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1. Einleitung
1.1 Afferenz, Efferenz, Assoziationsverbindungen und Feinstruktur des

Hippocampus

Mnemosyne, die von Hesiod in der Theogonie als Tochter des Uranos und der Gaia
besungen wird und folglich zu den Titanen gezahlt wird, gilt als die Géttin der
Erinnerung (v. Schirnding, 1991). Nach einer ihrer Téchter, der Muse Mneme, ist die
ars memoriae, die Gedachtniskunst, benannt. Noch heute wird daher die Fahigkeit,
etwas zu erinnern, klinisch als mnestische Funktion beschrieben und meint, dass
Inhalte, die einst gelernt wurden, frei aus dem Langzeitgedachtnis dargestellt werden
kdnnen.

Das Langzeitgedachtnis kann in zwei verschiedene Gedachtnisformen untergliedert
werden, ein implizites und ein deklaratives Gedachtnis. Das deklarative Gedéchtnis,
umfasst episodische und semantische Gedéachtnisinhalte. Informationen, die
kurzfristig im Arbeitsgedéchtnis gespeichert werden, missen, um vor einem
Vergessen bewahrt zu werden, in das Langzeitgedachtnis tGbertragen werden. Dieser
Prozess wird als Gedachtniskonsolidierung bezeichnet. An der Bindung,
Reaktivierung und Fortleitung multimodaler deklarativer Gedachtnisinformationen ist
der Hippokampus unmittelbar beteiligt (Buzsaki, 1998). Diese dem Archikortex
zugeordnete Struktur liegt im mittleren Temporallappen und ist neuroanatomisch mit
einer Vielfalt kortikaler Areale verbunden. Gemeinsam bilden diese Verbindungen ein
funktionelles Netzwerk, das die Voraussetzung fir die Verarbeitung deklarativer
Gedachtnisinformationen sowohl im Arbeits— als auch Langzeitged&chtnis darstellt
(Buzsaki, 1989).

Der zentralen neuroanatomischen Stellung, die der Hippocampus bei der Bildung

deklarativer Gedachtnisspuren einnimmt, entspricht ein komplexer funktioneller



Arbeitsmodus, der besonders durch rasche Wechsel zwischen verschiedenen
Netzwerkzustanden charakterisiert ist (Buzsaki, 1996; Lisman and Buzsaki, 2008).
Oberwohl der Hippocampus kaum direkte Afferenzen von peripheren priméren
Sensororganen erhdlt, koordiniert er verschiedene Sinnesinformationen zu
komplexen Informationsschleifen. Dies geschieht in Form von Netzwerkoszillationen,
die im Hippocampus generiert und von dort fortgeleitet werden kénnen. Neben den
fur die intrahippocampale Fortleitung wichtigen primaren Relaisnetzwerken, dem
Gyrus dentatus (DG) und der CAl Region, kommt den assoziativen
Netzwerkpopulationen der Area CA3 und des Subikulums eine besondere
Bedeutung bei der Verarbeitung mnestisch explizierter Informationen zu.
Neuroanatomische Grundlage dieser funktionellen Bedeutung bildet hierbei eine
besonders hohe rekurrente Innervationsdichte, die sich durch Ausbildung von
Kollateralsynapsen zwischen einzelnen Neuronen innerhalb der Population
auszeichnet.

Zum besseren Verstandnis der in der vorliegenden Habilitation erhobenen Daten sei
an dieser Stelle die neuroanatomische Grundlage der funktionellen Einbindung des
Hippocampus in die Gedachtnisbildung kurz zusammengefasst.

Verbindungen In neokortikalen Assoziationsfeldern und subkortikalen Strukturen
(mediales Septum, Broca Diagonalband, (PETSCHE et al., 1962; Stewart and Fox,
1990) verarbeitete Sinnesdaten erreichen den Hippocampus Uber Faserkaskaden
zum postrhinalen und perirhinalen Kortex und dem nachgeschalteten paleokortikalen
lateralen und medialen entorhinalen Kortexn (EC) (Amaral and Witter, 1995). Die
multimodalen Sinnesinformationen werden auf alle Schichten des EC Ubertragen
(Kohler, 1986; Kdohler, 1988; Dolorfo and Amaral, 1998). Hauptsachlich aus der
Schicht 1l gelangt diese uber den medialen tractus perforans zu den Kornerzellen des

Gyrus dentatus (DG) (Anderson et al., 1971; Boulton et al., 1992; Heinemann et al.,



1992), die wiederum uber die Moosfasern auf Pyramidenzellen der CA3 Region des
Hippocampus projizieren (Ramon y Cajal, 1911; BLACKSTAD and KJAERHEIM,
1961). Von der Schicht 1l des EC gelangen Informationen lber den temporo -
ammonischen Tract in das Subiculum, das CA1 Feld und méglicherwiese auch die
CA3 Region (Hjorth-Simonsen and Jeune, 1972; Steward and Scoville, 1976; Witter
et al.,, 1988; Empson and Heinemann, 1995; Remondes and Schuman, 2002). Der
Output der CA1 Region erreicht tGber das Subikulum vorwiegend die Schicht V des
EC und auf gleichem Weg wie der neokortikale Input (perirhinaler Kortex,
Faserkaskaden) die neokortikalen Zielorte des Hippocampus (Suzuki and Amaral,
1994; Burwell and Amaral, 1998). Daneben wurden direkte Afferenzen aus der

Schicht V des EC in den DG beschrieben (Dugladze et al., 2001).

