
Nutzung hoherwertigerer, per se effizienterer Suchstrategien innerhalb weni-
ger Versuche zu einer erheblichen Verringerung der Latenz fiihren. Das rasche
Wechseln hin zu den prinzipiell erfolgreichsten Strategien bestimmt die Ver-
besserung der Lernleistung.

Die andere Moglichkeit besteht darin, zunéichst die Qualitéit solcher Such-
strategien zu steigern, welche zwar keinen grundsétzlich optimalen Ansatz zum
Auffinden des Ziels darstellen, bei hinreichend hoher Qualitidt in der Anwen-
dung jedoch in ebenfalls sehr kurzen Latenzen resultieren. Zwischen beiden
Varianten zur Verbesserung der Lernleistung kann nach Durchfithrung einer
Konvolutionsanalyse unterschieden werden.

Das Vorliegen von nur zwei Datenpunkten an den Tagen 4-5 lief} eine sinnvol-
le Interpretation der Ergebnisse fiir diesen Zeitraum fraglich erscheinen. Daher
wurden nur die Daten fiir die Tage 1-3 beriicksichtigt, d.h. fiir die Pradiktionen
wurden jeweils die Mittel fiir Frequenz und Qualitdt der ersten Akquisitions-
phase der Tage 1-3 verwendet. Abb. 4.23 zeigt den Vergleich der tatséchlich
gemessenen mit den, unter Benutzung verschiedener Modelle, vorhergesagten
Schwimmpfadlidngen fiir die Annahme einer konstanten Frequenz (Abb. 4.23 A
und C), bzw. einer konstanten Qualitéit der Anwendung aller Strategien (Abb.
4.23 B und D).
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Abbildung 4.21: Pridiktionen der Konvolutionsanalyse
Pradiktionen und gemessene Schwimmdistanzen fiir beide Gruppen und verschiedene Bedin-
gungen. (A und B) Konstante Frequenz und konstante Qualitit der genutzten Strategien
bei der CTR Gruppe. (C) und (D) zeigen die entsprechenden Graphen fiir die TMZ Gruppe.

Aus der Konvolutionsanalyse geht hervor, dafl die Tiere der CTR-Gruppe
bei konstanter Qualitéit in der Anwendung der einzelnen Strategien immer noch
eine Verbesserung von 32,72% von den gemessenen 36,06% erreicht hitten und
nur 16,01% bei konstanter Frequenz der Anwendung aller jeweiligen Strategien.
Dem standen 29,19% von 55,67% bei konstanter Qualitéit und 41,39% von 55,67
bei konstanter Frequenz bei der TMZ-Gruppe gegeniiber (Tabelle 4.2).
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durchschnittl. Verkiirzung des zuriickgelegten
Schwimmpfades
Tage 1-3 Tage 4-5
Gruppe CTR TMZ CTR TMZ
gemessen 36,06% 55,67% 52,62% 32,11%
konstante Frequenz 16,01% 41,39% 22,37% 15,94%
konstante Qualitét 32,72% 29,19% 20,93% 19,33%

Tabelle 4.2: Priadiktionen der Konvolutionsanalyse fiir die beiden Phasen
des MWM Experiments und unter Annahme verschiedener Be-
dingungen.

Das bedeutet, dafl die unbehandelten Kontrolltiere ihre Leistung in der MWM
weitestgehend durch den schnellen Wechsel zu immer effizienteren und rdumlich
préziseren Strategien steigerten, wohingegen die behandelten Tiere vornehm-

lich die Anwendung der benutzten Strategien perfektionierten.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie konnte eine effektive Suppression adulter Neuro-
genese durch die multizyklische Applikation des Zytostatikums TMZ ohne
das Auftreten negativer Nebenwirkungen erreicht werden. Obwohl die Tiere
mit supprimierter adulter Neurogenese das Auffinden der Zielplattform in der
MWM grundsitzlich erlernten und dabei mit denen der Kontrollen vergleich-
bare Latenzzeiten erreichten, unterschied sich ihr Lernverhalten in qualitativer
Hinsicht signifikant von dem unbehandelter Tiere.

Als grundlegenster Unterschied zeigte sich bei den TMZ behandelten Tie-
ren nach Verschieben der Zielplattform eine perseverierende Préferenz fiir die
zuvor erlernte Zielposition und somit eine signifikant verringerte Fihigkeit des
effektiven Umgangs mit Verdnderungen der Umwelt. Demgegeniiber passten
sich Tiere mit einer normalen adulten Neurogenese innerhalb weniger Versu-
che effektiv an die neue Situation an, womit eine Voraussage des Modells nach
[Wiskott et al., 2006], wonach das Fehlen neugeborener, plastischer Koérnerzel-
len im DG zu einer reduzierten Adaptationsfahigkeit gegeniiber verinderlichen
Stimuluskonfigurationen in der Umwelt fithrt, in direkter Weise bestéatigt wer-
den konnte.

Im Folgenden wird zunéchst der pharmakologische Ansatz zur Suppression
adulter Neurogenese hinsichtlich seiner Effizienz und potentiell relevanter Ne-
benwirkungen auf den behandelten Organismus diskutiert. Dabei zeigt sich,
dass die Verwendung von TMZ keine der negativen Nebeneffekte alternativer
interventioneller Ansétze mit sich bringt und daher die beobachteten Verhal-
tensdnderungen mit hoher Wahrscheinlichkeit ausschliesslich auf das Fehlen
adult generierter Kornerzellen im DG zuriickzufiihren sind.

Anschlieend werden die in der vorliegenden Studie erhobenen MWM Daten
im Detail besprochen und die hohe Spezifitdt der Befunde dargelegt. Es wird
deutlich, dass sich das in Folge einer supprimierten adulten Neurogenese be-
obachtete Plastizitétsdefizit leicht in das Zusammenspiel des HC mit anderen
Hirnregionen einfiigt und so die Diskussion anderer, nicht ausschliefllich auf
den HC bezogener Phinomene um einen interessanten Aspekt erweitert.

In Verbindung mit dem o.g. Modell ergibt sich so eine differenzierte Per-

spektive der im Verlauf der MWM Experiments stattfindenen Prozesse im DG
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unter Beteiligung adult generierter Kornerzellen. Hieraus kann eine allgemeine
Hypothese zur funktionalen Relevanz adult generierter GCs im DG abgelei-
tet werden, welche im Kontext der Studien verschiedener Autoren erfolgreich
diskutiert wird.

Die vor diesem einheitlichen Hintergrund durchgefiihrte Interpretation der
von verschiedenen Autoren unter Verwendung verschiedener Testparadigmen
erhobenen Befunde bekriftigt die hier postulierte Hypothese einer spezifischen
funktionalen Relevanz adulter Neurogenese:

Adulte hippokampale Neurogenese ermoglicht das effektive Erlernen neuer
verhaltensrelevanter Regeln im Kontext einer bekannten Umgebung, fiir die

bereits erlernte Regeln existieren.

5.1 TMZ erlaubt die effektive Suppression adulter
Neurogenese ohne das Auftreten negativer

Nebenwirkungen.

Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines interven-
tionellen, pharmakologischen Ansatzes zur effektiven Suppression adulter hip-
pokampaler Neurogenese. Entscheidend fiir den Erfolg eines solchen Ansatzes
in Kombination mit der Durchfithrung sensitiver Verhaltenstests ist der wei-
testgehende Ausschluss einer Beeinflussung des von den behandelten Tieren

gezeigten Verhaltens bei einer zugleich hohen Effektivitét.

5.1.1 Die TMZ Applikation resultiert in einer effektiven Ablation
adulter Neurogenese im DG.

Die multizyklische, systemische Applikation des Zytostatikums TMZ resultier-
te in einer signifikanten und effektiven Suppression der Zellproliferation im HC
der adulten Maus (Abb. 4.1). Eine bereits in priklinischen Studien beobach-
tete Dosisabhéngigkeit konnte bestitigt werden. Aufgrund der Ergebnisse der
Dosisfindungsstudie wurde eine Einzeldosis von 25 mg/kg KW gewéhlt, da ei-
ne weitere Erhohung keine den erhéhten Belastungen des Tieres entsprechende
Wirkungszunahme mit sich brachte. Obwohl der Effekt der gewéhlten Dosis
nach einer monozyklischen Applikation (drei Tage TMZ) bei einer Reduktion
der Zellproliferation um nur ca. 80% lag, fithrte der kumulative Effekt einer
mehrzyklischen Anwendung (4x drei Tage TMZ, jeweils vier Tage Rekonvales-
zenz) zu einer nahezu vollstédndigen (>90%) Suppression mitotischer Aktivitét
im DG. Das Interkalieren im Vergleich zu den Injektionsphasen lingerer Re-

konvaleszenzzeitrdume reduziert das Auftreten negativer Nebenwirkungen auf
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ein relatives Minimum und erlaubt so die Verwendung geringerer Einzeldosen
bei gleichzeitigem Erhalt der maximalen Effizienz.

In Folge der weitestgehenden Ablation der teilungsaktiven Stamm- und Vor-
lduferzellen nach Abschluss des vierwdchigen Behandlungsschemas ist in Ver-
bindung mit der ca. 28 Tage dauernden Reifezeit adult generierter Neurone im
DG davon auszugehen, dass fiir eine Rekrutierung aufgrund eines akuten kogni-
tiven Bedarfs zunéchst keine jungen Kornerzellen verfiigbar sind. Frithestens
vier Wochen nach Abschluss der Behandlung stehen erneut adult generierte,
ausreichend differenzierte Typ-3 Zellen fiir eine Integration bereit. Dabei ist es
als unwahrscheinlich anzusehen, dass die Teilungsaktivitdt in der SGZ sofort
wieder ihr urspriingliches Niveau erreicht. Im weiteren Kontext der vorliegen-
den Studie konnte eine Rebound-Reaktion der Mitoseaktivitdt zumindest fiir
die ersten Wochen nach Beendigung der TMZ-Applikation insofern ausgeschlos-
sen werden, als dass Daten von MWM-Tests acht Wochen nach Behandlungs-
ende auf eine anhaltende funktionale Beeintrichtigung hindeuten (Abschnitt
5.5.1, Abb. 5.6).

5.1.2 TMZ entfaltet seine Wirkung auf die Zellen der
Stammazellnische in differenzierter Weise.

Die verschiedenen proliferativen Zelltypen der SGZ werden durch die TMZ-
Applikation erwartungsgeméf differenziert beeinflusst: Das Zytostatikum konn-
te seine antiproliferative Wirkung auf die sich schnell teilenden Typ-2 Vorlau-
ferzellen erheblich effektiver entfalten als auf die weniger teilungsaktiven, pu-
tativen Stammzellen (Typ-1). Folglich waren letztere zwar in reduzierter Zahl
anzutreffen, jedoch noch in weit groflerer relativer Haufigkeit vorhanden als die
Typ-2 Vorlduferzellen.

Begriindet werden kann die hohere Wirksamkeit gegeniiber den sich schnell
teilenden Vorlduferzellen durch den Wirkungsmechanismus von TMZ, da die
DNA in teilungsaktiven Zellen fiir eine Methylierung besonders gut zuging-
lich ist. Quantitativ fand eine signifikante Reduktion der Gesamtzahl Nestin™
Zellen in der SGZ statt. Der Vorlauferzellenvorrat wird also bereits in frithen
Phasen adulter Neurogenese dezimiert, ohne dabei die Population der eigent-
lichen Stammzellen zu zerstoren.

Eine histologische Analyse der Nestin™ Zellen in der SGZ des DG zeigte ei-
ne unveridnderte Morphologie sowohl der putativen Stammzellen (Typ-1) als
auch der Vorlduferzellen in TMZ-behandelten Tieren (Abb. 4.2), wodurch ei-
ne spitere Beeinflussung hippokampaler Funktionen durch die Rekrutierung
iiberlebender, jedoch verdnderter Stamm- und Vorlduferzellen ausgeschlossen

werden kann.
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Hierfiir spricht ebenso die unverdnderte Gesamtmorphologie des DG und der
SGZ: Da die antiproliferative Wirkung des TMZ auch Prozesse der Glio- und
Angiogenese erfasst, sind inbesondere nach multizyklischen Applikationspara-
digmen weitreichendere Schidigungen (z.B. der vaskuliren Nische) moglich,
welche jedoch in der vorliegenden Studie nicht beobachtet wurden.

Als natiirliche Konsequenz der reduzierten Anzahl frither Nestin™ Vorldufer-
zellen fanden sich auch signifikant weniger DCX™ Zellen in der SGZ (Abb. 4.3).
Die multizyklische und systemische Applikation von TMZ resultiert folglich in
einer erfolgreichen Ablation neuronaler Vorlduferzellen im HC sowohl in frithen

als auch in spéten Stadien adulter Neurogenese.

5.1.3 Das hamatopoietischen System erholt sich nach Ende der
TMZ Applikation rasch und vollstandig.

Die systemische Applikation pharmakologisch wirksamer Substanzen birgt stets
das Risiko unerwiinschter und z.T. nur schwer identifizierbarer Nebenwirkun-
gen, welche bei der Analyse der gewonnenen Daten zwingend beriicksichtigt
werden miissen. Im Falle eines zytostatischen Agenz wie TMZ ist von einer
Wirkung nicht nur auf die proliferativen Zellen innerhalb des ZNS, sondern
insbesondere auch auf das himatopoietische System des Knochenmarks auszu-
gehen [Griffiths et al., 2000].

Die Erhebung himatologischer Daten an drei unterschiedlichen Zeitpunk-
ten ergab den erwarteten Befund einer signifikanten Leukopenie unmittelbar
nach Beendigung des letzten von insgesamt vier Behandlungszyklen (Abb. 4.9).
Dariiber hinaus wurde bereits nach drei Wochen Rekonvaleszenz eine nahezu
vollstdndige Erholung der proliferativen Aktivitdt des Knochenmarks beobach-
tet. Die hohe antiproliferative Wirksamkeit des TMZ fiihrt also nicht zu einer
dauerhaften Schiadigung des himatopoietischen Systems.

Dies wird zudem durch das Fehlen signifikanter Verinderungen einer Reihe
weiterer hdmatologischer Parameter untermauert (Abb. 4.10). Somit kénnen
zum Zeitpunkt des MWM Experiments die Tiere beider Gruppen aus himato-
logischer Sicht als unauffillig angesehen werden. Beeintréchtigungen des Ver-

haltens aufgrund himatologischer Befunde sind somit auszuschlieflen.

5.1.4 Der Allgemeinzustand der behandelten Mause ist mit dem
der Kontrolltiere vergleichbar und untersteicht das positive
Nebenwirkungsprofil des TMZ.

Auf der systemischen Ebene wurde zunédchst der Einfluss einer TMZ-Applikation

auf den wohl allgemeinsten Indikator des physiologischen Zustands eines Orga-
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nismus betrachtet: Das Koérpergewicht vor und unmittelbar nach der Behand-
lung sowie nach einer dreiwtchigen Rekonvaleszenzphase.

Die erhobenen Daten zeigten eine stetige Gewichtszunahme ohne signifi-
kante Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 4.11). Da eine Anorexie in
Folge einer Zytostatikum-Injektion haufig vorkommt, kann die beobachtete
Gewichtszunahme als Indiz fiir die auflergewdhnlich gute Vertréglichkeit der
TMZ-Applikation angesehen werden. Inbesondere der Tatsache, dass es sich bei
den getesteten Tieren um sehr junge Exemplare handelt, kommt eine zentrale
Bedeutung zu, da eine konstante Gewichtszunahme in diesem Stadium der On-
togenese eng mit der Entwicklung unauffilliger motorischer, sensorischer und
kognitiver Fahigkeiten verkniipft ist.

Bei allen im Rahmen der vorliegenden Studie getesteten Tieren kann auf-
grund des Befundes einer stetigen Gewichtszunahme von einer normalen Ent-
wicklung und einem guten allgemeinen Gesundheitszustand ausgegangen wer-

den.

5.1.5 Die Ergebnisse des Rotarodexperiments schliessen einen
negativen Einfluss den TMZ auf die motorische Lernfahigkeit,
sowie das natiirliche Explorationsverhalten aus.

Fiir die Leistungsfihigkeit von Tieren in Verhaltenstest wie der MWM sind die
allgemeinen motorischen Fahigkeiten und die Moglichkeit des rein prozeduralen
Lernens von grundlegender Bedeutung, und daher wurden sie mit dem Rotarod
Test tiberpriift. Da zwischen den beiden Gruppen keinerlei signifikante Unter-
schiede an keinem der drei Messzeitpunkte auftraten, kann davon ausgegangen
werden, dass die Applikation von TMZ keinen negativen Einfluss auf die lo-
komotorischen Fiahigkeiten der Tiere hat (Abb. 4.12). Unterstiitzt wird diese
Interpretation durch den Befund eines erfolgreichen motorischen Lernens bei-
der Gruppen nicht nur iiber alle drei Messzeitpunkte, sondern auch innerhalb
der einzelnen Testtage.

Dariiber hinaus zeigten die behandelten Tiere in der MWM eine mit Kon-
trolltieren nahezu identische Schwimmgeschwindigkeit (Abb. 4.14). Im Kon-
text der systemischen Applikation und Wirksamkeit des TMZ kann so eine
Beeintrachtigung des fiir prozedurales Lernen essentiellen Zerebellums und des
vestibuldren Systems sowie von an der Steuerung von Bewegungen beteiligten,
zentral-exekutiven und peripher-iibertragenden Funktionen durch die pharma-
kologische Suppression adulter Neurogenese verneint werden.

Das Vorhandensein eines natiirlichen Explorationsverhaltens wird durch die
Ergebnisse des Open Field Tests bestétigt (Abb. 4.13). Fiir die Interpretation

der in der MWM gewonnenen Daten ist dies von zentraler Bedeutung, da ein
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intaktes Explorationsverhalten unabdingbare Voraussetzung fiir eine effektive
Bewiltigung dieser rdumlichen Lernaufgabe ist.

Verstéarktes Angstempfinden in Folge eines durch genetische Modifikationen
oder pharmakologische Interventionen verdnderten affektiven Systems ist ein
in der Literatur haufig beobachtetes Phianomen. Da bei der Genese affektiver
Storungen wie auch von Verdnderungen des Explorationsverhaltens multiple
Hirnareale beteiligt sind, koénnen die Ergebnisse des in dieser Studie durchge-
fithrten Open Field Tests als Argumente fiir eine intakte, unbeeinflusste Funkti-
on nicht nur des HC, sondern auch weiterer Hirnareale, wie z.B. der Amygdala,
und deren Verbindungen untereinander gewertet werden.

Die multizyklische, systemische Applikation des Zytostatikums TMZ stellt
mithin eine effektive Methode zur Suppression adulter hippokampaler Neuro-
genese bei Mausen dar. Akute Nebenwirkungen wurden nur in Form einer aku-
ten Leukopenie sowie der Abwesenheit einer von den spezifischen elektrophy-
siologischen Eigenschaften junger, adult generierter Kornerzellen abhingigen
Langzeitpotenzierung unmittelbar nach Beendigung der Behandlung beobach-
tet. Nach einer dreiwtchigen Rekonstitution traten diese Nebenwirkungen nicht
mehr auf. Zum Zeitpunkt des MWM Tests in der vierten Woche nach der letz-
ten TMZ-Injektion erschienen die getesteten Tiere sowohl in physiologischer
als auch in verhaltensbiologischer Hinsicht als unauffillig und verfiigten iiber
alle notwendigen Féhigkeiten um den MWM Test erfolgreich und effizient zu

bewiéltigen.

5.1.6 Die Konsolidierung und Retention von Gedachtnisinhalten
erscheint nach einer TMZ Behandlung intakt.

Eine erfolgreiche Konsolidierung der im Verlaufe eines Versuchstages gespei-
cherten Informationen ist eine notwendige Grundvoraussetzung fiir das erfolg-
reiche Erlernen der MWM Tests und erfordert intakte Verbindungen des HC
mit diversen Hirnarealen, insbesondere mit dem Kortex [Rolls, 1994, Lavenex
et al., 2000, Ramus et al., 2007].

Aus Abb. 4.19 geht hervor, dass die Tiere beider Gruppen vor dem Wechsel
der Plattformposition jeweils zu Beginn eines neuen Versuchstages auf einem
vergleichbaren qualitativen Niveau begannen. Die Erfahrungen des Vortages
konnten also offenbar auch nach einigen Stunden auflerhalb der MWM Arena
zur Losung der rdumlichen Lernaufgabe genutzt werden. Das Vorliegen einer
soliden Konsolidierungs- und Retentionsfahigkeit kann als weiteres Argument

fiir das Fehlen unspezifischer Effekte der TMZ Applikation angesehen werden.
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5.1.7 Im DG behandelter Tiere fehlt selektiv der Beitrag junger,
plastischer Kornerzellen zur LTP; die grundsatzliche
Induzierbarkeit einer LTP im DG und der Region CA1 ist
unverandert.

Einige Zytostatika wie z.B das in fritheren interventionellen Studien zur Funkti-
on adulter Neurogenese eingesetzte MAM greifen in die Proteinbiosynthese ein.
Obwohl das hier verwendete TMZ iiber einen anderen Wirkungsmechanismus
verfiigt, musste in der vorliegenden Studie eine Einflussnahme der Behandlung
auf Prozesse der Proteinbiosynthese, insbesondere bei der Induktion einer syn-
aptischen Langzeitpotenzierung (LTP) ausgeschlossen werden. Hintergrund ist
hier die Tatsache, dass die dauerhaften Formen einer LTP zwingend die Syn-
these spezifischer Proteine erfordern und eine intakte LTP als die Grundlage
von Lernprozessen angesehen wird. Etwaige Beeintriachtigungen des Verhaltens
konnen folglich durch eine Fehlfunktion bei der Induktion einer LTP an den
Synapsen des HC entstehen.

Einzelzellableitungen haben die besonderen elektrophysiologischen Eigen-
schaften zwei bis vier Wochen alter, adult generierter Kornerzellen aufgezeigt
[Schmidt-Hieber et al., 2004]. Die noch jungen Koérnerzellen sind nicht der all-
gemein im adulten DG vorherrschenden GABAergen Inhibition unterworfen
und zeigen eine erheblich erleicherte Erregbarkeit, welche auf das Vorhanden-
sein eines hohen Eingangswiderstandes sowie der Expression niedrig-schwelliger
Kalzium-Kanile zuriickzufiihren ist [Wang et al., 2000, Schmidt-Hieber et al.,
2004]. Auch das Membranruhepotential ist deutlich erhsht, was insgesamt mit
den iibrigen zuvor genannten Eigenschaften in einer erhohten Plastizitét junger
Kornerzellen gegeniiber ihren reifen Geschwistern resultiert und auch fiir die in
der vorliegenden Studie gefundene, schwache LTP im DG unbehandelter Tiere
verantwortlich zeichnet. Logischerweise verschwindet diese LTP mit einer wei-
testgehenden Ablation adulter hippokampaler Neurogenese (Abb. 4.4), was gut
mit den Beobachtungen anderer Autoren iibereinstimmt [Snyder et al., 2001,
Saxe et al., 2006].

Das Vorliegen einer reliablen LTP-Induzierbarkeit im DG und der Region
CA1 wurde hier an hippokampalen Gewebeschnitten durch die Reizung des
mittleren Abschnitts des Tractus perforans (fiir den DG) bzw. afferenter Fa-
sern der Schaffer-Kollateralen (fiir die Region CA1) iiberpriift. Im Falle einer
Perfusion des Gewebeschnittes mit reinem ACSF, also ohne pharmakologische
Blockade GABAerger Aktivitiat, konnte bei Tieren der Kontrollgruppe eine
schwache, aber stabile LTP im DG beobachtet werden, welche bei behandelten
Tieren fehlte (Abb. 4.8). Dies bestétigt frithere Arbeiten {iber eine mogliche
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Rolle adulter Neurogenese bei der LTP-Induktion im DG, bei denen unter den
gleichen Bedingungen ebenfalls eine schwache, von dem Vorhandensein junger,
durch adulte Neurogenese erzeugter Granulozyten abhingige LTP gefunden
wurde [Wang et al., 2000, Snyder et al., 2001].

Nach pharmakologischer Blockade GABAerger Aktivitit durch Perfusion des
Gewebes mit ACSF und 5pM Bikukulin trat jedoch eine LTP erheblich stérker
Amplitude auf, welche zudem unabhingig vom Vorhandensein adulter Neuro-
genese war (Abb. 4.5). Die Erkldrung fiir dieses Ergebnis ist der geringe Anteil
junger, unreifer Zellen an der Gesamtheit von Kornerzellen, wodurch der feh-
lende Beitrag der ersteren maskiert wird. Die Induzierbarkeit einer starken LTP
bei Blockung GABAerger Einfliisse belegt das Fehlen einer negativen Wirkung
der TMZ-Applikation auf die bereits vorhandenen, reifen Kornerzellen.

Die Induzierbarkeit einer starken und stabilen LTP in der Region CA1 war
sowohl in Tieren der Kontrollgruppe als auch nach Applikation von TMZ relia-
bel vorhanden und bestitigt somit das zuvor fiir die reifen, bereits funktional
integrierten Kornerzellen gefundene Ergebnis einer fehlenden negativen Beein-
flussung der fiir das Entstehen einer LTP notwendigen molekularen Mechanis-
men (Abb. 4.6).

5.1.8 Das fehlende Auftreten entziindlicher Prozesse nach erfolgter
TMZ Behandlung stellt einen erheblichen Vorteil gegeniiber
der Nutzung ionisierender Strahlung zur Suppression adulter
Neurogenese dar.

Die raumlich fokussierte Bestrahlung des HC mit ionisierenden Strahlen ist eine
weitere Methode zur Ablation adulter Neurogenese. Dabei tritt stets in Folge
der Bestrahlung eine akute Entziindungsreaktion auf, welche die Stammzellni-
sche der SGZ in einem erheblichen Umfang schidigt und so die Zellproliferation
dauerhaft beeintéchtigt [Monje et al., 2003].

Wichtiger Mediator entziindlicher Prozesse im Gehirn sind die Mikroglia,
welche zunéchst in einem Ruhezustand (ramified) vorliegen, durch pathologi-
sche Stimuli aktiviert werden und einen starken inhibitorischen Einfluss auf
die Vorgéinge adulter Neurogenese nehmen. Daher muss die vermehrte Anwe-
senheit aktivierter Mikrogliazellen auch in Folge einer TMZ-Behandlung nach
Moglichkeit ausgeschlossen werden.

In der molekularen Aktivierungskaskade der Mikroglia tritt das kalziumbin-
dende Protein Iba-I sehr friihzeitig auf, weshalb es fiir einen sensitiven Nachweis
entziindlicher Prozesse besonders geeignet ist. Die in der vorliegenden Studie
durchgefiihrte, auf dem immunohistologischen Nachweis von Iba-1 beruhende,

quantitative Analyse aktivierter Mikrogliazellen zeigte fiir keine der verwen-
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deten TMZ-Dosen eine Verinderung der Anzahl und Morphologie Iba-1" Mi-
kroglia im DG gegeniiber der Kontrollgruppe (Abb. 4.4 und 4.5). Es ist daher
davon auszugehen, dass in Folge einer TMZ-Injektion keine akuten entziindli-
chen Prozesse auftreten, welche die adulte hippokampale Neurogenese iiber die
Ablation der proliferativen Vorlduferzellen hinaus negativ beeinflussen.
Gegeniiber der duferst effektiven und rédumlich fokussierten Bestrahlung ist
dies bei der Nutzung von TMZ als pharmakologischem, interventionellem An-
satz in Verbindung mit einer spéteren Verhaltensanalyse als erheblicher Vorteil

zu werten.

5.1.9 Ein Vergleich mit anderen Ansatzen zur Suppression adulter
hippokampaler Neurogenese offenbart die Vorteile einer
multizyklischen TMZ Applikation.

Im Vergleich mit im Kontext fritherer Studien zur Ablation adulter Neuroge-
nese verwendeter Anséitze werden einige Vorziige, aber auch Limitationen der
hier erfolgreich etablierten TMZ-Applikation deutlich. Ein bereits zuvor ver-
wendeter pharmakologischer Ansatz ist die Applikation des ebenfalls methy-
lierend wirkenden, klinisch jedoch weitgehend irrelevanten Zytostatikums Me-
thylazooxymethanol (MAM) [Shors et al., 2001, 2002, Bruel-Jungerman et al.,
2005]. Inzwischen wurde die begrenzte Effektivitéit dieses Ansatzes belegt, wel-
che bei einer Reduktion BrdU™ Zellen im DG um ca. 60% (7 mg/kg MAM)
liegt [Dupret et al., 2005]. Zudem besitzt die Behandlung mit MAM gravieren-
de Nebenwirkungen in Form von Kachexien, Muskelatrophien, ausgepriagtem
Fellverlust und allgemeiner Passivitéit. Dies stellt die Verwertbarkeit in Fol-
ge einer MAM-Applikation durchgefiihrter Verhaltenstests erheblich in Frage.
Dem MAM-Ansatz steht mit der multizyklischen Anwendung von TMZ eine
erheblich hohere Effektivitdt (TMZ: >90%, MAM <60%) sowie das Fehlen
dauerhafter und schwerwiegender Nebenwirkungen gegeniiber. Dabei ist davon
auszugehen, dass diese Unterschiede sowohl dem erheblich moderneren pharma-
kologischen Standard des TMZ als auch dem differenzierteren, multizyklischen
Applikationsparadigma geschuldet sind.

Die fokale Bestrahlung der SGZ mit ionisierenden Strahlen ist mit einer Re-
duktion von >95% die effektivste Methode zur Ablation proliferativer Aktivi-
tidt. Zudem konnen aufgrund der rdumlich eng begrenzten, nicht-systemischen
Wirkung sekundére Effekte auf die Leistungsfihigkeit in spéteren Verhalten-
stests zunéchst weitestgehend ausgeschlossen werden. In Folge des Einwirkens
ionisierender Strahlung kommt es jedoch stets zum Auftreten einer ausgeprig-
ten Entziindungsreaktion in den betroffenen Hirnarealen, welche sich durch die

Beschiidigung der Stammzellnische nachhaltig negativ auf die Prozesse adul-
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ter Neurogenese auswirkt [Monje et al., 2003]. Die proliferativen Zellen im DG
gehen also nicht nur in Folge der durch die ionisierende Strahlenwirkung verur-
sachte DNA-Schidigungen in den Apoptoseprozess iiber. Zudem birgt die Zer-
storung der unter physiologischen Bedingungen fiir den Erhalt einer in Bezug
auf adulte Neurogenese permissiven Mikroumgebung durch inflammatorische
Prozesse das erhebliche Risiko unerwiinschter und nicht sinnvoll interpretier-
barer Nebeneffekte auf die hippokampale Funktion.

Somit muss die Bestrahlung des HC als Ansatz zur Ablation adulter Neu-
rogenese als ambivalent hinsichtlich seines Nutzens fiir die Beurteilung der
funktionalen Relevanz adult generierter Neurone angesehen werden. Die Ap-
plikation von TMZ hat hier den Vorteil des Ausbleibens durch inflammatorische
Prozesse ausgeloster, persistenter Schiadigungen der Stammzellnische der SGZ.
Dies ist insbesondere im Hinblick auf solche Versuchsparadigmen relevant, bei
denen eine effiziente Suppression adulter Neurogenese nur transient erfolgen
soll.

Rene Hen und Kollegen verwenden in ihren Studien einen genetischen An-
satz zur effektiven und selektiven Suppression adulter Neurogenese im HC von
Méusen [Saxe et al., 2006, 2007]. Dabei wird ein transgener Mausstamm er-
zeugt, bei dem sich unter der Steuerung des GFAP-Promotors das Gen fiir die
Thymidinkinase des Herpes Virus befindet, so dass es bei GFAP™ Zellen zu
einer Koexpression dieses viralen Proteins kommt. Durch die Anwesenheit der
viralen Thymidinkinase werden die betreffenden Zellen sensitiv fiir die apopto-
seinduzierende Wirkung von Ganciclovir (GCV). Dies fiithrt zu einer effektiven,
mit der nach einem Einsatz ionisierender Strahlen vergleichbaren Suppression
mitotischer Aktivitit im DG.

Neben den durch die GCV-Applikation induzierten himatologischen und
allgemeinen Nebenwirkungen besteht ein weiterer Nachteil des Ansatzes in
der Ablation aller GFAP™ Zellen im Gehirn des betreffenden Organismus, so
dass auch die teilungsaktiven B-Zellen der SVZ betroffen sind. Da die GFAP™
Stammzellen der SVZ und SGZ nicht nur Nachkommen der neuronalen, son-
dern auch der glialen Entwicklungslinie hervorbringen, kommt es {iber die blofle
Ablation neuer Neurone hinaus zu einer Beeinflussung der Anzahl von Oligo-
dendrozyten und Astrozyten in der jeweiligen Stammzellnische.

Ferner birgt die fiir eine Verwendung von GCV erforderliche Anwesenheit
eines GFAP-TK Konstruktes in der DNA der getesteten M#use das in beson-
derer Weise unvorhersehbare Problem einer Veréinderung des Verhaltensphéno-
typs. Auch wenn direkte Interaktionen des eingebrachten DNA-Fragments mit
der Wirts-DNA unwahrscheinlich sind, ist eine indirekte Beeinflussung des be-

obachteten Verhaltensphéanotyps moglich. Ein eindrucksvolles Beispiel ist das
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Nestin-GFP Konstrukt von Yamaguchi et al., bei dem sich unter Kontrolle des
Nestin-Promotors das Gen fiir das green fluorescent protein (GFP) befindet
[Yamaguchi et al., 2000]. Die blofle Anwesenheit dieses Konstruktes sowie des
GFP in den Nestin™ Zellen resultiert in einem gegeniiber Tieren des urspriing-
lichen Stammes erheblich verdnderten Verhaltensphénotyp.

Im Vergleich mit den bisher fiir die Ablation adulter Neurogenese verwende-
ten Methoden stellt TMZ also hinsichtlich seiner groflen Effektivitdt und den
geringen Nebenwirkungen im Kontext zahlreicher experimenteller Paradigmen
eine gute Alternative dar. Besonders bei Fragestellungen, welche eine transi-
ente, aber effektive und hinsichtlich der Nebenwirkungen giinstige Suppression
adulter Neurogenese erfordern, empfiehlt sich die Applikation von TMZ. Eine
vorherige genetische Manipulation der behandelten Tiere ist nicht erforderlich
und erlaubt somit die einfache Anwendung auf unterschiedlichste Genotypen.
Als interventioneller Ansatz zur Suppression adulter Neurogenese in idealiter
verbleibt jedoch die kiinftige Verfiigbarkeit eines hochspezifischen und effekti-

ven, genetischen, konditionalen Knock-out Modells.

5.2 Die Suppression adulter Neurogenese resultiert in
quantitativen und qualitativen Veranderungen des

raumlichen Lernens.

Zur allgemeinen Bewertung der Lernleistung in der MWM getesteter Tiere
wird zun#chst eine Auswahl quantitativer Standardparameter verwendet. Diese
umfasst die fiir das Auffinden der Zielplattform bendétigte Latenzzeit, die Lange
des hierfiir zuriickgelegten Schwimmpfades sowie die relative Aufenthaltsdauer
in den einzelnen Quadranten der Versuchsarena. Die Evaluation dieser Gréfien
ermoglicht eine Beurteilung der allgemeinen Lernleistung sowie im begrenzten

Umfang auch der qualitativen Aspekte des in der MWM gezeigten Verhaltens.

5.2.1 Die behandelten Tiere konnen die MWM grundsatzlich
erlernen, zeigen jedoch eine insgesamt signifikant geringere
Lernleistung.

Das Vorliegen einer eindeutigen Lernkurve sowohl fiir die bis zum Erreichen
der Zielplattform benétigten Lantenzzeit als auch fiir die dabei zuriickgeleg-
te Schwimmdistanz schlieffen eine allgemeine hippokampale Dysfunktion aus.
Auch eine in Folge der systemischen TMZ Applikation beeintrichtigte Funkti-
on anderer fiir das Erlernen der MWM relevanter Hirnareale kann somit negiert

werden, was eine weitere Starkung des hier etablierten pharmakologischen An-
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satzes zur Ablation adulter Neurogenese bedeutet.

Die behandelten Tiere zeigten zwar eine insgesamt signifikant schlechtere
Lernleistung, jedoch erreichten sie inbesondere fiir die erste Zielposition am
Ende der ersten Versuchsphase mit den Kontrollen vergleichbare Schwimm-
zeiten und -distanzen (Abb. 4.15 A und B). Am Ende der zweiten Phase des
Versuchs unterscheiden sich beide Gruppen dann hochsignifikant voneinander,
was zunéchst einen Hinweis auf ein spezifisch nach dem Verschieben der Ziel-

plattform auftretendes Phinomen darstellt.

5.2.2 Die Analyse der relativen Aufenthaltsdauer in den
Quadranten der MWM offenbart im Kontext signifikanter
Umweltverdnderungen eine reduzierte kognitive Flexibilitdt in
Folge einer supprimierten adulten Neurogenese.

Das Vorliegen eines signifikanten, in der zweiten Versuchsphase nach dem Wech-
sel der Zielposition auftretenden Effektes geht aus den Daten fiir die relative
Aufenthaltsdauer in den einzelnen Quadranten des MWM Pools deutlicher her-
vor. In Abb. 4.16 A fillt zunéchst die mit ca. 55% deutlich iiber dem Zufallsni-
veau liegende, relative Aufenthaltswahrscheinlicheit beider Gruppen im ersten
Zielquadranten auf. Diese nahm an Tag zwei zunédchst ab, um sich dann an
Tag drei wiederum fiir beide Gruppen bei 44% (TMZ) bzw. 46% (CTR) zu
stabilisieren.