EC Schichtll — DG —l

EC Schicht Il Temporo-ammonischer Trakt_; G@
A
| lSchaﬁer-
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EC Schicht V @D «— CA1

Perirhinaler Kortex — Hippocampus
A l — Neokortex

Neokortikale Assoziationsfelder

Abbildung 1

Darstellung der neuroanatomischen Verschaltung des Hippocampus mit dem
Neokortex (assoziative Netzwerke mit rekurrenten Kollateralen in Area CA3 und
dem Subilkulum sind durch Pfeile angezeigt; DG: Gyrus dentatus, CA: Cornu

ammonis, Sub: Subikulum, EC: entorhinaler Kortex).



Neben den geschilderten Afferenzen erhalten die CA — Neurone Theta - Rhythmus -
steuernde Afferenzen aus dem medialen Septumkern und Uber Kommissurfasern
Afferenzen aus homotopen CA - Feldern des kontralateralen Hippocampus.

Die geschilderten Afferenzen innervieren raumlich getrennt die Pyramidenzellen. Die
direkten Afferenzen des temporo - ammonischen Trakts (CAl) und des tractus
perforans enden im distalen Bereich der Dendriten der CAl1 und CAS3
Pyramidenzellen und bilden das Stratum lacunosum - moleculare (SL - M). Die
Schaffer — Kollateralen enden im Stratum radiatum (SR) der CAl; Die Moosfasern
terminieren proximal am apikalen Dendriten der CA3; Projektionsfasern aus dem
medialen Septumkern und die der Kommissurfasern enden im Bereich der basalen

Dendriten im Stratum oriens (SO).

Fur die Speicherung von Informationen in neuronalen Netzwerken des Hippocampus
der Ratte stehen etwa 4 x 10° Pyramidenzellen in der CAl und etwa 3 x 10°
Pyramidenzellen in der CA3 zur Verfigung. Letztere sind durch rekurrente
Kollateralen ihrer Axone vielfach verbunden. Eine jede CA3 Pyramidenzelle wird von
rekurrenten Kollateralen von etwa 12 x 10° anderen CA3 Pyramidenzellen innerviert
(Ishizuka et al., 1990; Amaral and Witter, 1995; Henze et al., 1996). Umgekehrt
bedeckt das axonale Innervationsfeld einer CA3 Pyramidenzelle ein Drittel des
Hippocampus. Eine typische CAl1 Pyramidenzelle wird von etwa 16.000 CA3
Pyramidenzelle Uber die Schaffer — Kollateralen innerviert (Bernard and Wheal,
1994).

Zytoarchitektonisch besitzen die CA — Felder, die zum Archikortex gehdren, nur eine
Pyramidenzellschicht, das Stratum pyramidale (SP) (Amaral and Witter, 1989).
Neben den Pyramidenzellen enthalten die CA — Felder eine Vielfalt verschiedener

hemmender Interneurone (Freund and Buzsaki, 1996; Klausberger and Somogyi,



2008), die vorwiegend perisomatisch an den Pyramidenzellen enden und teils
rekurrent von den Pyramidenzellen (rekurrierende Hemmung), teils vom EC
(Vorwartshemmung), teils von dem medialen Septumkern (Theta -
Rhythmussteuerung) innerviert werden (Bartos et al., 2007). Die Interneurone dienen
der Erregungsbegrenzung und der Gestaltung rhythmischer Aktivitdt der
Pyramidenzellen (Theta -, Gamma - Rhythmus, Rippleaktivitéat). Die Pyramidenzellen
der CA3 innervieren direkt tber Kommissuralfasern diejenigen der Gegenseite und
Neurone des medialen Septumkerns. Sie innervieren indirekt Uber Schaffer -
Kollateralen und CA1 Pyramidenzellen (oder das Subikulum) die tiefen Schichten des
EC, um schliel3lich tber den perirhinalen Kortex den Neokortex zu erreichen.
Daruber hinaus innerviert die CA1 Uber das Subikulum und die Fornix den Nucleus
accumbens (Groenewegen et al., 1987; Pennartz and Kitai, 1991) sowie die Corpora

mammilaria (Alonso and Kéhler, 1984).

1.2. Periodische Netzwerkoszillationen und Plastizitat im Hippocampus

Sensorische Informationen werden vermutlich in Sequenzen von Aktionspotenzialen
verschiedener Neurone eines Ensembles neuronal gebunden, als Ubersichtsartikel
siehe (O'Neill et al., 2010). Darauf folgend werden in der Konsolidierungsphase
solche neuronalen Entladungsserien reaktiviert (Schwindel and McNaughton, 2011,
Colgin, 2011). Neurophysiologisch betrachtet muss der Hippocampus hierbei
zwischen zwei unterschiedlichen funktionellen Netzwerkzustanden wechseln. Solche
periodischen Wechsel zwischen verschiedenen Netzwerkzustanden werden auch im
Tiefschlaf beobachtet. Wahrend die Rapid - Eye Movement (REM) — Schlafphase
durch das Auftreten von synchronisierten Netzwerkoszillationen (Theta/Gamma —

Aktivitat) und einer erhohten extrazellularen Acetylcholin (ACh) — Konzentration



charakterisiert ist, kommt es in der Slow - Wave (SWS) Schlafphase unter einem
erniedrigten ACh Spiegel zu einem Wechsel in periodische, kurze, synchronisierte
Netzwerkentladungen, die als Sharp Wave - Ripple Komplexe (SPW-Rs) bezeichnet

werden (Buzsaki, 1989; Hasselmo, 1999; Gais and Born, 2004; Hasselmo, 1999).

Dieses Funktionsgefiige bildet die Grundlage der ,Two — Stage’ Hypothese der
Gedéachtnisbildung der Ratte (Buzsaki, 1989). Wahrend der Explorationsphase in den
Hippocampus gelangende Sinnesdaten werden mit Hilfe von rhythmischer
neuronaler Aktivitat und Langzeitpotenzierung (LTP) in den Cornu ammonis (CA) -
Feldern zu transienten Ensembles aktiver Pyramidenzellen verknipft, die das
neuronale Korrelat der passageren Intermedidrspeicherung (Arbeitsgedachtnis)
darstellen (Buzsaki, 1989; Buzsaki, 1996; Lisman and Buzsaki, 2008). Im
Feldpotenzial werden wahrend solcher Aktivitdt charakteristischerweise Theta —
Oszillationen (Bragin et al., 1995; Chrobak and Buzsaki, 1998; Buzsaki, 1989;
Buzsaki, 1996) beobachtet, denen kleinamplitudige Gamma — Wellen aufgelagert
sind (Chrobak and Buzsaki, 1998; Csicsvari et al., 2003; Buzsaki, 1989; Colgin et al.,

2009).

Zur Langzeitspeicherung muss die in der Ensemblestruktur enthaltene Information
wahrend der Gedachtniskonsolidierung in neokortikale Assoziationsfelder tbertragen
werden (Nadel and Moscovitch, 1998; Squire, 1992). Dies geschieht angeblich
dadurch, dass die neuronalen Komponenten der Ensembles, die in wiederholten,
kurzen Episoden von 40 - 100 ms Dauer synchron, hochfrequent periodisch aktiv
sind, in den Output — Relaisstationen (EC, perirhinaler Kortex) und neokortikalen
Assoziationsfeldern  Transferbahnungen  durch  Langzeitpotenzierung (LTP)

erzeugen. Solche synchronisierten Netzwerkentladungen, die als SPW-Rs



bezeichnet werden (O'Keefe, 1976; Buzsaki et al.,, 1992; Buzsaki et al., 1983;
Buzsaki, 1986; Chrobak et al., 2000), bestehen aus kurzen synchronisierten
Netzwerkentladungen, den sogenannten ,Sharp waves®, denen schnellere
Netzwerkoszillationen im Bereich von 120 — 200 Hz, sogenannte ,Ripple
Oszillationen' (O'Keefe, 1976; Buzsaki et al., 1992) aufgelagert sind (Buzsaki et al.,
1983; Buzsaki, 1986; Chrobak et al., 2000). Im lebenden Tier werden SPW-Rs als
synchronisierte Netzwerkentladungen vor allem im Hippocampus der Ratte (Buzsaki,
1986; Ylinen et al., 1995; Csicsvari et al., 1999; Dragoi et al., 1999) und der Maus
(Buzsaki et al., 2003), aber auch im Hippocampus von Makakken (Skaggs et al.,
2007) und Flederméusen (Ulanovsky and Moss, 2007) beobachtet. SPW-Rs werden
uberwiegend wahrend des Tiefschlafs in der SWS Phase generiert. Daneben treten
sie v. a. im Anschluss an eine Exploration mit Futterbelohnung auch wahrend
Wachphasen des Tieres beim Fressen, Trinken und bei Sozialverhalten sowie der

Fellpflege auf (Buzsaki, 1986; Buzsaki, 1989; Buzsaki, 1998).

Die wichtige Bedeutung, die SPW-Rs anscheinend wahrend der Konsolidierung von
Gedachtnisinhalten haben, wurde erstmals 1994 in einer Studie von Wilson und
McNaughton demonstriert, die zeigte, dass wahrend einzelner SPW-R Ereignisse im
SWS diejenigen Zellen in der CA1 Region eine hohe Wahrscheinlichkeit zeigen
synchron zu feuern, die wahrend der Exploration des Tieres am Tag synchron aktiv
sind (Wilson and McNaughton, 1994), siehe auch (Pavlides and Winson, 1989;
Kudrimoti et al., 1999). Somit wurde demonstriert, dass neuronale Ensembles, die
sich wahrend der Exploration aktivitdtsabhdngig zusammensetzen, wéhrend des
SWS in einem stark verkirzten Zeitfenster reaktiviert werden und Information dann
aus dem Hippocampus in den Neokortex transferieren (Wilson and McNaughton,

1994; Siapas and Wilson, 1998). Besonderes Interesse weckt der Befund, dass die



Sequenz, in der die beteiligten CA1 Neurone, sogenannte ,Place cells’ (O'Keefe and
Dostrovsky, 1971), wahrend der Exploration aktiviert werden, wahrend der 40 - 100
ms dauernden SPW-Rs zeitlich kondensiert und in einer genau entgegengesetzten
Art und Weise reaktiviert werden, ein Phanomen, das als ,reverse replay’ bezeichnet
wird (Wilson and McNaughton, 1994; Nadasdy et al., 1999; Foster and Wilson,
2006). Dartber hinaus kann die Reaktivierung der Erregung innerhalb eines
neuronalen Ensembles tagsuber auch in derselben Sequenz geschehen wie bei
vorheriger Kodierung wahrend der Exploration. Dieses als ,forward replay’
bezeichnete Erregungsmuster tritt auf, wenn ein Tier vor Exekution einer intendierten

Handlung aufgrund vorheriger Erfahrungen plant (Diba and Buzsaki, 2007).

Den engen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von hippocampalen SPW-Rs
und der Schlaf - assoziierten Konsolidierung von Gedachtnisinhalten demonstrierten
in der Nachfolge eine Reihe von Studien, die zeigten, dass nach Lernprozessen
(Kudrimoti et al.,, 1999; Eschenko et al., 2008) sowie nach Schlafentzug
(Ponomarenko et al., 2003) eine verstarkte SPW-R Aktivitat beobachtet wird. Dass
solche Ubertragungen auch fiir das menschliche Gehirn funktionelle Bedeutung hat,
wurde erstmals 1953 in einer Fallstudie berichtet, in der der Patient H. M. nach
beidseitiger Hippocampusresektion eine anterograde Amnesie zeigte, wobei das
Langzeitgedachtnis des Patienten nicht nachhaltig beeintrachtigt war (SCOVILLE

and MILNER, 1957).