Als Erklarung fiir die am ersten Tag scheinbar so grofle Priferenz fiir den
NE-Quadranten dient die im Nachhinein ungliickliche Tatsache, dass sich die
Startposition zu diesem Zeitpunkt in demselben Quadranten befand und somit
dort die Tiere konsequenterweise einen erheblichen Teil ihrer frithen Suchbe-
wegungen ausfithrten. In dieser Hinsicht konnen die erhobenen Daten fiir den
NE-Quadranten am ersten Versuchstag an dieser Stelle nicht fiir eine sinnvolle
Bewertung der Entwicklung einer rdumlichen Préferenz herangezogen werden.
Fiir den spéter erstellten Okkupationsplot gilt diese Einschrinkung jedoch aus-
driicklich nicht. Im Verlauf des gesamten Experiments sind Start- und Zielqua-
drant fiir keinen weiteren Versuch identisch. Die nach dem ersten Tag beob-
achteten Priferenzen konnen somit zweifelsfrei als erlernt angesehen werden.

Fiir die Tage zwei und drei wurde eine Zunahme der Aufenhaltswahrschein-
lichkeit im ersten Zielquadranten beobachtet, die Tiere beider Gruppen ent-
wickelten also eine deutlich iiber dem Zufallsniveau liegende rdumliche Pra-
ferenz fiir die Zielplattform. Erwartungsgeméf hielten sich beide Gruppen zu
diesen Zeitpunkten nur mit einer relativ geringen, zumeist unter dem Zufallsni-
veau liegenden Wahrscheinlichkeit in den iibrigen drei Quadranten des MWM-
Pools auf (Abb. 4.16 B und 4.17 A und B).
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Die Abnahme der spatialen Préiferenz fiir den vorigen Zielquadranten in Fol-
ge der Verinderung der Plattformposition sowie die Entwicklung einer neuen
Préferenz fiir den aktuellen Zielquadranten spiegelt die Flexibilitdt einer ko-
gnitiven Représentation relevanter Stimuluskonfigurationen der Versuchsarena
und ihrer Umgebung wider. Wie Abb. 4.16 A und B zeigen, war eine solche
Flexibilitéit bei Tieren der Kontrollgruppe deutlich vorhanden: Die Priferenz
fiir den vorigen Zielquadranten sank innerhalb eines Tages von 45% (Ende Tag
drei) auf das Zufallsniveau (Tag vier) und lag auch an Tag fiinf mit 28% nicht
erheblich iiber diesem Wert. Gleichzeitig stieg die Aufenthaltswahrscheinlich-
keit fiir den neuen Zielquadranten von 6% (Tag drei) rapide bis auf 29% (Tag
vier) bzw. 41% (Tag funf) an, was eine schnelle und plastische Modifikation der
relevanten synaptischen Gewichte im Enkodiermechanismus des DG widerspie-
gelt. Die Kontrolltiere haben sich also schnell und effizient an die verdnderte
Situation anpassen kdnnen.

Dies gilt jedoch nicht fiir die Gruppe mit effektiver Suppression adulter Neu-
rogenese im DG: Hier zeigen Abb. 4.16 A und B eine verzogerte und dadurch
signifikant weniger effiziente Anpassung der rdumlichen Priferenz an die veréin-
derten Versuchbedingungen. Sowohl das Vergessen der ersten Zielposition als
auch die Entstehung einer neuen réumlichen Préferenz in Folge einer Verén-
derung der Position der Zielplattform erfolgte verlangsamt mit einer im Ver-
gleich zu den Kontrollen durchschnittlichen Verzégerung von etwas mehr als
einem Tag. Da das Versuchprotokoll nach dem Wechseln der Zielplattform-
position nur noch zwei weitere Versuchstage vorsah, konnten die TMZ-Tiere
das Leistungsniveau der unbehandelten Gruppe nicht erreichen. Das Vorliegen
eines signifikanten DAY*GROUP Interaktionseffektes fiir die relative Aufent-
haltsdauer in allen betrachteten MWM Quadranten belegt die hinsichtlich der
Gruppen differenzierte Dynamik und Effektivitdt in der Entwicklung raumli-
cher Préfenzen.

Fiir das Verhalten hinsichtlich der beiden Nicht-Zielquadranten liegen sich
von den bereits besprochenen deutlich unterscheidende Befunde vor (Abb. 4.17
A und B): Im Gegensatz zu den fiir die Zielquadranten erhobenen Daten trat
hier keinerlei Verschiebung zwischen den beiden getesteten Gruppen auf. Die
absoluten Aufenthaltswahrscheinlichkeiten unterschieden sich nur an den Tagen
drei und fiinf signifikant voneinander, jedoch fiel dieser Unterschied geringer aus
als der durchschnittliche Unterschied fiir die Zielquadranten. Das auf die beiden
Zielquadranten beschrinkte Auftreten signifikanter Verzogerungen beziiglich
des Vergessens bzw. der Ausbildung rdumlicher Préiferenzen erlaubt daher den

Ausschluss eines unspezifischen Lern- oder Verhaltendefektes.
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5.2.3 Die Suppression adulter Neurogenese resultiert in zwei kausal
zusammenhadngenden, spezifischen Effekten.

Zusammenfassend konnen also zwei Effekte der Ablation adulter hippokampa-
ler Neurogenese auf das von den Tieren in der MWM gezeigte Lernverhalten
identifiziert werden. Zum Einen erscheint zunéchst die Lernleistung sowohl hin-
sichtlich der bendtigten Zeit und der Linge des zuriickgelegten Schwimmpfades
als auch der Entwicklung einer spatialen Préaferenz fiir den jeweiligen Zielqua-
dranten signifikant gegeniiber den Kontrollen allgemein reduziert. Dies gilt fiir
beide Phasen des Versuchs - vor und nach Verschieben der Zielplattform -
sowie fiir alle Kombinationen von Start- und Zielquadranten. Von entscheiden-
der Bedeutung ist hier dennoch, dass die behandelten Tiere den MWM Test
grundsétzlich erlernen kénnen und dabei z.T. das Niveau der Kontrollgruppe
erreichen.

Dariiber hinaus findet sich als zweiter Effekt eine spezifische Beeintrichti-
gung der Plastizitét in der effektiven Nutzung kognitiver spatialer Reprasenta-
tionen der jeweils aktuellen Zielposition und relevanter Umgebungsstimuli im
DG. Nach Verschieben der Zielplattform manifestiert sich diese durch das Auf-
treten einer fiir die Zielquadranten spezifischen Verzogerung in der Entwicklung
einer raumlichen, auf das aktuelle Ziel bezogenen Priferenz und resultiert in
einer gegeniiber den Kontrolltieren entsprechend verzégerten Lernkurve nach
Verschiebung der Zielplattform.

Beide Beobachtungen kénnen in einen kausalen Zusammenhang gebracht
werden: Das weniger effektive Ausbilden einer spatialen Priferenz und eine
verminderte Plastizitét in deren Anwendung, inbesondere auch nach Verschie-
ben der Zielposition um 180°, resultieren in lingeren Schwimmzeiten, gréfieren
zuriickgelegten Wegstrecken und mithin in einer allgemein schlechteren Ge-

samtleistung.

5.2.4 Die quantitative Analyse der MWM Daten scheint die
Pradiktion des Modells von Wiskott et al. zu bestatigen,
qualitative Aspekte bleiben jedoch unberiicksichtigt.

Aus der Perspektive des Modells von Wiskott et al. erscheint damit eine we-
sentliche Pradiktion des Modells bereits erfiillt: Durch das Auftreten einer ver-
inderten und neuartigen Situation tritt im DG der behandelten Tiere das Pro-
blem einer katastrophalen Interferenz der in den ersten drei Tagen etablierten
mit den fiir die neue Situation optimierten Enkodierungsmustern auf. In Fol-
ge dieser Interferenz ist - aus Sicht des Modells - das Erlernen einer neuen

Plattformposition erschwert und von geringerer Effektivitéit als bei einer Kom-
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pensation dieses Effektes durch adulte Neurogenese.

Das quantitative Datenmaterial der klassischen MWM Analyse in Form der
bis jetzt diskutierten Groflen erlaubt noch keine hinreichend differenzierte Aus-
sage iiber die Validitit einer Bestétigung dieser Pradiktion und ihrer Begriin-
dung. So kénnen als Ursachen der beobachteten Lerndefizite neben der ge-
wiinschten Suppression adulter Neurogenese auch subtile Verinderungen qua-
litativer Aspekte des Erlernens der MWM angenommen werden, welche ihrer-
seits wieder auf eine Beeinflussung extrahippokampaler Hirnareale und funk-
tionaler Schaltkreise durch die TMZ Applikation zuriickzufiihren sind. Da das
Erlernen der MWM einen komplexen Prozess mit Beteiligung zahlreicher, ver-
schiedener funktionaler Systeme darstellt, kann eine solche Beeinflussung auch
durch die verschiedenen, im Rahmen der Evaluierung méglicher Nebenwirkun-
gen der TMZ Applikation durchgefiihrten physiologischen und behavioralen

Tests nicht vollstéindig verneint werden.

5.2.5 Die Darstellung der Aufenthaltswahrscheinlichkeit im
Okkupationsplot erlaubt eine Beurteilung der Qualitat des
Lernvorgangs und bestdtigt die zuvor gefundenen Effekte
einer supprimierten adulten Neurogenese.

Um zuné#chst einen préziseren Einblick in die Entwicklung spatialer Préiferen-
zen im Verlauf des Experimentes zu gewinnen, wurde ein Okkupationsplot der
MWM Arena fiir beide Gruppen erstellt, welcher aufgrund des Wegfallens der
Beschrankung auf lediglich vier Quadranten eine effektivere und zugleich in-
tuitivere Analyse des rdumlichen Lernprozesses erlaubt (Abb. 4.18 A und B).
Die Daten fiir die Aufenthaltswahrscheinlichkeit in den einzelnen Quadranten
konnten erwartungsgeméif bestitigt werden.

Die Kontrollgruppe zeigte ein idealtypisches Verhalten in der MWM (Abb
4.18 A): Zunéchst deckten die Tiere im ersten Versuch des ersten Tages mit ih-
rem Schwimmpfad nahezu die gesamte Pooloberfliche ab. Die Plattform wurde
allenfalls zufillig gefunden und aus Sicht der Tiere erschienen alle Positionen
der Arena gleichwertig. Bereits im zweiten Versuch jedoch war der Aufenthalt
auf den Zielquadranten beschriankt. Folglich sind also bereits durch einen nur
kurzen Aufenthalt auf der Plattform hinreichend starke, neuronale Repréasenta-
tionen sowohl prozeduraler als auch spatialer Aspekte des zu erlernenden MWM
Versuchs in Form entsprechender synaptischer Modifikationen im HC und an-
derer beteiligter Areale entstanden, um die perzipierten Aktivitdtsmuster in
geeigneter Weise zu enkodieren und das von den Mé&usen gezeigte Verhalten
zielgerichtet steuern zu konnen. In den iibrigen Versuchen des ersten Tages re-

duzierte sich der beschwommene Bereich auf die unmittelbare Nachbarschaft
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der Zielplattform.

Aus der Perspektive des Modells von [Wiskott et al., 2006] findet also eine
fortwihrende Konsolidierung des im DG implementierten Enkodiermechanis-
mus auf der Grundlage einer Redundanzverstiarkung repetitiver, relevanter Sti-
muluskonfigurationen statt, wodurch die Effizienz der Enkodierung und mithin
die Nutzbarkeit der gespeicherten Informationen erhoht wird.

Zu Beginn des zweiten Tages erschienen die Suchmuster zunéchst tendenzi-
ell stiarker verteilt, jedoch mit einer bestehenden, eindeutigen Préferenz fiir das
Ziel im NE Quadranten. Da die Versuchstiere die Nacht in ihren Haltungské-
figen unter standardisierten Haltungsbedingungen verbrachten und somit kein
beliebiger Zugang zu den Stimuli der MWM Arena oder des Versuchsraumes
bestand, kann hier von einem partiellen Verblassen der im Laufe des ersten
Versuchstages etablierten hippokampalen Représentationen ausgegangen wer-
den. Da die Dauerhaftigkeit der synaptischen Modifikationen im HC von der
Intensitat, Haufigkeit und Dauer der reprisentierten Stimuli abhéngt, reicht
die Exposition im Verlauf der sechs Versuche des ersten Tages nicht aus, um
eine iiber mehrere Tage stabile Modifikation der synaptischen Verbindungen
im DG zu bewirken.

Andererseits fanden die Tiere sehr schnell zu den bereits erlernten Verhal-
tensmustern zuriick: Die Elemente des an der Enkodierung beteiligten neurona-
len Netzwerkes werden rasch aufgrund der zwischen ihnen durch LTP verstérk-
ten synaptischen Transmission kollektiv aktiviert. Daher begannen die Mé&use
nicht wieder wie am ersten Tag, sondern profitierten von den im Laufe der
ersten sechs Versuche ausgebildeten Verdnderungen relevanter, synaptischer
Verbindungen.

Die Versuche des zweiten Tages resultieren in einer weiteren Verstarkung
der entsprechenden Netzwerkteile im DG, wobei repetitive, iiber alle Tage und
Versuchsdurchgéinge konstante Elemente konsequenterweise am meisten pro-
fitieren. Auf diese Weise nimmt das Versuchsprotokoll in erheblichem Mafle
Einfluss auf die modifikativen Prozesse an den Synapsen beteiligter hippokam-
paler Neurone. Dies wird spéter von zentraler Bedeutung fiir die Abgrenzung
des dargestellten MWM Versuchs von scheinbar dhnlichen Versuchen mit dif-
ferenten Ergebnissen sein (s.u.).

Am dritten Tag sind die synaptischen Modifikationen hinreichend stark und
dauerhaft um bereits im ersten Versuch des Tages in einem eindeutig zielgerich-
teten Verhalten zu resultieren. Die rdumliche Prézision hat nach drei Tagen am
Ende der ersten Versuchsphase nahezu ein Maximum erreicht; die getesteten
Kontrolltiere haben die MWM also effektiv erlernt.

Bei den behandelten Tieren ergab sich ein anderes Bild (Abb. 4.18 B): Ob-
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wohl auch die M#use mit supprimierter adulter Neurogenese das Auffinden der
unsichtbaren Zielplattform nach drei Versuchstagen reliabel erlernten, traten
an den ersten beiden Versuchstagen spezifische Unterschiede auf. So erfolgte
die Ausbildung einer prézisen rdumlichen Priferenz deutlich langsamer und
erst am dritten Versuchstag wurde ein mit der Kontrollgruppe vergleichbares
Niveau erreicht. Interessant ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass
sich die TMZ-Tiere inbesondere an Tag zwei iiberwiegend in den zentralen Be-
reichen des MWM-Pools aufhielten. Dieses Verhalten wurde fiir die Kontrollen
nur als kurzzeitiger Zwischenzustand beobachtet und dementsprechend schnell
durch zielgerichtetere Suchmuster ersetzt. In Folge einer TMZ-Applikation ist
also offenbar bereits in der Akquisitionsphase die Fihigkeit der betroffenen Tie-
re beeintréichtigt, neuronale Repréisentationen rdumlicher Relationen aus der
MWM Arena effektiv fiir eine zielgerichtete und prézise Navigation zu nutzen.

Nach erfolgter Verschiebung der Plattformposition um 180° relativ zum Mit-
telpunkt des Pools traten die Unterschiede zwischen den beiden getesteten
Gruppen besonders deutlich hervor. Die rasche und effiziente Umorientierung
der Kontrolltiere stand in direktem Gegensatz zu einer dominanten, perseve-
rierenden Préferenz der behandelten Méuse fiir die erste Plattformposition.
Offenbar waren letztere anders als unbehandelte Tiere nicht in der Lage die
im Laufe der bereits absolvierten Versuchstage etablierten Repréisentationen
raumlicher Relationen im Enkodiernetzwerk des DG flexibel an die verinder-
ten Umgebungsbedingungen und Stimuluskonfigurationen anzupassen und zu
nutzen. Auch nach zwei Versuchstagen war eine Priferenz fiir das neue Ziel nur
rudimentér in einigen wenigen Tieren der TMZ-Gruppe vorhanden. Der En-
kodiermechanismus passt sich also nur langsam und weitestgehend ineffektiv
an die verinderte Situation an. Am Ende des fiinften Versuchstages erreichten
zumindest einige wenige Tiere der behandelten Gruppe ein mit der Kontroll-
gruppe vergleichbares Niveau.

Wie zuvor dargestellt, ist der molekulare Mechanismus einer synaptischen
Modifikation im DG intakt. Daher kann eine allgemeine Reduktion synapti-
scher Modifikabilitdt im DG als Ursache des beobachteten Verhaltens ausge-
schlossen werden. Eine ausreichend grofle Plastizitéit des Enkodiernetzwerkes in
Form junger Neurone kann mithin als notwendige Voraussetzung fiir die rasche
und effiziente Entwicklung rédumlich prézise auf die unmittelbare Zielregion ein-
geschriinkter Suchmuster angenommen werden. Weitere Belege fiir eine solche
Relevanz adult generierter Granulozyten bei der Progression der Suchmuster
in Richtung einer zunehmenden Abhéngigkeit vom HC werden weiter unten im
Kontext der qualitativen Analyse der Benutzung verschiedener Suchstrategien

besprochen.
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Die Analyse der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten im Verlauf des MWM Ex-
periments belegt also die beiden bereits zuvor fiir die klassische, quantitative
Betrachtung gefundenen Effekte einer allgemeinen Beeintréchtigung der Lern-
fahigkeit und einer signifikanten Reduktion der Plastizitéit in der Formung und
Anwendung neuronaler Représentationen von Stimuluskonfigurationen im HC.
Der Vergleich der innerhalb der einzelnen Versuchstage gezeigten Aufenthalts-
wahrscheinlichkeiten liefert zudem eindeutige Hinweise auf einen qualitativen
Unterschied beider Gruppen hinsichtlich des stattfindenen Lernprozesses.

Es muss also, auch aufgrund der oben diskutierten quantitativen Daten die
Frage gestellt werden, ob die beobachteten Unterschiede in Folge der Sup-
pression adulter Neurogenese tatséichlich auf spezifische Verdnderungen in der
Anwendung hippokampusabhéngiger Suchmuster des MWM Lernens zuriick-
zufiithren sind oder aber die behandelten Tiere grundsétzlich andere, sogar hip-

pokampusunabhéngige Verhaltensstrategien nutzen.

5.2.6 Die algorithmusbasierte qualitative Analyse der im
MWM-Versuch genutzten Suchstrategien hat sich als sinnvoll
und zuverldssig erwiesen.

Das Konzept einer computergestiitzten qualitativen Analyse des von Méausen
in der MWM gezeigten Verhaltens hat sich in der Umsetzung und Anwendung
auf die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten bew#hrt. Belegt wird dies
durch eine auferordentliche Reliabilitét des verwendeten Algorithmus (>95%
korrekte Klassifikationen in 4320 Einzelversuchen) und die hohe Spezifitiat der
gefundenen Gruppenunterschiede.