In Erganzung zu den in vivo Studien wurden sowohl Ripple - Oszillationen in
Hirnschnittpraparaten der Ratte (Draguhn et al., 1998) als auch spontane SPW-Rs
(Maier et al., 2003; Nimmrich et al., 2005; Both et al., 2008; Norimoto et al., 2012) in

der Maus etabliert. Hierdurch wurde eine genauere Untersuchung der zugrunde
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liegenden Prozesse innerhalb neuronaler Netzwerke wahrend SPW-R Aktivitat

maglich.

Die Fahigkeit, periodisch zwischen den verschiedenen Netzwerkzustanden des
Arbeitsgedachtnisses und der Gedachtniskonsolidierung zu wechseln, ist eng mit
einer aktivitdtsabhangigen Feinabstimmung erregender und hemmender Einfllisse
innerhalb des neuronalen Netzwerks verbunden. Bei Stérungen dieser Balance,
beispielsweise durch Verringerung hemmender GABAerger Neurotransmission, die
u. a. bei Temporallappenepilepsien beobachtet wird (Friedman et al., 2007), kann es
in der Folge zur Entstehung hypersynchroner Netzwerkentladungen innerhalb des
CA3 Netzwerks kommen. Diese sind als epileptiforme Entladungen bekannt und
konnen einem generalisierten Temporallappenanfall voran gehen (Staley et al.,
2005). In zwei Studien der vorliegenden Habilitation wurde daher der Einfluss
reduzierter interneuronaler Hemmung auf Ubergange von SPW-Rs in epileptiforme

Entladungen genauer untersucht.

Ein wichtiger Aspekt fur Lernvorgange im Gehirn wurde 1949 von Donald Hebb
formuliert, der forderte, dass fur Lernprozesse auf neuronaler Ebene eine Koinzidenz
von pra- und postsynaptischer Signalverarbeitung gegeben sein misse (Hebb,
1949). Eine anhaltende Verstarkung der synaptischen Effizienz wurde erstmals 1973
von Bliss und Lomo demonstriert (Bliss and Lgmo, 1973). Dieses als LTP
bezeichnete Phanomen gilt gemeinhin als neuronales Korrelat von Lernprozessen
(Eccles, 1986). Hierbei ist ein spezifischer Glutamatrezeptor, der N-methyl-D-
Aspartat Rezeptor (NMDA-R), prominent an der Induktion postsynaptischer LTP
beteiligt (Nowak et al., 1984). Neben der Verstarkungen der synaptischen Effizienz

spielt wahrscheinlich auch eine als Depotenzierung bekannte Abschwachung der

11



synaptischen Kopplung eine funktionelle Bedeutung bei Lernvorgangen (Bear and

Malenka, 1994; Malenka and Bear, 2004).

12



Die in der vorliegenden Habilitation vorgestellten Publikationen beschéftigen

sich mit folgenden Fragestellungen:

1) Ist die Induktion von hippocampalen SPW-Rs kausal mit der Induktion von LTP
innerhalb hippocampaler Netzwerke verbunden und welche Konsequenzen haben
plastische Veranderungen fir das zellulare Netzwerk in der Area CA3 (erste
Publikation)?

2) Anhand welcher Charakteristika lassen sich Stimulus-induzierte SPW-Rs von
REDs unterscheiden (zweite und flinfte Publikation)?

3) Welche unterschiedlichen Einflisse hat der Gap Junction Blocker Mefloquine auf
Stimulus-induzierte SPW-Rs und hypersychronisierte, rekurrente epileptiforme
Entladungen (recurrent epileptiform discharges; REDs), die in Area CA3 durch
Blockade des GABAa-Rezeptors hervorgerufen werden (dritte Publikation)?

4) Welchen Einfluss hat der Neuromodulator Norepinephrin auf die Induktion und

Expression von hippocampalen SPW-Rs (vierte Publikation)?

Zur Bearbeitung der Fragestellungen wurden hippocampale Akutschnittpraparate
adulter Ratten verwendet, in denen elektrophysiologisch extrazellulare
Feldpotenziale registriert wurden. In zusatzlichen Messungen wurden solche
Registrierungen durch simultane intrazellulare Ableitungen von CA3 und CAl
Pyramidenzellen erganzt und teilweise mit anderen Messtechniken kombiniert.
Hierzu z&hlen Registrierungen der extrazellularen Kalium- und Calciumkonzentration
mittels ionenselektiver Mikroelektroden in Area CA3 und CAl, die Registrierung
intrazellularer Calciumsignale und vergleichende Bestimmung des
Sauerstoffpartialdrucks innerhalb des neuronalen Gewebes unter Ruhebedingungen

und wéahrend verschiedener synchroner Netzwerkaktivitdten (Daten nicht publiziert).
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2. Ergebnisse
2.1. Erste Publikation: Die Induktion von Sharp Wave - Ripple Komplexen
mittels LTP - induzierender Hochfrequenzreizserien in vitro, und die

zugrundeliegende Reorganisation neuronaler, hippokampaler Netzwerke

Behrens CJ, van den Boom LP, de Hoz L, Friedman A, Heinemann U. Induction of

sharp wave-ripple complexes in vitro and reorganization of hippocampal

networks. Nat Neurosci. 2005 Nov; 8(11):1560-7.