Wie aus Abb. 4.19 A und B hervorgeht, fand bei den Tieren beider Gruppen
die sequentielle Nutzung zunehmend hippokampusabhéngiger Suchstrategien
statt. Diese kann, ebenso wie das effektive Uberwinden des Thigmotaxisstadi-
ums in den ersten Versuchen, als Beweis einer intakten exekutiven Funktion
auch in den Gehirnen behandelter M&use interpretiert werden: Analog zu den
bereits fiir den Okkupationsplot besprochenen Befunden nahm die Nutzung
effizienter, rdumlicher und hippokampusabhéngiger Strategien zum Ende eines
jeden Tages hin signifikant zu, um nach Ablauf der Versuche des dritten Tages
ein Maximum zu erreichen.

Die bereits zuvor dargestellte Vorstellung von sich entwickelnden neuronalen
Reprisentationen im DG die MWM erlernender Méause wird durch die qualita-
tiven Befunde in besonderer Weise gestiitzt, da sie eine sinnvolle Verkniipfung
quantitativer Messgrofien mit den qualitativen Aspekten des Lernprozesses er-
lauben. Auf dieser Grundlage konnen tragfdhige Argumente fiir eine Hypothese

beziiglich der im Verlauf der Durchfithrung eines MWM Experiments stattfin-
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denden kognitiven Prozesse im HC formuliert werden, da die distinkten Merk-
male der einzelnen Strategien jeweils spezifische kognitive Korrelate bedingen.
Verbindendes Element im Verlauf des Lernprozesses ist die mit einer stetigen
Steigerung der Effizienz korrelierte Zunahme der Abhéngigkeit des gezeigten

Suchverhaltens von einer intakten HCF.

5.2.7 Die Tiere beider Gruppen verwenden in der MWM das
gesamte Spektrum verfiigbarer Suchstrategien.

Die oben aufgeworfene Frage nach einer potentiellen Rolle extrahippokampaler
Verhaltens- und Lernstrategien bei der Entstehung allgemeinerer Unterschie-
de in der Lernleistung beider getesteter Gruppen kann nun eindeutig verneint
werden, da die Tiere beider Gruppen das gesamte Spektrum verfiigharer Such-
muster in grundsétzlich analoger Weise anwendeten und sich hinsichtlich der
H#ufigkeit der Anwendung eben gerade in Bezug auf die hippokampusunab-
héngigen Formen nicht signifikant unterschieden. Dieses wichtige Ergebnis ist
nicht zuletzt auch im Zusammenhang mit den im Rahmen der Etablierung des
TMZ als Ansatz zur Suppression adulter Neurogenese erhobenen Daten aus

diversen physiologischen und behavioralen Tests zu sehen.

5.2.8 Signifikante Gruppenunterschiede treten spezifisch nur dann
auf, wenn das gezeigte Verhalten einen intakten
Hippokampus erfordert.

Der Sperzifitit der beobachteten signifikanten Unterschiede in der Benutzung
der jeweiligen Strategien an den einzelnen Versuchstagen unterstreicht ein-
mal mehr eine fehlende Beeinflussung extrahippokampaler Hirnregionen und
-funktionen durch die TMZ-Behandlung: Inbesondere bei den beiden expli-
zit hippokampusunabhéngigen Strategien THIGMOTAXIS und RANDOM SEARCH
fehlten signifikante Unterschiede. Z#hlt man, und es gibt wie unter 3.10 dar-
gestellt berechtigte Griinde hierfiir, die CHAINING Strategie ebenfalls zu der
Gruppe der zuvor genannten einfacheren Suchmuster, waren von den acht klas-
sifizierten Strategieformen genau jene drei hippokampusunabhéngigen nicht
signifikant unterschiedlich (siehe hierzu auch Abb. 4.19 B und 4.20). Die Grup-
penunterschiede traten mithin spezifisch nur dann auf, wenn das Verhalten der
Tiere eine Beteiligung des HC erforderte.

Das gerichtete Ansteuern der vorherigen Zielposition nimmt innerhalb der
in dieser Studie klassifizierten Suchmuster insofern eine Sonderstellung ein, als
dass es sich nicht um eine eigene Strategieform im eigentlichen Sinne handelt.

Vielmehr steht hier das Festhalten an einer nicht mehr aktuellen Zielposition
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im Vordergrund, welche unter der Nutzung gerichteter Strategien angesteuert
wird.

Wie bereits aus den bisher diskutierten Daten hervorgegangen ist, zeigten
die TMZ-Tiere eine ausgeprigte perseverierende Priferenz fiir die alte Lage
der Zielplattform, worin sie sich hochsignifikant von den Kontrolltieren unter-
schieden. Somit bestétigt auch die qualitative Analyse das Vorhandensein eines
hochsignifikanten Effektes hinsichtlich einer verminderten Plastizitét der das ef-
fektive Ansteuern der Plattform betreffenden neuronalen Repréisentationen im
DG nach Verschiebung des Zieles.

5.2.9 Die gefundenen Gruppenunterschiede in der Lernleistung
beruhen auf einer gruppenspezifischen Frequenz der
Anwendung der einzelnen Suchstrategien; in qualitativer
Hinsicht unterscheiden sich die jeweils gezeigten Strategien
jedoch nicht.

Da nun die allgemein vorhandenen Gruppenunterschiede in der Lernleistung
nicht auf extrahippokampale Mechanismen zuriickzufiihren sind, erscheint eine
eingehendere und vergleichende Bewertung der gruppenspezifischen Anwen-
dung einzelner Suchstrategien sinnvoll. Abb. 4.20 erlaubt einen direkten Ver-
gleich der Anwendung jeweils einzelner Strategien. Wihrend sich beide Grup-
pen bei den frithen, hippokampusunabhéngigen Suchmustern nicht unterschie-
den, zeigten die behandelten Tiere eine im Vergleich zur Kontrollgruppe ver-
langsamte und hinsichtlich der spéteren Suchmuster spezifisch eingeschréinkte
Progression zu den hoch effizienten, hippokampusabhéngigen Strategien. Dies
galt fiir beide Phasen des MWM Experiments, vor und nach Verschieben der
Plattformposition.

Wichtig ist die Beobachtung, dass die TMZ Tiere sowohl fiir das SCANNING
als auch fiir das DIRECTED SEARCH PRESENT GOAL hohere Maxima bei den
iiber die Versuche jeweils eines Tages gemittelten Haufigkeiten der Anwendung
erreichten (Abb. 4.20 C und D). Komplementér hierzu erreichten Méuse der
behandelten Gruppe an keinem Zeitpunkt des Experiments die Maxima der
Kontrolltiere bei den kognitiv anspruchsvolleren, spatial prézisen Strategien
(Abb. 4.20 E und F). Mithin zeigte sich eine selektive Beeintréchtigung der
Tiere mit supprimierter adulter Neurogenese in der Fahigkeit, explizit hippo-
kampusabhéngige und rdumlich prazise Suchstrategien in der MWM einzuset-
zen.

Andererseits schienen sie jedoch in der Lage zu sein, diese Einschrinkungen
durch den vermehrten Einsatz weniger effizienter, jedoch im speziellen Kon-

text der MWM bereits zielgerichteter Strategien zumindest zum Teil erfolg-
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reich kompensieren zu konnen. Die rdumliche Begrenztheit der Arena und die
grundséatzliche Simplizitdt des Versuchsaufbaus diirften fiir eine solche Kom-
pensation hilfreiche Faktoren darstellen. Auf diese Weise erreichten auch die
behandelten Tiere zumindest am Ende der ersten Versuchsphase an Tag drei
eine mit den Kontrolltieren vergleichbare Leistung.

Aus dem Muster der Anwendung einzelner Strategien geht dariiber hin-
aus hervor, dass eine erneute, gleichartige Kompensationsreaktion auch in der
Reversal-Phase des Experiments grundsétzlich stattfand. Aufgrund der auf le-
diglich zwei weitere Versuchstage begrenzten Dauer dieser Versuchsphase konn-
ten hier jedoch nur die Ansétze einer solchen Reaktion beobachtet werden. Nach
dem Verschieben der Plattform manifestierte sich zunéchst die perseverierende
Priferenz fiir das vorherige Ziel in dominanter Weise (Abb. 4.20 G), so dass
die Ausrichtung auf das neue Ziel verspitet und nur langsam erfolgte (Abb.
4.20 C und D). Eine Relevanz der dargestellten Kompensationsmechanismen

unter natiirlicheren Bedingungen kann bezweifelt werden.

5.2.10 Die Konvolutionsanalyse bestatigt das Vorhandensein eines
Kompensationsmechanismus bei den behandelten Tieren, in
dessen Verlauf auch hippokampusunabhangige Strategien
auftreten kénnen.

Eine andere Perspektive hinsichtlich der qualitativen Analyse der MWM Daten
nimmt die Konvolutionsanalyse ein. Bei ihr steht die Frage im Vordergrund,
ob die von den Tieren beider Gruppen im Experiment gezeigte Lernleistung
auf eine qualitative Verbesserung in der Anwendung der einzelnen Strategien
zuriickzufithren ist, oder aber eine schnelle Progression zu den per se effizi-
entesten Strategien als urséichlich fiir die Verkiirzung der zum Auffinden der
Plattform benétigten Zeit angesehen werden kann.

Die vorliegenden Ergebnisse belegen fiir die erste Phase des Experiments,
dass die behandelten Tiere primér von einer Steigerung der Qualitédt in der
Anwendung der jeweils gezeigten Strategien profitierten, wohingegen die Kon-
trolltiere ihre gute Gesamtleistung durch eine effiziente Progression erreichten.
Eine Interpretation dieses Befundes kann sinnvoll nur in Verbindung mit den
zuvor diskutierten Daten zur selektiven und gruppenspezifisch differenzierten
Nutzung der einzelnen Strategien erfolgen.

Die Suppression adulter hippokampaler Neurogenese resultiert in einer quan-
titativen und qualitativen Starkung einfacher, nur z.T. hippokampusabhéngiger
Strategien, was die oben genannte Kompensationsreaktion um einen interes-
santen Aspekt erweitert: Die in Folge des Kompensationsversuchs auftretenden

Verénderungen in den gezeigten Strategien resultierten haufig in Suchmustern,
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welche in signifikanter Weise von den aus dem normalen Progressionsprozess
bekannten Formen abwichen. In einigen Féllen schienen die betroffenen Tiere
eine Praxisstrategie einzusetzen, welche weitestgehend hippokampusunabhén-
gig ist.

Uber die diesen, aus der Kompensationsreaktion hervorgehenden Suchmu-
ster zugrunde liegenden kognitiven Mechanismen kann hier keine abschlieflen-
de Aussage gemacht werden. Hervorzuheben ist allerdings, das die im Verlauf
der Kompensationsreaktion auftretenden Muster hinsichtlich ihrer Effektivitit
eng an die spatialen Gegebenheiten eines begrenzten MWM Pools gebunden
sind. Hingegen sind die von den Kontrolltieren gezeigten Strategien von diesem
weitestgehend unabhéngig und stellen somit allgemein giiltige Losungen des in
der MWM gestellten Problems dar.

5.2.11 Quantitative und qualitative Analyse belegen das Auftreten
zweier kausal zusammenhdngender, spezifischer Effekte einer
supprimierten adulten Neurogenese im MWM Experiment.

Zusammenfassend konnen in Folge einer Suppression adulter Neurogenese mit-
hin zwei in ihrer Ausprigung spezifische Verdnderungen beschrieben werden.
Der erste Effekt ist von subtiler Natur und betrifft Verdnderungen qualitativer
Aspekte des Akquisitionprozesses in der MWM. Besonders relevant sind hier
Situationen, in welchen eine detaillierte Repréisentation von Stimuluskonfigu-
rationen fiir die Entwicklung einer erfolgreichen Suchstrategie bedeutsam wird.
Die betroffenen Tiere reagierten auf diese nachteiligen Verédnderungen mit ei-
ner auf spezifische Aspekte des Verhaltens begrenzten Kompensationsreaktion,
welche eine weitestgehend vergleichbare Netto-Lernleistung im Vergleich mit
den Kontrollen erlaubte. Dabei kam es zu einem verstarkten Einsatz weniger
effektiver und auch weniger hippokampusabhéngiger Strategien. Im Rahmen
der Kompensationsreaktion ist das Auftreten hippokampusunabhéngiger Pra-
xisstrategien moglich.

Substanzielle Modifikationen der die Umwelt konstituierenden Stimuluskon-
figurationen fithrten jedoch zum Versagen einer solchen Kompensation und
resultierten in einem zweiten, zunichst dominant erscheinenden Effekt einer
perseverierenden Préferenz fiir zuvor erlernte effektive Verhaltensstrategien.
Diese Verringerung funktionaler Plastizitdt trat nach Exposition des Organis-
mus gegeniiber einer, in fiir das Verhalten relevanten Eigenschaften verinderten
Umwelt zu Tage und manifestierte sich in einer weitestgehend ineffektiven An-
passung der behandelten Tiere an die verdnderte Situation. Die diskutierten

Ergebnisse wurden im Rahmen der vorliegenden Studie mehrfach reproduziert.
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5.3 Die beobachteten Effekte einer supprimierten

adulten Neurogenese sind hochspezifisch.

Die Verwendung eines systemisch wirksamen Pharmakons wie dem hier appli-
zierten TMZ bedingt grundsétzlich die Moglichkeit einer unspezifischen Wir-
kung auf verschiedene Hirnregionen und daraus resultierender Veréinderungen
des beobachteten Verhaltens. Wie in Abschnitt 5.1 bereits dargestellt, kann eine
grundsétzliche Beeintréichtigung kognitiver Funktionen in Folge unspezifischer
Wirkungen des TMZ bei den behandelten Tieren weitestgehend ausgeschlossen

werden.

5.3.1 Die qualitative Analyse der benutzten Strategien dient
zugleich als interne Kontrolle und schliesst unspezifische
Wirkungen des TMZ aus.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Analyse der von den Miusen
im MWM Experiment gezeigten Suchstrategien erlaubt zudem eine fundierte
Aussage hinsichtlich etwaiger qualitativer Unterschiede zwischen den geteste-
ten Gruppen und kann so als weitere, hochsensitive interne Kontrolle fiir das
Ausschliessen unspezifischer Nebenwirkungen angesehen werden.

Gegen eine unspezifische Beeinflussung des von den Tieren in der MWM
gezeigten Verhaltens spricht nunmehr nicht nur das Vorliegen einer eindeuti-
gen Lernkurve fiir beide Gruppen, sondern auch die identischen qualitativen
Eigenschaften der verwendeten Suchmuster. Unter den qualitativen Eigenschaf-
ten der Suchstrategien sind hier zunéchst deren grundlegende Charakteristika
zu verstehen und nicht ein Maf fiir die Effizienz der Anwendung eines gegebe-
nen Suchmusters wie im Kontext der Konvolutionsanalyse. Somit ist sicherge-
stellt, dass die behandelten Tiere auch unter Vorliegen einer TMZ Behandlung
die unter normalen Bedingungen verwendeten Strategien anwenden und nicht
etwa alternative, grundsétzlich verschiedene Suchmuster kompensatorisch nut-
zen, wie sie in Folge unspezifischer Beeintrichtigungen des sensorischen oder
motorischen Apparates auftreten [Wolfer et al., 2000]. Beispiele fiir solche alter-
nativen und von einem normalen Lernverhalten in MWM abweichenden Muster
sind das Praxislernen sowie das dominante Auftreten von mehr oder weniger
stark ausgeprigten Derivaten des CYCLINGS.

Das Entstehen der jeweiligen Charakteristika einer bestimmten Strategie
héngt von der effektiven Interaktion verschiedener kognitiver, sensorischer und
motorischer Systeme ab. Die Anwendung qualitativ identischer Suchstrategien
ist somit ein gewichtiges Argument gegen eine unspezifische Wirkung des TMZ

auf andere Hirnregionen auflerhalb des HC.
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5.3.2 Die beobachteten Effekte fiigen sich plausibel in den Kontext
einer Interaktion des HC mit anderen Hirnarealen, besonders
dem orbitofrontalen Kortex ein.

Das Phénomen einer perseverierenden Priferenz fiir eine zuvor erlernte Zielpo-
sition im Rahmen eines MWM Experiments bzw. fiir das Neu-Erlernen einer
beliebigen Lernaufgabe unmittelbar nach einer erfolgreichen ersten Akquisition
findet sich als Phénotyp in derselben Weise bei Lésionen des orbitofrontalen
Kortex (OFC, bei Primaten) bzw. des mittleren prifrontalen Kortex (mPFC,
bei Nagetieren) [Boulougouris et al., 2007, Barker et al., 2007]. Obwohl eine
Wirkung des TMZ auf die Funktion des OFC/mPFC aufgrund eines fehlen-
den plausiblen Mechanismus unwahrscheinlich ist (s.0.) und zudem eine solche
Spezifitdt einer unerwiinschten Nebenwirkung nur schwer zu begriinden wire,
muss die erhebliche Ahnlichkeit beider Phinotypen im Kontext der vorliegen-
den Studie diskutiert werden.

In Nagetieren existiert kein expliziter OFC wie z.B. bei Primaten. Die homo-
logen Bereiche im Gehirn der Maus definieren sich iiber die Projektionsfelder
des mediodorsalen Thalamus und umfassen die dorsalen und ventralen Teile
des agranularen insuldren Kortex sowie die lateralen und ventrolateralen Re-
gionen des orbitalen Kortex [Schoenbaum et al., 2001]. Im Folgenden wird die
Bezeichnung OFC im Sinne einer Vereinheitlichung auch fiir das entsprechende
Nagetieranalogon verwendet.

Als besonders prominente Verbindungen des OFC treten reziproke Bahnen
zum basolateralen Komplex der Amygdala auf [Shi et al., 1998]. Eine starke
efferente Projektion zieht zum ventralen Striatum und erlaubt eine gerichtete
Beeinflussung des gezeigten Verhaltens [Haber et al., 1995]. Ein Zugang der
medialen und ventralen Bereiche orbitofrontaler Kortizes sowie pri- und infra-
limischer Kortizes zur HCF besteht iiber Projektionen zum Subikulum [Verwer
et al., 1997] (Abb. 5.1). Auf diese Weise kann vom OFC auf die ganze Vielfalt
sensorischer Informationen, aktueller wie gespeicherter Inhalte, zugegriffen und

das gezeigte Verhalten gesteuert werden [Roesch et al., 2006].
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interner und externer Langzeit-Reprasentationen
Kontext von Gedachtnisinhalten

Kortex

stimulusunabhéngige Antizipation
belohnungs-assoziierter Situationen
Detektion und Enkodierung

HCF relationaler Beziehungen
Generierung von zwischen beliebigen Stimuli
"Erwartungsmomenten” /

OFC Re-Initiation des Lernens

Stimulus-KONFIGURATIONEN

internalisiertes, antizipatorisches Modell
der zukinftigen Realitat
zur Steuerung des Verhaltens

zwei gr

1. “Lernen”: Stimuluswahrnehmung, -aufnahme, -verarbeitung,

-speicherung und -integration
VS ABL 2. “Steuerung”: Annaherung/Herbeifiihrung der in 1. erfahrenen
Situation auf Grundlage der entsprechenden Erwartungsmomente
Verhaltensausfilhrung passive Enkodierung von Assoziationen

zwischen beliebigen Stimuli und
einer Belohnung/Bestrafung

Stimulus-KOMBINATIONEN

Abbildung 5.1: Generierung situationsspezifischer Erwartungsmomente
ABL = basolateraler Komplex der Amygdala, HCF = hippokampale Formation, OFC =
orbitofrontaler Kortex, VS = ventrales Striatum. (nach [Roesch et al., 2006]).

Aus der dargestellten Konnektivitdt des OFC ergibt sich eine besondere
Funktion dieser Region als Verbindungselement zwischen den Arealen des lim-
bischen Systems und dem Kortex, wodurch eine Integration einfacher assozia-
tiver Informationen aus der Amygdala mit gespeicherten Gedéchtnisinhalten
und aktuellen relationalen Informationen hinsichtlich perzipierter Stimuli er-
moglicht wird. Der aktuellen Sichtweise folgend generiert der OFC aus der
Integration einfacher Stimulus-Belohnungs-Assoziationen mit dem aktuellen
extern-sensorischen und einem internen, verhaltens-implikativen Kontext ex-
plizite, antizipatorische Erwartungsmomente [Roesch et al., 2006]. Diese kon-
nen dann auch unabhéngig von der aktuellen Verfiigbarkeit der entsprechenden
Stimuli als Basis fiir die Formulierung verhaltenssteuernder Direktiven genutzt
werden, welche auf das Erhalten bzw. Vermeiden der entsprechenden Beloh-
nung abzielen. Dabei werden die relevanten Erwartungsmomente kontinuier-
lich mit dem aktuell vorliegenden Kontext verglichen, wodurch das Verhalten
entsprechend modifiziert und ggfs. ein neuer Lernprozess initiiert werden kann.

Die neuronale Aktivitidt im OFC représentiert also nicht blofl eine in der
Vergangenheit reliable Assoziation einer spezifischen Stimuluskombination mit
einem bestimmten affekt-relevanten Ereignis, sondern die antizipatorische Er-
wartung des Organismus, ob unter den gegenwirtigen Umstédnden bei Ausfiih-
rung der abgeleiteten Verhaltensdirektiven dasselbe Ereignis mit hoher Wahr-
scheinlichkeit erneut auftritt und die Belohnung erhalten werden kann. Dies

erlaubt dem Tier sein Verhalten flexibel zu steuern und Belohnungen aktiv
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aufzusuchen bzw. Bestrafungen zu vermeiden und zwar auch dann, wenn kein
unmittelbarer sensorischer Zugang zu den jeweils mit dem Ereigniss assoziier-
ten Stimuli besteht.

Eine Lésion des OFC resultiert mithin in der Unfihigkeit der betroffenen
Tiere ihre Erwartungsmomente an eine Verdnderung des Kontexts anzupassen
und ihre Verhaltensstrategien effektiv zu modifzieren. Dies gilt auch fiir Trans-
sektionen der Fimbria-Fornix als wichtigster Verbindung des OFC mit der HCF
[Whishaw et al., 1986, 1992]. Phéinotypisch tritt diese Beeintrichtigung - un-
abhéngig von dem jeweils verwendeten Testparadigma - als perseverierendes
und nunmehr ineffektives Anwenden eines zuvor erlernten Verhaltens in Er-
scheinung. Die Belege fiir die Validitdt dieses Funktionsmodells des OFC sind
vielfiltig (fiir eine Ubersicht siehe [Roesch et al., 2006]).

Bezogen auf die konkrete Situation im Verlauf des MWM Experiments ge-
schieht also Folgendes: Innerhalb weniger Versuche erlernen die Mause die As-
soziation Plattform + Ausgang = Belohnung. Diese sehr einfache Verkniipfung
findet vor allem in der Amygdala statt und ist um so stirker, je hiufiger der
Versuch unter gleichen Bedingungen wiederholt wird [Saddoris et al., 2005].
Da die Tiere auch bei nicht selbststéindigem Erreichen der Plattform auf dies-
selbe gesetzt werden, ist das Kniipfen dieser Assoziation unabhéngig von der
Effektivitat der eingesetzten Suchstrategien.

Im OFC erfolgt nun die Integration mit dem relevanten Kontext zu welchem
im Falle der MWM besonders die wahrgenommenen visuellen Landmarken ge-
horen. Aufgrund des in der vorliegenden Arbeit verwendeten MWM Proto-
kolls verbleibt die Position der Zielplattform relativ zu den verfiigbaren visu-
ellen Landmarken jeweils fiir zahlreiche Versuche konstant. Die so vorliegende
spezifische, raumliche Konfiguration wird in dieser Zeit fester Bestandteil des
im DG befindlichen Enkodiermechanismus (s.o.). Sie etabliert sich so als kon-
stanter Bestandteil der vom OFC als Kontext mit der Plattform-Belohnungs-
Assoziation verkniipften Informationen. Daher kénnen die Tiere auf der Grund-
lage der entsprechenden Erwartungsmomente unter Antizipation der dort be-
findlichen Belohnung die Plattform nach kurzer Zeit zielgerichtet ansteuern.

Fin Wechsel der Plattformposition im Rahmen der reversal-Variante des
MWM Experiments bedingt im Falle eines intakten DG eine effektive Adap-
tation des Enkodiermechanismus an die verdnderten Stimuluskonfigurationen,
wodurch auch die dem OFC zur Verfiigung stehenden Kontextinformationen
nach kurzer Zeit der veréinderten Situation entsprechen und so die Erzeugung
modifizierter, effektiver Verhaltensstrategien erlauben [Wiskott et al., 2006].
Erfolgt die Adaptation des DG wie in den TMZ behandelten Tieren nicht, er-

folgt die Enkodierung der aus der verdnderten Situation perzipierten Informa-
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tionen unter Zuhilfenahme eines nun ineffektiven Enkodiermechanismus. Dem
OFC stehen daher nun keine korrekt enkodierten und im Gedéchtnis reprisen-
tierten Kontextinformationen mehr zur Verfiigung, weshalb konsequenterweise
auch die resultierenden Erwartungsmomente hinsichtlich der nun vorliegenden
Situation fehlerhaft sind, bzw. den zuvor gelernten Mustern &hneln. Der beob-
achtete Phénotyp einer perseverierenden Anwendung vor dem Veréndern der
Plattformposition erlernter Verhaltensstrategien entspricht somit seiner Form
nach exakt dem nach einer OFC-Lésion dokumentierten Verhalten, obwohl die
Ursache im DG der HCF zu finden ist.

Der in der vorliegenden Studie erhobene Befund spezifischer Defizite im Rah-
men des reversal-Lernens steht also in keinen Widerspruch zu einer intakten
Funktion des OFC. Vielmehr stellen die beobachteten Daten also nicht nur
die Bestitigung eines theoretischen Modells zur funktionalen Relevanz adulter
Neurogenese im DG dar, sie fiigen sich auch zwanglos und plausibel in den
grofleren funktionalen Kontext einer Interaktion der HCF mit anderen Hirnre-

gionen ein.

5.3.3 Die pharmakologische Suppression adulter Neurogenese
resultiert in einem Phanotyp, welcher in vergleichbarer Weise
auch nach altersbedingten oder pathologischen
Verdanderungen des cholinergen Systems beobachtet wird.

Acetylcholin (ACh) moduliert die glutamaterge und GABAerge Neurotrans-
mission im HC und dient der Etablierung des Thetarhythmus in vivo. Die vom
medialen Septum und dem Nucleus basalis Meynert zur HCF ziehenden Fa-
sern bilden die cholinergen Hauptafferenzen des HC. Anatomisch erreichen sie
diesen primir als Teil der Fimbria/Fornix. Das cholinerge System ist fiir einen
effektiven Wechsel zwischen den beiden grundlegenden Arbeitsmodi des HC,
dem Enkodieren neuer Informationen und dem Abrufen bereits gespeicherter
Inhalte von entscheidender Bedeutung und dariiber hinaus an der Regulation
der Uberlebenswahrscheinlichkeit adult generierter Neurone im DG beteiligt
[der Borght et al., 2005a, Cooper-Kuhn et al., 2004].

Im Verlauf des normalen Alterungsprozesses, jedoch vor allem im Kontext
der Alzheimer Demenz (AD) kommt es zu einer zunehmenden Degeneration
cholinerger Neurone des basalen Vorderhirns. Konsequenterweise reduziert sich
so auch der inhibitorische Einfluss des AChs auf die autoassoziative Aktivitét
des rekurrenten CA3 Netzwerk, so dass der relative Einfluss neuer, vom DG
stammender Informationen im HC abnimmt [Wilson et al., 2006]. Phénoty-
pisch manifestiert sich dieser Umstand in einer signifikant erhohten Rigiditéit

bereits gespeicherter Inhalte und einer damit verbundenen Plastizitatsreduk-
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tion bei der Exposition gegeniiber einer verdnderten Umwelt. In dieser Hinsicht
gleichen die in Folge eines normalen Alterungsprozesses auftretenden Beein-
triachtigungen den in der vorliegenden Studie beobachteten Verdnderungen in
Folge einer TMZ Applikation. Aufgrund dieser Ahnlichkeit muss hier disku-
tiert werden, ob fiir die oben dargestellten Befunde eine Suppression adulter
Neurogenese im DG oder aber eine unspezifische Wirkung auf Strukturen des
basalen Vorderhirns verantwortlich zeichnet.

Die antiproliferative Wirkung des TMZ entfaltet sich systemisch in allen
Regionen des Gehirns und im iibrigen Organismus. Eine spezifische, auf die
cholinergen Kerne des medialen Septums oder den Nucleus basalis Meynert be-
schrinkte Wirkung ist daher aufgrund des Wirkungsmechanismus des TMZ als
unwahrscheinlich anzunehmen. Eine allgemeine Inhibition cholinerger Neurone
wie z.B. im Hirnstamm ist ebenfalls auszuschliessen, da keine schwerwiegen-
den allgemeinen, physiologischen oder verhaltensbiologischen Verdnderungen
beobachtet werden.

Im Kontext signifikant beeintrichtigter Gedéchtnisfunktionen in alten oder
an AD erkrankten Gehirnen beginnt der cholinerge Einfluss auf die adulte Neu-
rogenese im HC eine bivalente Rolle zu spielen. Die gezielte Ablation cholinerger
Neurone im medialen Septum resultiert hier - neben einer drastisch erhéhten
Rigitédt zuvor gespeicherter Gedéchtnisinhalte in Folge einer nicht mehr effektiv
inhibierten, autoassoziativen Aktivitit der CA3 Pyramidenzellen - in einer si-
gnifikanten Reduktion der Uberlebenswahrscheinlichkeit adult generierter Neu-
rone im DG. Der auftretende Phianotyp umfasst wie bei den TMZ behandelten
Maéusen primér eine Beeintriachtigung des reversal-Lernens. Verbindendes Ele-
ment ist das Vorliegen einer signifikant geringeren Anzahl adult generierter
Kornerzellen im DG, entweder in Folge einer reduzierten cholinergen Aktivitét
oder aber aufgrund der antiproliferativen Wirkung des TMZ.

Das Auftreten eines weitestgehend iibereinstimmenden Phinotypen muss als
Argument fiir einen entscheidenden Beitrag reduzierter adulter Neurogenese im
DG bei der Entstehung der gefundenen Defizite aufgefasst werden. Die zusétzli-
che Schwichung des relativen Einflusses neuartiger Aktivitdtsmuster aufgrund
der in Folge des ACh Mangels verminderten Inhibition der intrinischen Aktivi-
tidt des CA3 Netzwerkes verstiarkt den Effekt einer Plastizitéitsreduktion noch,
was sich auch in den z.T. stérker defizitdren Phénotypen von Organismen mit
einer Dysfunktion des cholinergen Systems widerspiegelt [Wilson et al., 2006].

Wie bereits zuvor fiir Lasionen des OFC dargestellt, fiigen sich somit die in
der vorliegenden Studie erhobenen Befunde gut in das bereits zur Thematik
einer alterungsbedingten Dysfunktion des cholinergen Systems vorhandene Da-

tenmaterial ein. Demgegeniiber kann eine Wirkung der TMZ Applikation auf
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das serotonerge, dopaminerge oder adrenerge System ausgeschlossen werden.

5.3.4 Die Entwicklung eines vergleichbaren Phanotyps in Folge
einer Inaktivierung von CD4* T-Lymphozyten und bei p27-/-

KO Mausen bestitigt die kausale Beziehung zwischen einer

supprimierten adulten Neurogenese und dem beobachteten

Plastizitatsdefizit.

Eine Bestétigung der Spezifitit des in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Phénotypen ergibt sich aus der Beobachtung grundsétzlich d&hnlicher Verhal-
tensdefizite in der MWM bei Miusen nach Inaktivierung CD4" T-Lymphozyten
[Wolf S.A., 2007]. Die Eradikation CD4" peripherer T-Lymphozyten resul-
tiert in einer signifikanten Reduktion adulter hippokampaler Neurogenese. Im
MWM Test zeigten die betroffenen Tiere eine spezifische Beeintrichtigung des
reversal-Lernens, was eine klare Analogie zu den in der vorliegenden Studie er-
hobenen Befunden darstellt. Von besonderer Bedeutung ist hier die Tatsache,
dass die Suppression adulter Neurogenese im HC im Kontext einer grundsétz-
lich anderen Fragestellung erfolgt, jedoch in einem vergleichbaren Phéanotypen
resultiert.

In p27/~ KO Miusen kénnen sich die neugeborenen Zellen der SGZ nicht
zu funktionsfahigen, rekrutierbaren Granulozyten differenzieren, was im End-
ergebnis zu einer signifikant reduzierten adulter Neurogenese im DG fiihrt. Da
diese Tiere im Rahmen eines Projektes der Arbeitsgruppe Kempermann unter-
sucht wurden, konnte das MWM-Verhalten unter Verwendung des auch in der
vorliegenden Arbeit entwickelten Klassifikationsalgorithmus analysiert werden.
Die p277/~ Tiere zeigen eine signifikante Beeintrichtigung des reversal-Lernens
in der MWM und damit einen vergleichbaren Phénotypen [Hoerster H., 2007].
Auch wenn diese Ergebnisse noch einer statistischen Uberarbeitung bediirfen,
unterstiitzen sie die Sperzifitit und Validitdt der in der vorliegenden Studie

erhobenen Befunde.
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5.4 Aus den erhobenen Daten und der Analyse des
MWM Protokolls kann eine allgemeine funktionale

Hypothese abgeleitet werden.

Die verfligbare Literatur zur funktionalen Relevanz adulter Neurogenese im
HC ist sehr umfangreich. Wie zuvor unter 2.2.6 dargestellt, erweist sich die
Vielfalt der unter Nutzung verschiedenster Paradigmen erhobenen experimen-
tellen Daten z.T. als widerspriichlich. Eine durchgéngig einheitliche Hypothese
zu Funktion der neugeborenen Zellen fehlt, so dass sowohl bei der Interpreta-
tion bereits durchgefiihrter als auch bei der Planung zukiinftiger Experimente
keine gemeinsame Strategie existiert. Die spezifischen Anforderungen des in
der vorliegenden Studie verwendeten Versuchsprotokolls an die Netzwerke der
HCF konnen jedoch in Verbindung mit theoretischen Vorstellungen hinsichtlich
deren Funktion und den hier erhobenen Daten zu Ableitung einer fundierten,
allgemeinen Hypothese zur Funktion adulter hippokampaler Neurogenese ver-
wendet werden.

Die im Folgenden vorgeschlagene Hypothese basiert auf der detaillierten Be-
trachtung und einem Vergleich der jeweils benutzten Protokolle einer beispiel-
haften Auswahl von rdumlichen Lernparadigmen. Aus zunéchst nur subtil er-
scheinenden, jedoch in Hinsicht auf die an das Tier im Verlauf des Experi-
ments gestellten Herausforderungen entscheidenden Unterschiede ergeben sich
im Kontext der Verfiigbarkeit bzw. des Fehlens plastischer, adult generierter
Neurone die beobachteten Phénotypen.

Da in der vorliegenden Arbeit nur Tiere des Stammes C57BL6 verwendet
werden ist das beobachtete Verhalten grundsétzlich zunéchst als speziesspezi-
fisch aufzufassen. Daher wird die vorgeschlagene Hypothese beispielhaft an zwei
verschiedenen MWM Experimenten anderer Autoren diskutiert und auf einen
place-recognition Test als alternatives Beispiel fiir das rdumliche Referenzge-
déchtnis (Langzeitgedéchtnis) angewendet. Abschlieflend dient eine neuere Stu-
die von [Saxe et al., 2007] als Ausgangspunkt fiir eine Diskussion der Bedeutung
der aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit abgeleiteten Hypothese fiir

das rdumliche Arbeitsgedichtnis (Kurzzeitgeddchtnis).
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5.4.1 Hypothese: Adulte hippokampale Neurogenese ermoglicht
das effektive Erlernen neuer verhaltensrelevanter Regeln im
Kontext einer bekannten Umgebung, fiir die bereits erlernte
Regeln existieren.

Eine Pridiktion des oben vorgestellten Modells von [Wiskott et al., 2006] lautet,
dass eine weitgehende Ablation adulter Neurogenese im HC zu einer signifikant
beeintriachtigten Fihigkeit des betroffenen Organismus fithrt, sein Verhalten
effektiv an neuartige Umweltbedingungen anzupassen. Diese Pradiktion wird
durch die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente grundlegend
bestétigt.

Wie oben dargestellt, dient der DG als Enkodiermechanismus, welcher die
effiziente Speicherung und Nutzung der den HC aus dem EC erreichenden
Informationen ermdglicht. Signifikantes Merkmal der hippokampalen Informa-
tionsverarbeitung ist die Repréasentation und Nutzung von Stimuluskonfigura-
tionen aus der wahrgenommenen Umwelt. Als Stimuluskonfigurationen treten
nicht nur Verkniipfungen rédumlich arrangierter Objekte auf, sondern, nach er-
folgter Integration einfacher Assoziationen aus der Amygdala mit relevanten
Kontextinformationen (im OFC (Abb. 5.1)) auch Relationen von Orten und
verhaltensrelevanten Ereignissen, wie z.B. das Auffinden der Zielplattform in
der MWM.