Wenn SPW-Rs das neuronale Korrelat darstellen, durch das deklarative
Gedéachtnisspuren wahrend der Gedachtniskonsolidierung innerhalb hippokampaler
Netzwerverbande reaktiviert werden und anschlieRend am Transfer solcher
Gedéachtnisinhalte in nachgeschaltete neokortikale Felder beteiligt sind, dann muss
die Induktion solcher Ereignisse mit plastischen Veranderungen einhergehen. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass SPW-Rs in hippokampalen Akutschnittpraparaten
durch wiederholte Applikation von verschiedenen LTP - induzierenden Reizserien,
Hochfrequenz - Stimulation (HFS) oder Thetaburst - Stimulation (TBS), induziert
werden kénnen. SPW-Rs propagieren aus der CA3 in die CA1 Region und das
Subikulum. Interessanterweise werden solche SPW-Rs durch die Applikation von
Langzeitdepression (LTD) - induzierenden Reizen vollstandig blockiert, was eine
enge Kopplung der SPW-R Induktion an plastische Veranderungen innerhalb
synaptisch verbundener Neurone anzeigte. Wahrend die Induktion von SPW-Rs
durch NMDA Rezeptoren vermittelt ist, ist die SPW-R Expression an Aktivierung von
AMPA-/Kainat-Rezeptoren gebunden. Intrazellulare Ableitungen von CA3
Pyramidenzellen wahrend wiederholter Reizung zeigen dynamische, plastische
Veranderungen innerhalb der beteiligten neuronalen Population wahrend Induktion

von SPW-Rs. Einige Zellen verstarken wahrend der SPW-R Induktion die initiale
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Antwort, entweder Erregung oder Hemmung; andere Neurone wechseln von einer
Erregung in eine Hemmung oder vice versa. Dynamische Wechsel in der
Einzelzellantwort von CA3 Pyramidenzellen wahrend der SPW-R Expression kénnen
auch durch Input - Wechsel in die CA3 Region vom proximalen in das distale SR in
Area CA1l oder durch Stimulation afferenter Eingdnge (Moosfasern) ausgelost
werden. Wirkungen dieses Wechsels sind vollstandig reversibel. Insgesamt zeigt
diese Studie erstmalig, dass die Induktion von hippokampalen SPW-Rs mit der
Induktion von LTP assoziiert ist und, dass dieser Prozess mit dynamischen

Anderungen der zellularen Antwort in CA3 Pyramidenzellen verbunden ist.
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2.2. Zweite Publikation: Effekte von GABAa Rezeptor Blockern auf Sharp

Wave-Ripple Aktivitat im Hippocampus adulter Ratten in vitro

Behrens CJ, van den Boom LP, Heinemann U. Effects of the GABA(A) receptor

antagonists bicuculline and gabazine on stimulus-induced sharp wave-ripple

complexes in_adult rat hippocampus in vitro. Eur J Neurosci. 2007 Apr; 25(7):

2170-81.

Auf der Annahme, dass wiederholte elektrische Hochfrequenz- oder Thetaburst -
Stimulation in neuronalem Gewebe zu einer Aktivierung relativ groRer Netzwerke
fahrt, wurde in der Folge kritisiert, dass es sich bei der in der ersten Publikation
induzierten Netzwerkaktivitat eher um hypersynchronisierte, epileptische denn um
Gedéachtnis - relevante Erregungsmuster handelt. Ziel der zweiten Publikation war es
daher zu untersuchen, ob und wie sich die beschriebenen Signale von epileptiformen
Entladungen abgrenzen lassen. SPW-Rs und rekurrente epileptische Entladungen
(REDs) stellen beide synchronisierte Netzwerkentladungen dar, die in der CA3
Region generiert werden und von dort entlang der hippocampalen Achse in
benachbarte Regionen wie die Area CAl und das Subikulum propagieren. Beide
Formen der Netzwerkaktivitat sind durch das Auftreten von Ripple - Oszillationen
wéhrend der synchronen Netzwerkentladungen charakterisiert. Wahrend SPW-Rs als
neuronales Korrelat der Gedachtniskonsolidierung angesehen werden, treten REDs
in pathologischem Gewebe auf, in dem die GABAerge Inhibition reduziert oder
aufgehoben ist, wie beispielsweise in Gewebe von epileptischen Rattengehirnen
oder Patienten, die an Temporallappenepilepsie leiden (Bragin et al., 2002; Engel, Jr.
et al.,, 2009; Gabriel et al., 2004). In dieser Studie wurden die Effekte von zwei
verschiedenen GABAA Rezeptor Antagonisten, Bicucullin (5 puM) und Gabazin (5

uM), auf induzierte SPW-Rs untersucht und charakteristische Unterschiede zwischen
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beiden SPW-Rs und REDs herausgearbeitet. Die Ergebnisse zeigen, dass sich
REDs neben signifikant vergréRerten Amplituden und einer prolongierten Dauer von
bis zu 200 ms durch einen Anstieg der Ripplefrequenz auf bis zu 400 Hz
auszeichnen. Interessanterweise sind Anstiege des extrazellularen Kaliums [K'],, die
als Mal3 fur die Intensitdt neuronaler Aktivitdit angesehen werden kdnnen
(Heinemann, Gutnick, Lux, 1977), etwa 20-fach hoéher als wahrend SPW-Rs.
Intrazellulare Ableitungen zeigten, dass alle abgeleiteten CA3 Pyramidenzellen
wahrend REDs massiv depolarisiert sind und synchron zu den extrazellularen Ripple
- Oszillationen bis zu 40 Aktionspotentiale generieren. Zusammen weisen diese
Befunde darauf hin, dass das Auftreten von REDs mit signifikant erhohter

Ripplefrequenz auf einer GABAergen Disinhibition beruhen kann.
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2.3. Dritte Publikation: Unspezifische Effekte des Gap-junction Blockers
Mefloquine auf schnelle synchronisierte Netzwerkentladungen in der adulten

Ratten in vitro

Behrens CJ, Ul Hag R, Liotta A, Anderson ML, Heinemann U. Nonspecific_effects

of the gap junction blocker mefloguine on fast hippocampal network

oscillations in _the adult rat in vitro. Neuroscience. 2011 Sep 29; 192:11-9. Epub

2011 Jul 14.

Wie bereits in vorhergehenden Studien gezeigt wurde (Taylor and Dudek, Draguhn
1998, Meier 2003), sind an der Generation von schnellen hippocampalen Ripple -
Oszillationen, die wahrend SPW-Rs und REDs auftreten, neben chemischen
Synapsen elektrische Synapsen, sogenannte Gap junctions beteiligt. Diese setzen
sich aus Connexin (Cx) - Proteinen zusammen (Kumar and Gilula 1996, Bennett et
al., 1997, Connors and Long 2004), wobei eines dieser Cxs, das Cx36, sowohl auf
Interneuronen (Venance 2000) wie auch Pyramidenzellen (Condorelli 2000) in der
CA3 Region exprimiert wird. Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, welche
Effekte der Cx36 Blocker Mefloquin (MFQ), der ebenfalls Cx43 und Cx50 blockiert,
auf die Expression von SPW-Rs und rekurrenten epileptischen Entladungen (REDS)
und insbesondere auf die diesen aufgelagerten Ripple - Oszillationen in Area CA3
hat. Die Ergebnisse zeigen, dass reizinduzierte SPW-Rs und insbesondere
aufgelagerte Ripple - Oszillationen unter MFQ keine Veranderungen zeigen. Im
Gegensatz dazu werden SPW-Rs vollstandig geblockt, wenn Carbenoxolone (Chbx),
ein anderer unspezifischer Gap junction Blocker, appliziert wird. REDs, die durch
Einwaschen des GABAA Rezeptor Blockers Bicuculline (5 uM) induziert wurden und
ebenfalls durch Cbx blockiert wurden, zeigen wahrend MFQ Applikation eine

Abnahme der Amplitude, Dauer und Inzidenz, wahrend die Frequenz der
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aufgelagerten Ripple - Oszillationen wahrend REDs unverédndert ist.
Interessanterweise ist die Amplitude der ultraschnellen Ripple - Oszillationen (>250
Hz) unter MFQ Einwirkung um ~54% reduziert. Um mogliche Ursachen dieser
Amplitudenreduktion ndher zu untersuchen, wurden simultan zum Feldpotenzial CA3
Pyramidenzellen abgeleitet. Diese Ableitungen zeigen, dass MFQ die Anzahl der
Aktionspotenziale (APs), die wahrend einzelner REDs generiert werden, signifikant
reduziert, wobei APs, die durch starke Hyperpolarisation mittels Stromapplikation
unter Kontrollbedingungen nicht vollstdndig verhindert werden kénnen, auch durch
MFQ Applikation nicht blockierbar sind. Weiterhin zeigten Versuche, in denen
depolarisierende Strompulse (0.1 - 0.5 nA) appliziert wurden, dass MFQ die Anzahl
evozierter APs reduziert. Auswertungen der intrinsischen Eigenschaften zeigten,
dass weder der Eingangswiderstand noch das Ruhemembranpotenzial der CA3
Pyramidenzellen durch MFQ verandert, aber die Nachhyperpolarisation der APs
signifikant verstarkt wird, was moglicherweise die reduzierte Entladungsrate
verursacht. Insgesamt zeigt die Studie, dass die Expression und die Eigenschaften
von SPW-Rs in der CA3 Region durch MFQ nicht beeinflusst werden, wéhrend die
Reduktion der Rippleamplitude wahrend REDs auf einer verringerten Entladungsrate
der CA3 Pyramidenzellen durch MFQ beruht. Aufgrund der Daten kann zwar eine
Beteiligung der Blockade der Cx36 - vermittelten elektrischen Transmission an
diesen Effekten nicht ausgeschlossen werden, jedoch weist die Verstarkung der

Nachhyperpolarisation eher auf einen unspezifischen Effekt von MFQ hin.
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2.4. \Vierte Publikation: Modulation von SPW-Rs durch Noradrenalin in vitro

Ul Haq R, Liotta A, Kovacs R, Roésler A, Jarosch MS, Heinemann U, Behrens CJ.

Adrenergic modulation of sharp wave-ripple activity in rat hippocampal slices.

Hippocampus. 2011 Jan 20. doi: 10.1002/hip0.20918.