Nimmt ein Tier an einem Versuch teil, werden nach erfolgter Redundanz-
kompression und Erzeugung eines schwachbesetzen Kodes im kompetitiven
Netzwerk des DG alle relevanten Relationen in einer entsprechenden Modi-
fikation beteiligter synaptischer Verbindungen représentiert. Das wiederhol-
te Auftreten derselben Stimuluskonfigurationen resultiert in einer stirkeren
Potenzierung der entsprechenden synaptischen Verbindungen gegeniiber sol-
chen, welche anderen, nicht repetitiv auftretenden Konfigurationen zugeordnet
sind [Changeux et al., 1976]. Neuartige Stimuluskonfigurationen werden primér
durch junge und plastische Kérnerzellen kodiert, wohingegen die bereits eine
LTP-verstdrkte Verbindung eingegangenen Zellen weiterhin ihre jeweiligen Re-
lationen repriisentieren [Rolls, 1994, Dupret et al., 2007]. Mittelfristig besteht
jedoch auch bei den maturierten Koérnerzellen iiber eine LTD die Mdoglichkeit
einer Verdnderung ihrer synaptischen Gewichte [Rolls, 1996].

Als allgemeine Hypothese zur Funktion adulter Neurogenese im DG kann
mithin das Ermoglichen des effektiven Erlernens neuartiger verhaltensrelevan-
ter Regeln postuliert werden. Dies gilt jedoch nur im Kontext dem jeweiligen
Organismus bekannter Umgebungen und, wenn fiir diese bereits zuvor erlern-

te, auf reliablen Regularititen basierende Regeln existieren. Miissen aufgrund
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signifikanter Verdnderungen der Umgebung fiir das Ausbilden effektiver Ver-
haltensstrategien neuartige, von den bereits bestehenden abweichende Regeln
neu erlernt werden, sind hierzu verfiigbare, adult generierte Granulozyten fiir
eine spezifische Adaptation des im DG implementierten Enkodiermechanismus
erforderlich.

In der folgenden Darstellung von Stimuluskonfigurationen werden im Sinne
einer besseren Anschaulichkeit nur die wichtigsten fiir das Erlernen der MWM
erforderlichen Stimuli beriicksichtigt. Relevant sind alle moglichen Start- und
Zielpositionen, eine beliebige Anzahl externer visueller Landmarken sowie die
jeweilige relative, rdumliche Lage dieser Elemente zueinander. Der exakte Me-
chanismus einer neuronalen Représentation der Stimuluskonfigurationen im
Enkodiernetzwerk des DG kann aufgrund der vorliegenden Daten nicht detail-
liert betrachtet, jedoch auch zunéchst im Rahmen der vorliegenden Arbeit ver-
nachléssigt werden, da hier nur die grundsétzliche funktionale Relevanz adult

generierter Neurone von Interesse ist.

5.4.2 Das MWM Protokoll nach Wolfer et al. erlaubt die Formung
fester verhaltensrelevanter Regeln auf der Grundlage der
Konfiguration visueller Landmarken, welche im Falle einer
Zielverschiebung durch neue Regeln ersetzt werden miissen.

Fiir das in der vorliegenden Studie verwendete Wolfer-Lipp Protokoll sind
Start- und Zielposition jeweils fiir alle sechs Einzelversuche eines Tages kon-
stant [Wolfer et al., 1998]. Daher treten die Relationen zwischen allen in diesen
Versuchen eines Tages relevanten Stimuli wiederholt auf und es kommt im
Verlauf des Experiments zu einer signifikanten Verstéirkung der entspechen-
den synaptischen Verbindungen im DG. Aus der Perspektive des Tieres stellen
diese Stimuluskonfigurationen eine reliabel auftretende und fiir eine effekti-
ve Verhaltenssteuerung geeignete Regularitéit dar. Eben solche werden im DG
detektiert und als Grundlage fiir eine effektive Kodierung von Informationen
verwendet, da sich in ihnen die statistischen Eigenschaften der eingehenden
multimodalen sensorischen Informationen spiegeln. Die effektive Repréisenta-
tion stabiler, regulér auftretender Stimuluskonfigurationen ist eine notwendige
Voraussetzung fiir die Formulierung situationsspezifischer Verhaltensstrategien
auf der Grundlage der Integration einfacher Stimulus-Belohnungsassoziationen
mit dem jeweiligen Kontext im OFC (s.o0.).

An Tag zwei des MWM Experiments wird lediglich die Startposition ver-
dndert, alle anderen Stimuluskonfigurationen sind weiterhin giiltig. Im Verlauf
der an diesem Tag stattfindenden sechs Einzelversuche werden also einige dieje-

nigen synaptischen Verbindungen erneut durch das wiederholte Auftreten der
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jeweiligen Relationen verstirkt, bei denen bereits am ersten Versuchstag ei-
ne robuste LTP induziert wurde. In dem vorliegenden Beispiel sind das die
Relationen zwischen den externen Landmarken und der Zielplattform. Die In-
duktion einer LTP fiir die Verbindung des zweiten Startpunktes mit der Ziel-
position erfolgt in einer fiir den Startpunkt des ersten Tages vergleichbaren
Stérke und erfordert als neuartiger Aspekt der Umgebung die Verfiigbarkeit
plastischer Kornerzellen. Liegen diese wie bei den TMZ Tieren nicht in einem
ausreichenden Umfang vor, kann die Effizienz der spatialen Navigation in der
MWM nicht in vollem Umfang gesteigert werden. Dies wird durch die oben
vorgestellten Daten sowohl quantitativ als auch qualitativ belegt.

Das Auftreten einer spezifischen Kompensationsreaktion stellt hier einen wei-
teren Aspekt einer in Folge der Ablation adulter Neurogenese auftretenden
Reduktion der funktionalen Plastizitdt im DG dar: Geht man von einer Be-
eintrichtigung der Fahigkeit aus auch neuartige, die gesamte Situation nicht
grundlegend verdndernde Stimuluskonfigurationen in effektiver Weise fiir den
Entwicklungsprozess zunehmend préziser Suchstrategien nutzen zu kénnen, ist
das Auftreten signifikanter Effekte gerade dann zu erwarten, wenn normaler-
weise der Ubergang zu den Suchmustern erfolgt, welche eine flexible Nutzung
differenzierter Repriisentationen von Stimuluskonfigurationen erfordern. Tat-
séchlich markiert der kompensatorisch quantitativ und qualitativ modifizierte
Einsatz der SCANNING und DIRECTED SEARCH Strategien das Fehlen einer er-
folgreichen Progression zu den prizisesten und effektivsten Suchmustern.

Am dritten Versuchstag gestalten sich die Ereignisse hinsichtlich der neuro-
nalen Représentation von Relationen analog zu denen des zweiten Tages, so
dass unmittelbar vor der Verschiebung der Zielposition folgende Situation im
DG vorliegt: Die Relationen zwischen den externen Landmarken und der Ziel-
position finden sich im Enkodiermechanismus aufgrund ihres massiv repetitiven
Auftretens gegeniiber allen anderen im Versuchsverlauf vorkommenden Stimu-
luskonfigurationen in einer signifikant gréfieren Stéirke repriasentiert. Da es sich
beim DG um ein kompetitives Netzwerk handelt, kommt es zu einer dauerhaf-
ten Modifikation der entsprechenden synaptischen Gewichte exklusiv zwischen
solchen Kornerzellen, welche die aus Sicht des Tieres als regulér aufzufassenden
Konfigurationen reprisentieren [Rolls, 1996]. Dabei kann davon ausgegangen
werden, dass im Verlauf der drei Tage bzw. 18 Versuche andauernden Phase des
Experiments eine bestimmte Gruppe adult generierter und plastischer Koérner-
zellen funktional in das neuronale Netzwerk des DG integriert wird [Changeux
et al., 1976, Dupret et al., 2007, Kee et al., 2007].
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Wolfer et al.

I [] aktuellenorherige Zielposionen
FYe) erige Startpositonen
A

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Abbildung 5.2: Stimuluskonfigurationen bei [Wolfer et al., 1998]
Dargestellt sind die ersten vier Versuchstage. Neu auftretende Relationen sind rot dargestellt,
repetitive in schwarz. Die Dicke der Verbindungslinien ist zur Anzahl der Wiederholungen

direkt proportional.

Die schematische Darstellung der Verhiltnisse des vierten Tages lédsst das
nun auftretende Problem offensichtlich werden (Abb. 5.2). Im Gegensatz zu
den drei Tagen der ersten Versuchsphase dndert sich jetzt neben dem Start-
punkt auch die Position des Ziels und seiner Relation zu externen Landmarken.
Da die Stimuluskonfigurationen der alten Zielposition jedoch als reliable Re-
gularitdt prominent im Enkodiermechanismus des DG représentiert sind, muss
die nun vorliegende Abweichung von eben dieser Regel vor dem Hintergrund
einer effektiven Anpassung der verwendeten Verhaltensstrategien an die neue
Situation auf orthogonale Weise behandelt werden. Hierfiir sind junge und pla-
stische Kornerzellen notwendig, um die neuartigen Aspekte der zwar dhnlichen,
jedoch signifikant verédnderten Verhéltnisse zu kodieren.

Sind solche jungen Zellen jedoch nicht in einem ausreichenden Umfang ver-
fiigbar, kann der Enkodiermechanismus nicht effektiv an die verdnderte Sta-
tistik der modifizierten Umgebung angepasst werden. In Folge dieses Plastizi-
tétsdefizits kommt es zu der oben dargestellten perseverierenden Préferenz fiir
die erste Zielposition, da nun im Kontext verénderter Stimuluskonfigurationen
auch die auf der Funktion des HC basierenden und im OFC als Kontextinfor-
mation zur Generierung effektiver Verhaltensstrategien genutzten Inhalte nach
Anwendung eines inaddquaten Enkodiermechanismus im DG fehlerhaft vorlie-
gen. Das betreffende Tier generiert seine Handlungsstrategien mithin auf der

Grundlage inkorrekter Kontextinformationen.

5.4.3 Das erfolgreiche Erlernen der ersten MWM Phase fallt
zeitlich mit der Entfernung iiberschiissiger junger Neurone im
DG durch Apoptose zusammen.

Haben die Tiere eine Aufgabe erlernt, werden keine weiteren neuen Neurone zur

Représentation mehr benétigt und iiberzéhlige Zellen durch apoptotische Pro-

131



zesse entfernt [Dupret et al., 2007]. Bedeutsam ist im Vergleich der Publikation
von [Dupret et al., 2007] mit der vorliegenden Studie die Vergleichbarkeit des
von den getesteten Tieren zum Erlernen der MWM mit dem bis zum Beginn der
Apoptoseprozesse verstreichenden Zeitraumes. Hierdurch wird die Hypothese
der Entstehung eines auf die vorliegende Stimuluskonfiguration abgestimmten
Enkodiermechanismus und dessen zunehmende Stabilisation iiber zahlreiche
Versuche hinweg aufgrund der wiederholten Verfiigbarkeit relevanter Stimuli

grundsétzlich unterstiitzt.
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5.4.4 Die Anwendung der vorgeschlagenen Hypothese auf
verschiedene MWM Protokolle erlaubt eine sinnvolle
Interpretation zunachst widerspriichlich erscheinender
Ergebnisse in einem gemeinsamen Kontext.

Um eine sinnvolle Einordnung der hier erhobenen Befunde in den Kontext be-
reits zur funktionalen Relevanz adulter Neurogenese durchgefiithrter Studien
anderer Autoren zu ermoglichen, muss ein Vergleich auch mit zunéchst wi-
derspriichlich erscheinenden Ergebnissen durchgefiihrt werden. Exemplarisch
werden hier die MWM Daten der Studien von [Saxe et al., 2006] und [Madsen
et al., 2003] zur Diskussion der aus den Daten der vorliegenden Arbeit abgelei-
teten Hypothese herangezogen, da die jeweils benutzten Protokolle verbreitet
fiir MWM Anwendung finden.

Die Ablation adulter Neurogenese durch den Einsatz ionisierender Strahlung
oder eines genetischen Konstruktes resultierte in den Studien von [Saxe et al.,
2006] und [Madsen et al., 2003] nicht in signifikanten Verinderungen des von
den Tieren gezeigten Lernverhaltens und ihrer Leistung in der MWM. Dieses
Ergebnis steht zunéchst in Widerspruch zu den hier vorgestellten Daten. Eine
detaillierte Analyse des von den Autoren der zitierten Studien verwendeten
Versuchsprotokolle zeigt jedoch, dass die zunéichst unerheblich erscheinenden
Unterschiede zu dem in der vorliegenden Studie benutzten Protokoll vor dem
Hintergrund der vorgeschlagenen Hypothese eine signifikante Bedeutung erhal-
ten. Aufgrund dieser Hypothese kénnen die zunéchst widerspriichlich erschei-
nenden Ergebnisse beider Studien zur funktionalen Relevanz adulter Neuroge-

nese in einem gemeinsamen Rahmen sinnvoll interpretiert werden.

5.4.5 Das MWM Protokoll nach Saxe et al. beinhaltet zahlreiche,
in schneller Abfolge stattfindende Verdanderungen der
raumlichen Konfiguration verhaltensrelevanter Stimuli,
wodurch die Formung fester Regeln verhindert wird.

Das von [Saxe et al., 2006] verwendete Protokoll entspricht dem DMP Protokoll
nach [Steele et al., 1999] (s.o.) und unterscheidet sich in mehrfacher Hinsicht
von dem in der vorliegenden Arbeit durchgefithrten MWM Experiment (Ta-
belle 5.1). Quantitativ werden an nur vier Versuchstagen, lediglich vier (33%
weniger) und zudem nur 60 s lange (um 50% kiirzere) Einzelversuche durchge-
fithrt. Das Intervall zwischen den Versuchen (ITI) ist hingegen 15 min kiirzer,
was vor allem auf den erheblich geringeren Zeitbedarf fiir einen vollstandigen
Gruppendurchlauf zuriickzufiithren ist. Von besonderer Bedeutung sind die qua-

litativen Unterschiede. So erfolgt der Wechsel der Startpositionen nicht singular
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am Anfang eines jeden Versuchstages, sondern zu Beginn jedes Einzelversuchs.

Die Position der Zielplattform ist nicht fiir zunéchst drei und dann wieder zwei

Versuchstage konstant; sie dndert sich fiir jeden Versuchstag.

‘ Wolfer et al. ‘ Madsen et al.

Saxe et al.

Versuche pro Tag 4 6 5
Versuchstage pro Woche 4 5(4) 5
maximale Versuchsdauer 60 s 120 s 60 s

Zeit zwischen den Versuchen (ITI) 15 min 25 min 5 min
Wechsel der Plattformposition jeden Tag nach 3 (2) Tagen niemals
Wechsel der Startposition fiir jeden Versuch fiir jeden Tag fiir jeden Versuch

Tabelle 5.1: Vergleich der MWM Protokolle Saxe et al., Wolfer et al. und
Madsen et al.

Zusammengefasst ist also die durchschnittliche Frequenz signifikanter Ande-
rungen der durch den Versuchsaufbau und -ablauf konstituierten Umgebungs-
bedingungen und Stimuluskonfigurationen erheblich hoher als fiir das Protokoll
von [Wolfer et al., 1998]. Werden nun die Repriisentationen aller relevanten Sti-
muluskonfigurationen im DG der getesteten Tiere in analoger Weise zu dem in
der vorliegenden Arbeit durchgefiithrten MWM Versuch dargestellt, ergibt sich
ein grundsétzlich verschiedenes Bild (Abb. 5.3).

Saxe et al.

RN

Tag 1

Tag 2

Tag 3

Abbildung 5.3: Stimuluskonfigurationen bei [Saxe et al., 2006]
Erstmalig auftretende Stimuluskonfigurationen sind rot dargestellt. Die Dicke der Verbin-

dungslinien ist zur jeweiligen Expositionszeit direkt proportional.

Aufgrund des hiufigen Wechselns der Start- und Zielpunkte liegt mit Aus-
nahme des spatialen Arrangements externer Landmarken untereinander (nicht
dargestellt) keine eindeutig repetitive Konfiguration von Stimuli vor. Aus der
Perspektive der getesteten Tiere fehlt somit eine eindeutige Regularitdt hin-

sichtlich des Auftretens reliabler und fiir das Losen der Lernaufgabe hilfreicher
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Konfigurationen von Umgebungsvariablen. Da jede Zielposition nur fiir die vier
Einzelversuche eines einzelnen Versuchstages giiltig ist, muss bei der Exposition
gegeniiber einer beziiglich der Plattformposition verdnderten Versuchsbedin-
gung keine bereits vorhandene und durch eine starke LTP manifestierte Regel
verdndert werden. Fiir das von [Saxe et al., 2006] verwendete DMP Protokoll
gilt vielmehr: Der hiufige Wechsel, die Instabilitéit der spatialen Relationen
zwischen externen Landmarken, Start- und Zielpunkten ist die Regel und eben
nicht das zumindest {iber einen gewissen Zeitraum stabile Vorliegen distinkter
Stimuluskonfigurationen.

Die oben aufgezeigten Differenzen bei den quantitativen Parametern des Ver-
suchsprotokolls kénnen zu diesem Effekt in erheblichem Mafle beitragen, da
auch sie die Entstehung von Repriisentationen reliabler Regularitéiten nicht
in einem mit dem Protokoll nach [Wolfer et al., 1998] vergleichbaren Umfang

positiv beeinflussen.

5.4.6 Ein Vergleich der MWM Protokolle offenbart eine mogliche
Rolle von iiber Nacht stattfindenden
Konsolidierungsmechanismen.

Interessant ist dariiber hinaus eine mdgliche Rolle von iiber Nacht stattfinden-
den Konsolidierungsmechanismen bei der Entstehung des in den TMZ Tieren
beobachteten Plastizitdtsdefizits [Sirota et al., 2003]. Da die Position der Ziel-
plattform bei Benutzung des Wolfer Protokolls iiber mindestens zwei Tage hin-
weg stabil verbleibt, konnte das erneute Aktivieren von bereits wihrend des
Vortages etablierten und potenzierten sowie in den Ruhephasen zwischen den
Versuchstagen konsolidisierten synaptischen Verbindungen zu einer besonderen
Stabilisierung solcher spezifischer Reprisentationen fithren. Das DMP Proto-
koll bietet diese Moglichkeit nicht, da zwar moéglicherweise eine Konsolidierung,
jedoch keine Reaktivierung der entsprechenden Aktivitétsmuster am néchsten

Versuchstag erfolgt.

5.4.7 Das MWM Protokoll nach Madsen et al. enthdlt keinerlei
Verdanderung der raumlichen Konfiguration visueller Stimuli
und bildet so den ersten Teil des in der vorliegenden Studie
durchgefiihrten Experiments nach.

Andere Autoren beobachteten auch unter Verwendung eines alternativen Pro-
tokolls keine signifikanten Veridnderung in Folge einer Ablation adulter Neu-
rogenese [Madsen et al., 2003]. In dieser Studie werden die Tiere iiber einen

Zeitraum von fiinf Tagen getestet. An jedem Versuchstag werden fiinf Einzel-
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versuche mit einer maximalen Dauer von 60 s durchgefiihrt. Die Startposition
wechselt mit jedem Einzelversuch, wohingegen die Position der Zielplattform
fiir die Dauer des gesamten Experiments konstant bleibt (Tabelle 5.1). Dies
entspricht zu einem guten Teil der ersten Phase des in der vorliegenden Ar-
beit durchgefithrten MWM Experiments, bevor die Plattform verschoben wird.
Somit tritt eben jene Situation gar nicht erst auf, in der fiir eine effektive Ad-
aptation das Abweichen von einer zuvor gelernten Regel erfolgen muss (Abb.
5.4).