Ein wesentliches Merkmal von Dysstress ist, dass die Langzeitgedachtnisleistung
durch Stress negativ beeinflusst wird (Payne J et al., 2002; Kimm JJ and Diamond
DM, 2002). Noradrenalin (NA) ist ein Hormon, das wesentlich bei der Bewertung
aversiver Zusammenhdnge beteiligt ist. Dariber hinaus ist NA als systemisch
wirksamer Neurotransmitter und Neuromodulator bekannt. NA wird vor allem bei
Exploration von Neuigkeiten wie etwa einer neuen Umgebung oder von unbekannten
Gegenstanden reichhaltig aus dem locus coeruleus in den Hippocampus freigesetzt
(Sara 1994). Hierbei kommt es innerhalb des CA3 und CAl Netzwerks wéahrend
vermehrter NA — Freisetzung innerhalb weniger Sekunden zu einem
charakteristischerweise abrupten Wechsel der neuronalen Aktivitat aus vorheriger
SPW-R Aktivitat in instantane Theta-Gamma Oszillationen (Buzsaki 1989). Bisher ist
wenig bekannt, auf welchen Mechanismen die durch NA vermittelte Neuromodulation
wahrend  Aufmerksamkeitswechseln sowie auch Stresseinwirkung beruht. Um
direkte Einflisse von NA auf Netzwerkoszillationen zu untersuchen, die fir die
Gedéachtniskonsolidierung wesentlich sind, wurde in dieser Studie das Modell
induzierter SPW-Rs in akuten Hippocampusschnittprdparaten der Ratte genutzt, um
Effekte von NA auf die Induzierbarkeit und Expression von SPW-Rs zu untersuchen.
Simultane extra- und intrazellulare Ableitungen in Area CA3 zeigten, dass NA
Applikation (50 uM) zu einer abrupten und reversiblen Unterdriickung von SPW-Rs
fahrt, wobei diese Suppression dosisabhangig ist. Interessanterweise zeigten SPW-

Rs, die nach dem Auswaschen von NA registriert wurden, eine verstarkte Inzidenz.
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Da NA sowohl an a—als auch an [ Rezeptoren bindet, wurden verschiedene
pharmakologische Studien angeschlossen, die zeigen, dass die noradrenege SPW-R
Suppression Uber ol Rezeptoren vermittelt wird. Mit Hilfe unterschiedlicher
Methoden (,paired-pulse” Fazilitierung, extra- und intrazellulare
Calciumsignalmessungen, Analyse der Varianzkoeffizienten) konnte gezeigt werden,
dass Aktivierung von ol Rezeptoren durch NA zu einer Abnahme der
prasynaptischen Calcium Aufnahme fuhrt, wodurch die Transmitterfreisetzung
reduziert wird. Andererseits konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von 1
Rezeptoren eine fazilitierte Induktion von LTP und SPW-Rs bewirkt und
wahrscheinlich auch fur die erhéhte SPW-R Inzidenz nach dem Auswaschen von NA
verantwortlich ist. Weitere Experimente zeigten, dass in der Anwesenheit von NA die
Induktion von SPW-Rs durch wiederholte Tetanisierung verhindert ist, wahrend
SPW-Rs nach Beendigung der elektrischen Reizung wahrend des Auswaschens von
NA spontan auftreten. Insgesamt stellt diese Studie erstmals den bi-modalen
Charakter der adrenergen Modulation auf hippokampale SPW-R Aktivitat dar, zeigt
somit mogliche Mechanismen der Beeinflussung von Stress auf die
Langzeitgedachtnisleistung auf und erklart die bei Langzeitgabe von Betablockern

auftretenden Gedachtnisfunktionsstérungen.
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2.5. Funfte Publikation: Partielle Disinhibition und die Transformation von

SPW-Rs in epileptiforme Entladungen im Hippocampus adulter Ratten in vitro

Liotta A, Caliskan G, ulHag R, Hollnagel JO, Résler A, Heinemann U, Behrens CJ.

Partial disinhibition is required for transition of stimulus-induced sharp wave-

ripple complexes into recurrent epileptiform discharges in rat hippocampal

slices. J. Neurophysiol. 2011 Jan; 105 (1):172-87.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine vollstiandige Blockade der GABAa,-
vermittelten Inhibition zu einer Transformation von SPW-Rs in rekurrente,
epileptiforme Entladungen fluhrt, sollten mdgliche Mechanismen dieser Umwandlung
in einer Folgestudie genauer untersucht werden. Hierzu wurden drei verschiedene
pharmakologische Ansatze gewahlt: 1) die Effekte von Nikotin (100 und 500 uM) auf
SPW-Rs, 2) Effekte des GABAa Rezeptorblockers Bicucullin auf SPW-Rs, appliziert
in niedrigen Dosierungen (1 - 3 pM) und 3) Effekte einer erhdhten extrazellularen
Kaliumkonzentration ([K'],, 8.5 mM) auf etablierte SPW-R Aktivitat. Die Ergebnisse
zeigten, dass Nikotin dosisabhéngig zu einer Reduktion der GABAergen Inhibition
auf CA3 Pyramidenzellen fihrt, wobei in Gegenwart von 100 pM Nikotin
ausschlief3lich die Amplitude der SPW-Rs vergroRRert ist, wahrend 500 pM Nikotin
SPW-Rs in REDs transformiert. Intrazellulare Ableitungen von CA3 Pyramidenzellen
zeigten, dass dies einer Reduktion der GABAergen Inhibition um ~25% bei 100 puM
Nikotin und ~75% in der Gegenwart von 500 pM Nikotin entspricht. Vergleichsweise
reduziert Bicucullin in einer Konzentration von 1 uM die Hemmung um ~57%, ohne
zu einer Transformation von SPW-Rs in REDs zu fiuihren, wahrend 2 puM Bicucullin
die Hemmung um ~85% reduziert und eine Transformation auslést. In Gegenwart
von 3 pM Bicucullin ist die GABAerge Hemmung vollstandig aufgehoben und I6st

eine Transformation von SPW-Rs in REDs in allen untersuchten Hirnschnitten aus.
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Im Gegensatz dazu ist die Hemmung um ~115.0 % verstarkt, wenn [K'], von 3 mM
im ACSF unter Kontrollbedingungen auf 8.5 mM erhéht wird. Unter diesen
Bedingungen sind die Amplitude, Dauer und Inzidenz der SPW-Rs vergréf3ert, jedoch
bleibt eine Transformation von SPW-Rs in REDs aus. Interessanterweise zeigen
Hirnschnitte, in denen SPW-Rs induziert wurden, eine weitaus niedrigere
Wahrscheinlichkeit, spontane epileptische Entladungen (sogenannte ,seizure-like
events’) in Gegenwart von 8.5 mM [K'], zu entwickeln, was in etwa der Halfte der
unstimulierten Hirnschnitte eintritt. Insgesamt zeigt diese Studie, dass eine
Transformation von SPW-Rs in REDs nur unter Bedingungen einer reduzierten