Madsen et al. und Dupret et al. - MWM

SNER AR AR

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Abbildung 5.4: Stimuluskonfigurationen bei [Madsen et al., 2003] und [Du-
pret et al., 2007]
Erstmalig auftretende Stimuluskonfigurationen sind rot dargestellt. Die Dicke der Verbin-

dungslinien ist zur jeweiligen Expositionszeit direkt proportional.

Da Madsen et al. keine qualitative Analyse der Daten durchfiihrten, konnten
die bereits frith in in der Akquisitionsphase fiir die TMZ Tiere beobachteten
qualitativen Unterschiede nicht beschrieben werden. Von besonderer Bedeu-
tung ist hier jedoch ein wichtiges Detail in der Darstellung der von den jewei-

ligen Gruppen gezeigten Latenzzeit (Abb. 5.5).
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TMZ Studie Madsen et al.

latency [s] latency [s]
90,00 40,00
®=CTR e =CTR

4=TMZ 9 4=IRR

80,00 35,00

70,00 30,00

60,00 25,00 1

50,00 20,00

40,00 15,00

30,00 10,00

20, T T T 1 5,00 T T
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Tag Tag

Abbildung 5.5: Latenzzeiten bei der vorliegenden Arbeit und [Madsen et al.,
2003]

Transiente signifikante Unterschiede zwischen Gruppen in der mittleren Akqui-

sitionsphase fiir die erste Plattformposition sind rot eingekreist. Die reversal-

Phase des in der vorliegenden Arbeit durchgefithrten MWM Experiments ist

fiir den Vergleich nicht von Bedeutung.

Hier zeigt sich an den Tag drei ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen, welcher zum Ende des Experiments hin wieder verschwindet. Diese
signifikante und voriibergehend auftretende Differenz zwischen den Gruppen-
leistungen findet sich in analoger Weise in den Daten des in der vorliegenden
Studie durchgefithrten Experiments und konnte hier aufgrund der qualitativen
Analyse eingehender charakterisiert werden. Die signifikant geringere Lernlei-
stung in einem Teil der Akquisitionsphase der MWM erklédren sich fiir die
TMZ-behandelten Tiere durch deren beeintrichtigte Fahigkeit einer effektiven
Progression hin zu den hochstwertigsten Suchstrategien. Ebenso gezeigt wur-
de fiir die TMZ Gruppe eine effektive Kompensationsreaktion, wodurch die
behandelten Tiere fiir die erste Plattformposition eine mit den Kontrolltieren
vergleichbare Lernleistung zeigen. Eine solche am Ende des Experiments iden-
tische Lernleistung wird auch bei Madsen et al. gefunden. Obwohl kein Zugang
zu dem originalen Datenmaterial besteht, erscheint es als wahrscheinlich, dass
der von [Madsen et al., 2003] beschriebene Verlauf der Schwimmzeiten auf
denselben qualitativen und quantitativen Effekten beruht, wie sie zuvor fiir
die TMZ-behandelten Tiere dargestellt wurden. Da die Ablation adulter Neu-
rogenese im HC bei Madsen et al. durch den Einsatz ionisierender Strahlung
erfolgte, stellt diese (wahrscheinliche) Analogie der Effekte unabhingig von der
verwendeten Ablationsmethode ein Argument fiir eine alleinige Abhéngigkeit
der beobachteten funktionalen Defizite von einer nicht ausreichenden Verfiig-

barkeit adult generierter, plastischer Kornerzellen im DG dar.
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5.4.8 Die vorgeschlagene Hypothese kann auch erfolgreich zur
Interpretation eines place recognition Tests als alternatives
Paradigma fiir raumliches Lernen angewendet werden.

Die beiden diskutierten Studien von [Madsen et al., 2003] und [Saxe et al., 2006]
konnen als exemplarisch fiir alle MWM Experimente betrachtet werden. Eine
Anwendung der hier vorgeschlagenen Hypothese ist auch auf andere rdumli-
che Lernparadigmen erfolgreich moglich und soll fiir das Paradigma des place
recognition Tests bei [Madsen et al., 2003] dargestellt werden.

Grundprinzip dieses Versuchs ist das Erkennen einer spezifischen Verénde-
rung in der Konfiguration des Y-férmigen Versuchsapparates (Abb. 5.6). All-
gemein wird angenommen, dass die Modifikation der rdumlichen Verhéltnisse
innerhalb der Versuchsarena zu einer gerichteten Reinitiation des Explorations-
verhaltens fithrt und sich die Tiere daher signifikant hiufiger nahe des rdumlich
verdnderten Ortes aufhalten.

Im Beispiel des diskutierten Experiments wird zunéchst ein Arm der Y-
Arena verschlossen, was eine erhebliche Verdnderung gegeniiber der Situation
in der Adaptationsphase darstellt. Konsequenterweise halten sich die getesten
Tiere nach erneuter Offnung des Arms im Normalfall signifikant hiufiger in
dem selbigen auf, da die stattgefundene Modifikation ein Explorationsverhal-
ten induziert. Voraussetzung hierfiir ist eine Wahrnehmung der Umgebungs-
verdnderung seitens der Tiere auf der Grundlage der Existenz entsprechender
Erwartungsmomente im OFC, welche wiederum auf préizisen Kontextinforma-

tionen des HC beruhen.
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Madsen et al. - place recognition

* — \C * — \C * [ J * [ ]
[ > Im1d [ ) Im1d 171 90s
\ O, \ O,
H — A H — A | A || A
Adaptation Adaptation erster Versuch zweiter Versuch
1x 5mins 1x 5mins 1x 3mins 1x 3mins
beide Arme offen beide Arme offen ein Arm geschlossen beide Arme offen
EM Stimuli verdeckt EM Stimuli verdeckt EM Stimuli sichtbar EM Stimuli sichtbar
] ] ]

Abbildung 5.6: Stimuluskonfigurationen fiir das place recognition Experi-
ments nach [Madsen et al., 2003]

Erstmalig auftretende Stimuluskonfigurationen sind rot dargestellt. Die Dicke der Verbin-

dungslinien ist zur jeweiligen Expositionszeit direkt proportional. IM = intra-maze Stimulus,

EM = extra-maze Stimulus.

Entscheidend sind auch hier - wie zuvor bei den diskutierten MWM Ex-
perimenten - zunéchst wenig bedeutend erscheinende Details des benutzten
Versuchsprotokolls. Die Tiere werden vor Beginn des eigentlichen Experiments
an den Versuchsaufbau gewohnt, indem sie an zwei aufeinanderfolgenden Ta-
gen fiir jeweils fiinf Minuten in das Labyrinth eingesetzt werden, wobei die
freie Sicht auf auflerhalb des Apparates befindliche visuelle Landmarken ver-
sperrt ist. In dieser Zeit entwickeln die Tiere bereits eine recht prézise und
stabile Représentation der rdumlichen Verhéltnisse innerhalb des vollsténdig
frei zugénglichen Y-Labyrinths [Per Andersen, 2006]. Im Rahmen der zuvor
vorgeschlagenen Hypothese bedeutet dies, dass sich der Enkodiermechanismus
des DG ebenfalls entsprechend anpasst. Interessant ist hier der Umstand, dass
zwischen beiden Adaptationsphasen ein Intervall von einem Tages liegt und
somit eine Konsolidierung iiber Nacht erfolgen kann [Sirota et al., 2003]. Fiir
das in der vorliegenden Arbeit durchgefithrte MWM Experiment stellt eben
dies, wie bereits zuvor gezeigt, einen wichtigen Unterschied zu den anderen
diskutierten Experimenten dar.

Einen weiteren Tag nach der erfolgten Adaptation beginnt der eigentliche
place recognition Test. Externe visuelle Stimuli sind nun sichtbar, einer der
Arme des Labyrinths ist jedoch verschlossen. Wie die roten Verbindungslini-
en in Abb. 5.6 zeigen, treten neu zu kodierende spatiale Konfigurationen nur

zwischen den offenen Armen des Labyrinths und den nun verfiigharen exter-
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nen Stimuli auf. Die bereits prominent vorhandene Konfiguration zwischen den
internen Elementen des Versuchsaufbaus bleiben hiervon unberiihrt. Vielmehr
findet sogar noch eine weitere Verstdrkung eines grofien Teils dieser Repré-
sentation statt. Wird nun das dritte Kompartiment des Labyrinths nach 90
s geoffnet kommt eine weitere neue Konfiguration zwischen diesem Teil des
Versuchsaufbaus und den externen Stimuli hinzu.

Betrachtet man die dargestellten Vorgéinge aus der Perspektive der vorge-
schlagenen Hypothese wird die Problematik im Falle einer supprimierten adul-
ten Neurogenese deutlich: Innerhalb der ersten zwei Tage erfolgt iiber einen
gegeniiber den eigentlichen Versuchsdurchgéngen lingeren Zeitraum (2x 300
s und 2x 180 s) eine repetitive Exposition gegeniiber einer bestimmten Sti-
muluskonfiguration, welche einen wesentlichen und zentralen Bestandteil des
Versuchsaufbaus darstellt. Die so entstandene neuronale Reprisentation der
im generellen Kontext der Versuchssituation aus Sicht des Tieres reliabel ver-
fiigharen Stimuluskonfigurationen wird, wie oben dargestellt, vom OFC zur
Formulierung eines situativen Erwartungsmoments genutzt, auf welchem dann
das gezeigte Verhalten basiert. Da diese Représentation recht stabil und dar-
iiberhinaus auch im Enkodiermechanismus des DG manifestiert ist, miissen
im Falle des Auftretens neuartiger Konfigurationen wie am ersten Versuchstag
weitere plastische Kornerzellen fiir eine der veréinderten Statistik entsprechen-
de Enkodierung rekrutiert werden. Stehen keine oder nicht ausreichend adult
generierte Zellen hierfiir bereit, kann die neue Situation im DG nicht effektiv in
orthogonaler Weise enkodiert und innerhalb des assoziativen Netzwerkes von
CA3 reprisentiert werden.

Im Falle des Y-Labyrinths sind die sich hieraus ergebenden Konsequenzen
gering, da ja die im Verlauf der Adaptationsphase geleistete Anpassung an die
zentralen internen Elemente der Arena im Unterschied zur Situation im MWM
Experiment nahezu alle relevanten Verhaltensweisen ermdoglicht. Das Vorliegen
nicht-orthogonal enkodierter Kontextinformationen im OFC resultiert mithin
nicht wie im Falle der MWM in einem grundsétzlich falschen, perseverieren-
den Verhalten. Ein solches fithrt im Kontext des Y-Labyrinths lediglich zu der
"Annahme” des Tieres, alle Teile der Arena seien frei zugéinglich. Die Reini-
tiation des Explorationsverhaltens bleibt konsequenterweise aus, da aufgrund
einer ineffektiven Enkodierung der neuartigen Situation im ersten Versuch das
Detail eines nun verschlossenen Arenakompartiments im OFC nicht zu einer
Anpassung des Verhaltens genutzt werden kann. Die bereits erlernte Verhal-
tensstrategie fiir den Fall uneingeschrinkt frei zugénglicher Labyrintharme wird
beibehalten. Ist dieser Zustand 90 s spéater im zweiten Versuch dann tatséch-

lich hergestellt, &ndert sich fiir die Tiere mit supprimierter adulter Neurogenese
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hinsichtlich ihres Erwartungsmoments nichts: Der in der Adaptationsphase ak-
quirierte Enkodiermechanismus funktioniert erneut einwandfrei und liefert nun
auch wieder korrekte Kontextinformationen. In gewisser Weise haben die be-
troffenen Tiere die kurzzeitige Verinderung gar nicht bemerkt.
Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dass in Analogie zu dem
in der vorliegenden Arbeit durchgefithrten MWM Experiment im Kontext einer
Ablation adulter hippokampaler Neurogenese erneut die Perseveration eines zu-
vor erlernten Verhaltens spezifisch in solchen Situationen auftritt, in denen sich
zwar die Statistik der Gesamtsituation nicht verdndert, verhaltensrelevante De-
tails jedoch signifikanten Anderungen unterworfen sind. Dies entspricht exakt
der Situation in der MWM nach [Wolfer et al., 1998] und unterstiitzt somit die
vorgeschlagene Hypothese zur funktionalen Relevanz adulter hippokampaler

Neurogenese auch unter Verwendung eines alternativen Testparadigmas.

5.4.9 Die Anwendung der vorgeschlagenen Hypothese auf das
Radial Arm Maze Paradigma ergibt eine plausible Erklarung
scheinbar paradoxer, positiver Effekte einer supprimierten
Neurogenese fiir das raumlichen Kurzzeitgedachtnis.

Die zuvor diskutierten Daten betreffen sowohl das raumliche Kurzzeitgedécht-
nis ([Steele et al., 1999, Saxe et al., 2006]) als auch das entsprechende Referenz-
oder Langzeitgeddchtnis ([Wolfer et al., 1998, Madsen et al., 2003]). Unter Be-
nutzung des Radial Arm Maze Paradigmas konnten [Saxe et al., 2007] einen
zunichst paradox erscheinenden Effekt der Ablation adulter Neurogenese auf
die vom Kurzzeitgedichtnis abhéingige Lernleistung in Form einer signifikan-
ten Verbesserung desselben beschreiben. Dabei zeigte sich, dass dieser positive
Effekt nur dann auftritt, wenn aufgrund des spezifischen Versuchsprotokolls be-
sonders hohe Anforderungen hinsichtlich der zu speichernden Inhalte und ihrer
Interferenz an die Tiere gestellt werden. Liegt keine Interferenz vor, resultiert
das Fehlen adult generierter Neurone nicht in einer signifikanten Verbesserung
der Lernleistung.

Die Daten der Studie von [Saxe et al., 2007] scheinen zunéchst in einem
direkten Gegensatz zu der oben aufgestellten Hypothese zu stehen, da diese
eine funktionale Relevanz der neugeborenen Zellen im Kontext der Enkodierung
repetitiv auftretender, langfristiger Regeln postuliert. Ein positiver Effekt der
Ablation adulter Neurogenese auf das spatiale Kurzzeitgeddchtnis ist daher
zunéchst nicht zu erwarten.

Aufgrund einer langen Adaptationsphase an den vollstindig frei zugénglichen
Versuchsaufbau hat sich bei den getesteten Tieren im OFC ein Erwartungsmo-

ment etabliert, nachdem alle Arme des Labyrinths grundsétzlich eine erreich-
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bare Belohnung enthalten. Beginnt nun der eigentliche Versuch, muss diese
Erwartung auf einige wenige und nur unter bestimmten Umstéinden gedffnete
Arme reduziert werden. Dieser Prozess beinhaltet die Reinitiierung des hippo-
kampalen Lernmodus um die Kontextinformationen entsprechend zu aktuali-
sieren und so die Erzeugung neuer Erwartungsmomente zur effektiven Steue-
rung des Verhaltens zu generieren (vergl. Abb. 5.1). Das von [Saxe et al., 2007]
verwendete Versuchsprotokoll erzeugt eine z.T. erhebliche Interferenz zwischen
den zu unterscheidenden Stimuluskonfigurationen, was eine stark artifizielle
und im evolutiven Kontext der Tiere in dieser Form nicht vorhandene Situati-
on darstellt. Da die Interferenz der zwar repetivitiv auftretenden, jedoch mit
hoher Frequenz wechselnden Relationen auch den Adaptationsvorgang im DG
betrifft, erzeugt dieser eine ambivalente und daher zur Erzeugung orthogo-
naler, situationsspezifischer Kontextinformationen nur eingeschriankt geeignete
Enkodierung. Auf der Grundlage solcherart ineffektiv prozessierter Kontextin-
formation konnen keine verlisslichen Erwartungsmomente entstehen und die
resultierende Leistung der Tiere ist entsprechend schlecht.

Sind keine verfiigbaren adult generierten Kornerzellen vorhanden, kann auch
der Enkodiermechanismus im DG nicht verdndert werden und es bleibt in letz-
ter Konsequenz auch bei den im Verlauf der Adaptationsphase erworbenen
Erwartungsmomenten. Offenbar kann eine allgemeine, den gesamtem Versuchs-
apparat reprasentierende Kontextinformation unter solchen Bedingungen in si-
gnifikant besserer Weise zu einer effizienten Verhaltensteuerung beitragen, als
auf einem ambivalenten Enkodiermechanismus beruhende Informationen. Das
Experiment stellt mithin ein Beispiel fiir eine Situation dar, in der die iibli-
cherweise sinnvolle Kodierung von Regeln zunéchst nicht in einem effektiveren
Verhalten resultiert, sondern vielmehr die Anwendung alternativer und geeig-
neterer Strategien blockiert.

Der dargestellte Mechanismus steht im Einklang mit den in der vorliegenen
Arbeit erhobenen und interpretierten Daten und basiert auf der oben vorge-
schlagenen Hypothese einer funktionalen Relevanz adulter Neurogenese. Erneut
wird die Interdependenz zwischen den Adapatations- und Enkodierungsvorgin-
gen im DG, der integrierenden Funktion des OFC sowie der spezifischen Rolle
adulter Neurogenese deutlich, was die Notwendigkeit einer Beriicksichtigung
der Funktion weiterer, an hippokampusabhéngigen Lernprozessen beteiligter
Strukturen fiir ein fundiertes Versténdnis der Funktion adult generierter Kor-

nerzellen unterstreicht.
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5.4.10 Der Kern der vorgeschlagenen Hypothese wird durch die in
Studien anderer Autoren aufgezeigte Bedeutung einer
wiederholten Exposition gegeniiber gleichen
Stimuluskonfigurationen fiir die effektive Formung eines
Langzeitgedachtnisses bestatigt.

Eine Reihe von Studien belegt eine Relevanz adult generierter Granulozyten
im DG fiir die Ausbildung eines leistungsfihigen Langzeitgedéchtnisses [Bruel-
Jungerman et al., 2005, Sisti et al., 2007]. In den zitierten Arbeiten wird nicht
nur die blofle Notwendigkeit verfiigharer junger Neurone im HC demonstriert,
es zeigt sich auch, dass ein langsameres, iiber einen ldngeren Zeitraum erfol-
gendes Lernen zu einem stabileren und dauerhafteren Langzeitgedéchtnis fithrt.
Desweiteren korreliert die Geddchtnisleistung in diesem Fall direkt mit der An-
zahl adult generierter und iiberlebender Zellen im DG. Wichtig ist hier die
Tatsache einer Erhchung der Uberlebenswahrscheinlichkeit durch die Qualitit
des Lernprozesses und nicht umgekehrt.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die hier vorgeschlagene Hypothese ebenfalls in
voller Hinsicht. Das in qualitativer Hinsicht hoherwertigere und langsamere Fr-
lernen von Inhalten entspricht der oben beschriebenen Représentation repetitiv
und iiber mehrere Tage auftretender Regeln im Enkodiermechanismus des DG,
wodurch eine besonders effektive Speicherung der Informationen in CA3 er-
moglicht wird. Miissen jedoch in kurzer Zeit viele verschiedene Regeln erlernt
werden, kann das hippokampale System dieses zwar leisten, jedoch kann die
Speicherung in CA3 iiber das Enkodiernetzwerk des DG nicht durch das Hin-
zufiigen junger Granulozyten effektiv angepasst werden, weshalb die Informa-
tionsspeicherung weniger effizient verlduft. Solchermaflen “schnellgespeicherte”
Inhalte gehen auch signifikant schneller verloren; auch weil eine spétere Re-
aktivierung iiber einen spezifischen Kodiermechanismus im DG nicht moglich

ist.

5.4.11 Der Genotyp hat eine grundlegende Bedeutung fiir die
Entwicklung qualitativer Aspekte der Akquisitionphase in
der MWM.

Genetische Determinanten adulter Neurogenese korrelieren mit der Akquisiti-
onsleistung diverser, genotypisch unterschiedlicher und in der MWM getesteter
Mausstdmme, wohingegen die Leistung in Probetrials nicht aufgrund eines be-
stimmten Genotyps vorausgesagt werden kann [Kempermann et al., 2002]. Im
Kontext der hier erhobenen Befunde beziiglich spezifischer qualitativer Ver-

dnderungen auch in der Akquisitionsphase nach erfolgter Suppression adulter
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Neurogenese kann eine solche Korrelation zwischen molekulargenetischen und
verhaltensbiologischen Faktoren auf eine fundiertere Grundlage gestellt werden.

Fine genotypisch bedingte, geringe Neurogeneserate in adulten Tieren resul-
tiert in einer signifikanten Reduktion fiir eine Rekrutierung verfiigbarer pla-
stischer Kornerzellen im DG. Da eine solche, genetisch bedingte Situation die
gesamte Ontogenese des betrachteten Organismus betrifft, sind per se genutz-
te kompensatorische Modifikationen des gezeigten Verhaltens zu erwarten und
auch wahrscheinlich. Sie ermdoglichen Tieren eine unauffillige und das Uberle-
ben sichernde Lebensweise, ihr spezifischer Beitrag und dessen Qualitdt miis-
sen hier offene Fragen bleiben. Werden die Tiere nun mit einer komplexen und
stark artifiziellen Lernsituation wie der MWM konfrontiert, reichen die ibli-
cherweise aktiven Kompensationsmechanismen nicht mehr aus und es kommt
zu spezifischen Defiziten hinsichtlich der gezeigten Lernleistung. Da der Enko-
diermechanismus des DG vor allem fiir die effektive, orthogonale Speicherung
dhnlicher aber dennoch signifikant unterschiedlicher Informationen zustidndig
ist, treten Effekte einer Dysfunktion wie bereits oben erortert besonders bei
der Akquisition neuer und verdnderlicher Lernsituationen auf.

Wie bereits fiir die MWM Daten von [Madsen et al., 2003] zuvor dargelegt
wurde, existieren mit den hier erhobenen Daten und der daraus abgeleiteten
Hypothese gute Argumente fiir die Annahme maskierter, qualitativer Verin-
derungen der von den betroffenen Tieren im Verlauf der Akquisition gezeigten
Verhaltensstrategien. Direkte Ursache hierfiir ist bei allen Beispielen eine si-
gnifikante Reduktion der Anzahl fiir eine Integration verfiigbarer plastischer

Kornerzellen.

5.4.12 Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestatigen das
Modell nach Wiskott et al., lassen jedoch einige
Modifizierungen als notwendig erscheinen.

Auch wenn eine wichtige Priadiktion des Modells von [Wiskott et al., 2006]
durch die vorliegende Studie bestétigt wird, stimmen die dargestellten Ergeb-
nisse mit verschiedenen Aspekten seiner Umsetzung nicht iiberein. So ist die
eindeutige Trennung neuer und neuartiger Stimuli per se nicht mehr moglich,
sondern héingt vielmehr davon ab, ob der jeweilige Stimulus Teil einer bereits
erlernten oder aber noch zu erlernenden Regel ist. Entscheidend scheint hier
also nicht die Qualitdt des Stimulus an sich, sondern die Situation zu sein in
der die Wahrnehmung stattfindet. Aus dieser von der des Modells verschiede-
nen Perspektive muss die Funktion adult generierter Kérnerzellen im DG zwar
im Detail anders beschrieben werden, ihre grundlegende Bedeutung fiir das
Entstehen funktionaler Plastizitéit bleibt jedoch erhalten.
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In dem Modell von [Wiskott et al., 2006] werden die Beitridge des OFC und
anderer Hirnregionen zur Informationsverarbeitung im HC nicht beriicksich-
tigt. Die Diskussion der Ergebnisse der vorliegenden Studie ldsst jedoch die
Einbeziehung dieser extrahippokampalen, jedoch im Kontext eines Lernpara-
digmas wie der MWM bedeutungsvollen Vorgénge als sinnvoll erscheinen. Dies
gilt in besonderem Mafe fiir die Reinitiierung des Lernmodus im DG nach
Detektion einer Abweichung von einer zuvor erlernten Regel.

Hiermit eng verkniipft ist die Thematik der Modellierung der Verdnderung
beteiligter synaptischer Gewichte im Netzwerk des HC. Im Verlauf der Dis-
kussion wurde bereits auf die mogliche Rolle anderer Hirnregionen, sowie mo-
dulativer Systeme (z.B. cholinerges System) hingewiesen. Die Implementation
solcher differenzierter Lernregeln zumindest auf der Ebene einzelner Synapsen-
gruppen ist nicht trivial und muss vor dem Hintergrund elektrophysiologischer
Daten erfolgen, diirfte sich jedoch bei der erfolgreichen Modellierung wichtiger

Detailaspekte hippokampalen Lernens als wertvoll erweisen.

5.5 Schlussbetrachtung und Ausblick

5.5.1 Die Fragestellung konnte erfolgreich bearbeitet werden.

Die multizyklische Applikation des Zytostatikums TMZ ermdoglicht bei Erhal-
tung eines aus histologischer, physiologischer und verhaltensbiologischer Per-
spektive unauffilligen Allgemeinzustands die effektive Suppression adulter Neu-
rogenese in Tieren eines beliebigen Mausstammes. In der vorliegenden Arbeit
wird eine funktionale Relevanz adulter hippokampaler Neurogenese im Kontext
eines rdumlichen reversal-Lernens bestétigt und charakterisiert. Der rechner-
gestiitzte qualitative Analyseansatz hat sich dabei im Sinne einer schnellen und
reliablen Datenprozessierung bewéhrt und stellt insbesondere als zweite "inter-
ne” Kontrolle ein wertvolles Werkzeug zur Beurteilung ewaiger unspezifischer
Nebeneffekte der TMZ-Applikation dar.

Die Anwendung einer aus den erhobenen Daten abgeleiteten Hypothese bei
der Interpretation nicht nur der MWM Experimente anderer Autoren, sondern
auch weiterer Lernparadigmen fiigen die dargestellten Befunde sehr gut sowohl
in den Zusammenhang hippokampaler Informationsverarbeitung als auch all-
gemeiner, unter Mitwirkung verschiedener kortikaler Bereiche stattfindender

Aspekte von Lernvorgéngen ein (Abb. 5.7).
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der Hypothese
MWM
place recognition
radial arm maze

Hypothese

Adulte hippokampale Neurogenese
ermoglicht das effektive Erlernen neuer
verhaltensrelevanter Regeln
im Kontext einer bekannten Umgebung,
fir die bereits erlernte Regeln existieren.

theoretische _ Integration
Modelle mit anderen Studien
Pradiktion bestatigt OFC/Fimbria-Fornix Lasionen
(Wiskott etal.) cholinerges System und AD/Altern
Ubereinstimmung mit

| 5 p27°- KO Mause
postulierten Eigenschaften (Horster et al.)
des DG-Netzwerkes -
(Treves & Rolls) CD4* T-Lymphozyten Inaktivierung

(Wolf et al.)

qualitative Analyse

die qualitative Analyse der Suchstrategien die von beiden Gruppen genutzten Such-

dient als interne Kontrolle strategien unterscheiden sich qualitativ nicht
die Tiere beider Gruppen nutzen das gesamte kompensatorischer Einsatz weniger praziser
Spektrum verfugbarer Suchstrategien und effektiver Suchstrategien bei Tieren mit

supprimierter adulter Neurogenese

histologische, physiologische und verhaltensbiologische Analyse

>95% weniger teilungsaktive Zellen in der SGZ keine persistente Schadigung de Hamatopoiese
keine persistente Schadigung der Stammzellnische unveranderte LTP Induzierbarkeit im Hippokampus
kein Auftreten entziindlicher Prozesse motorischer, emotionaler und allgemeiner Status normal

Abbildung 5.7: Ableitung einer allgemeinen Hypothese und Zusam-
menhang der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit

Adulte hippokampale Neurogenese erscheint somit nicht nur als ein funktio-
nal auf den DG beschrinktes Phdnomen, sondern viel mehr als grundlegendes
Element einer effizienten Adaptation von Lernvorgingen an das Auftreten neu-
artiger Gesetzmiéfligkeiten in der wahrgenommenen Umwelt, was wiederum als

obligat fiir ein situationsspezifisch modifiziertes Verhalten anzusehen ist.

5.5.2 Eine klinische Relevanz der erhobenen Befunde ist
wahrscheinlich, kann jedoch nicht bewiesen werden.

Wichtig ist bei der Beurteilung einer moglichen klinischen Relevanz der hier
erhobenen Befunde der Hinweis auf Studien zu persistierenden kognitiven Be-
eintrichtigungen bei Erwachsenen in Folge einer Behandlung mit Zytostatika
(auch bereits im Kindesalter) im Rahmen einer Krebstherapie [Schagen et al.,
2002, 2006]. Bei der gegenwiirtigen Datenlage kann eine direkte Analogie der in
der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte einer Ablation adulter hippokam-

paler Neurogenese und solcher kognitiver Beeintrichtigungen beim Menschen
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nicht postuliert werden. Dennoch stellen die hier diskutierten Daten einen ge-
eigneten Ausgangspunkt fiir die Frage nach der funktionalen Relevanz adulter
Neurogenese beim Menschen und insbesondere ihrer Rolle bei der Genese diver-
ser pathologischer Zustinde dar. Dies gilt fiir die langzeitlichen Konsequenzen
einer zytostatischen Behandlung im Kindesalter ebenso wie fiir Verédnderungen
des Gehirns im Verlauf des Alterungsprozesses [Wilson et al., 2006] oder die

Depression [Kempermann, 2002].

5.5.3 Aus der Diskussion der hier durchgefiihrten Experimente und
ihrer Ergebnisse ergeben sich neue interessante
Fragestellungen.

Bei der Durchfiihrung und Auswertung der in dieser Arbeit dargestellten Ex-
perimente ergeben sich weiterfithrende Fragestellungen, die hier nicht oder nur
unvollstdndig beantwortet werden kénnen. Eine wichtige Frage ist z.B. die nach
einer moglicherweise persistenten Schiadigung der Stammzellnische in der SGZ
aufgrund einer multizyklischen TMZ Behandlung. Die Daten bereits durchge-
fithrter, jedoch statistisch nicht vollstdndig analysierter MWM Experimente,
bei denen die getesteten Tiere mit mehreren Zielverschiebungen konfrontiert
werden zeigen, dass das Problem einer perseverierenden Préferenz fiir eine zu-
vor erlernte Zielposition iiber ein Zeitraum von bis zu fiinf Wochen nach Ap-
plikation der letzten TMZ Injektion bestehen bleibt (Abb. 5.7). Vor dem Hin-
tergrund einer priferentiellen Rekrutierung 5-13 Tage alter, adult generierter
Kornerzellen in die bestehenden Schaltkreise und einer vollstdndigen Erholung
der Proliferativen Aktivitit des Knochenmarks besteht daher die Moglichkeit
einer nachhaltigen Schidigung des proliferativen Potentials in der SGZ. Ob
dies im Sinne einer selektiven Eradikation der putativen Stammzellen (Typ-1)
geschieht, auf Verdnderungen der vaskuldren Nische in Folge einer prolongier-
ten Beeintrichtigung der Angiogenese zuriickzufiihren ist oder aber auf einer
Schidigung der Gliazellsituation beruht, muss in weiteren histologischen Ex-
perimenten untersucht werden. Dariiberhinaus existiert die Moglichkeit einer
signifikanten Veréinderung der stattfindenden Informationsverarbeitung im Sin-
ne einer fortgesetzten Nutzung alternativer Prozessierungsmechanismen.
Bemerkenswert ist der Umstand, dass zwischen der GroBe der Anderung der
Zielposition und der Schwere der Perseveranz offensichtlich ein Zusammenhang
besteht. Immer dann, wenn die Plattform um 180° verschoben wird, ist der
Effekt signifikant grofler als bei einer Verschiebung um 90°. Die funktionale
und neurophysiologische Grundlage fiir diese Abhéngigkeit ist unklar.
Desweiteren zeigen Tiere, welche zuvor in einer reizangereicherten Umgebung

gehalten werden, nicht nur eine erwartungsgeméfl hohe Effizienz ihrer Adap-
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tationsfihigkeit, sondern auch eine Tendenz zu einem héufigeren Einsatz von
Praxis- und Pfadintegrationsstrategien (Abb. 5.8). Eine mogliche Erklarung
sind die im Vergleich mit einer natiirlichen Umgebung stark reduktionistischen
rdumlichen Verhéltnisse in der MWM Arena, wodurch die Effizienz zugunsten
solcher Strategien gegeniiber einer allozentrischen, rdumlichen Navigation si-
gnifikant erhéht wird.

Als Lackmus-Test fiir die Allgemeingiiltigkeit der in Folge einer Ablation
adulter Neurogenese beobachteten Defizite kann die Kombination zweier rium-
licher Testparadigmen dienen: Ein MWM Test wird mit einem Barnes maze
Versuch kombiniert. Dabei sollen die Tiere zunéchst ihre "Plastizitdtsreserve”
in einem der Tests aufbrauchen, um sich dann an dem jeweils anderen Ver-
suchsaufbau zu versuchen. Beide Paradigmen sind sich recht #hnlich, stellen
jedoch fiir die getesteten Tiere hinreichend unterschiedliche Umgebungen in
dem Sinne dar, als dal keine identischen Verhaltensstrategien verwendet wer-
den konnen. Dennoch besteht auch hier die Moglichkeit eines zu grofien Unter-
schieds der verwendeten Tests, so dafl die zu erlernenden Regeln hinreichend
verschieden sind, um im DG per se ohne eine Beteiligung adult generierter

Zellen in orthogonaler Weise verarbeitet zu werden.
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Abbildung 5.8: MWM Experiment mit multiplen Zielverschiebungen

(A) Genutzte Strategien im MWM Versuch mit einer und (B) multiplen Verschiebungen der

Zielplattform. Dargestellt sind die relativen Beitrdge der jeweiligen Suchstrategien zur Grup-

penleistung. Unterbrechung des Experiments fiir zwei Wochen nach dem neunten Versuchstag.

Verschiebung der Zielplattform abwechselnd um 180° bzw. 90°.
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Besondere Beachtung verlangt das Zusammenspiel der HCF mit dem OFC
und anderen Hirnregionen im Kontext von Lernvorgéngen mit hippokampaler
Beteiligung. Die Kenntnis des jeweiligen Beitrags des OFC oder des HC zu den
beobachteten Phianotypen ist fiir eine fundierte Aussage hinsichtlich der prézi-
sen funktionalen Relevanz adulter Neurogenese und die Gestaltung spezifischer

Versuchsprotokolle von zentraler Bedeutung.

5.5.4 Die Korrelation prazise charakterisierter Phinotypen mit
unterschiedlichen Genotypen erlaubt ein differenziertes
Verstdandnis der Regulation adulter Neurogenese im Kontext
hippokampaler Funktion.

Wie zuvor bereits im Zusammenhang mit qualitativen Aspekten der Akqui-
sitionsphase deutlich wurde, stellt neben der Funktion anderer Hirnareale die
Rolle der in die spezifische Regulation adulter Neurogenese involvierten Gene
einen wertvollen Ansatzpunkt fiir eine prézise Charakterisierung der funktio-
nalen Relevanz adulter Neurogenese dar. Dies gilt besonders fiir die Analyse
verschiedener Genotypen, welche in ebenso vielfiltigen Phénotypen resultieren.

In diesem Zusammenhang muss auf die Limitation des in der vorliegenden
Arbeit entwickelten Klassifikationsalgorithmus hingewiesen werden. Da dieser
explizit unter Verwendung von Daten getesteter C57BL6 M&use entwickelt wur-
de und zudem auf der Anwendung rigider Parameter beruht, sind nur winzi-
ge, unerheblich erscheinende Verdnderungen des Phénotyps notwendig, um die
Reliablitdt signifikant zu reduzieren. Dies wurde besonders auch bei der oben
erwiihnten Analyse von p27~/~ Miusen deutlich.

Eine flexiblere Losung mit dem Ziel eine groflie Anzahl unterschiedlicher Ge-
notypen in der MWM testen zu koénnen, stellt die Erkennung redundant auf-
tretender Muster durch ein selbstlernendes neuronales Kohonen-Netzwerk dar.
Dieses bietet zudem den wichtigen Vorteil redundante Verhaltensmuster in ver-
schiedenen Lernparadigmen selbststéndig erkennen zu kénnen. Bei der Suche
nach neuen, durch adulte hippokampale Neurogenese vermittelten qualitativen
Aspekten der Akquisition neuartiger Informationen kommt eben solchen noch
unbekannten Verhaltensmuster eine elementare Bedeutung zu. Erste positive
Ergebnisse unter Verwendung eines einfachen Prototyps lassen diesen Weg als
sehr vielversprechend erscheinen.

Die Korrelation der so gewonnenen verhaltensbiologischen Informationen mit
Daten zur Expression an der Regulation adulter Neurogenese beteiligter Gene

bei verschiedenen Genotypen kann zu einem fundierten Verstdndnis der Regu-
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lation und Funktion adulter Neurogenese im HC beitragen. Dies gilt besonders
auch in Hinsicht auf mogliche zukiinftige Ansétze regenerativer Therapien zum
Wohle des Menschen.
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6 Appendix

6.1 Klassifikationsergebnisse fiir das MWM Experiment

Im Folgenden sind die unter Benutzung des in Matlab implementierten Algo-
rithmus erhaltenen Klassifikationsergebnisse fiir die einzelnen MWM Versuche
dargestellt. Die jeweils letzte Spalte zeigt den Okkupationsplot des jeweiligen
Tieres fiir alle Versuche des betreffenden Tages. Alle Daten wurden nach dem
Protokoll von [Wolfer et al., 1998] erhoben.
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