GABAergen Hemmung stattfindet.
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3. Diskussion

In den der vorliegenden Habilitation zu Grunde liegenden Publikationen wurden
folgende Kernbefunde aufgezeigt:

1) Unter in vitro Bedingungen fihrt die wiederholte Applikation von LTP
induzierenden Reizserien, HFS oder TBS, zur Induktion von SPW-Rs in Area CA3 in
Akutschnittpréparaten der adulten Ratte. Im Gegensatz dazu kann die
hervorgerufene SPW-R Aktivitat Gber die Induktion von LTD reversibel gehemmt
werden. 2) Die induzierten SPW-Rs propagieren in nachgeschaltete Subregionen
des Hippocampus (CAl und das Subikulum) und sind assoziiert mit einer zellularen
Reorganisation innerhalb des CA3 Netzwerks. 3) Die Induktion von SPW-Rs ist
NMDA-R abhangig; die SPW-R Expression kann hingegen tber AMPA-/Kainat-R
Blocker unterbrochen werden, was eine Beteiligung Mitogen - aktivierte Protein —
Kinase (MAPK) - abhangiger Kaskaden anzeigt (Asrar et al., 2009). 4)
Inputspezifische Stimulation fuhrt reversibel zur Generation distinkter SPW-Rs. 5)
Aktivierung von al-Rs wéahrend Norepinephrin - Applikation fihrt Gber Reduktion des
prasynaptishen Calcium Uptakes zur abrupten und reversiblen Blockade von SPW-
Rs. 6) Stimulation von Bl — Rs fuhrt zu einer fazilitierten Induktion von LTP und
SPW-Rs in Area CA3; wéahrend etablierter SPW-R Aktivitat erhoht f1 — R Stimulation
die SPW-R Inzidenz und reduziert die Amplitude und Dauer der Nachhyperpolaristion
(AHP) in CA3 Pyramidenzellen. 7) Stimulus-induzierte SPW-Rs kdnnen anhand
verschiedenen Populations- wie auch Einzelzellparametern eindeutig von REDs
unterscheiden werden. Hierzu zahlen u. a. die Dauer und Amplitude der
ereigniskorrelierten intrazellularen Depolarisation und Anzahl der generierten APS,
die Dauer, Inzidenz und Amplitude der Netzwerkentladungen, die Frequenz

Uberlagerter Ripple - Oszillationen, die Hohe der durch die Netzwerkentladung
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hervorgerufenen Anstiege der extrazellularen Kaliumkonzentration und des
Sauerstoffverbrauchs innerhalb des Extrazellularraums (gemessen 80 - 100 pm

unterhalb der Hirnschnittoberflache).

3.1. NMDA Rezeptor-abhangige Induktion von Sharp Wave-Ripple Komplexen

und LTP in vitro

SPW-Rs stellen neben intrathalamischen Hochfrequenz - Netzwerkoszillationen
(Gobbele et al, 1998) das synchronste Entladungsmuster dar, das das
Zentralnervensystem (ZNS) unter physiologischen Bedingungen generiert (Buzsaki
and Chrobak, 2005). Wahrend eines SPW-R Ereignisses entladen in einem
Zeitfensters von etwa 100 Millisekunden zwischen 50.000 und 100.000 Neurone
simultan in der CA3 - CA1 — Subikulum - EC Achse, wobei dies einem Anteil von 10 -
20% der neuronalen Population des Hippocampus der Ratte entspricht (Chrobak and
Buzsaki, 1994). Somit prasentieren SPW-Rs Eigenschaften, die sie zu einem idealen
Erregungsmuster fur die Konsolidierung von synaptischer Plastizitat und dem
Transfer neuronaler Erregungsmuster machen (Buzsaki et al., 1987) (ul Hag et al., in
preparation). Derzeitigem Wissensstand nach koénnen SPW-Rs innerhalb der
rekurrenten Kollateralen des kommissural-assoziativen CA3 Netzwerks beider
Hirnhemispharen generiert werden. Von dort aus propagieren sie sie teilweise
entlang der hippocampalen Achse in die tiefen Schichten des ipsilateralen EC
(Buzsaki, 1989; Buzsaki, 1996) und uber Fimbrienfasern in die CA3 Region der
jeweilig kontralateralen Hemisphare (Buzsaki, 1989) sowie Uber das Subikulum in
den Nucleus accumbens (Axmacher et al., in preparation) und Uber frontale
Thalamuskerne in den frontalen Neokortex (Swanson and Kohler, 1986). Somit

stellen SPW-Rs ein elementares Bindeglied zwischen einem charakteristischerweise
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transienten Arbeitsgedéachtnis in Form von hippocampalen Theta-/Gamma -
Oszillationen einerseits und dem langfristigen Speichern von Gedéachtnisspuren
innerhalb neokortikaler Felder dar (Buzsaki, 1991; Rolls, 2010; Takano et al., 2012).
Die Beobachtung, dass SPW-Rs durch vorherige Eindriicke und Erfahrungen des
Tieres in ihrer Gestalt beeinflusst werden (Wilson and McNaughton, 1994),
unterstutzt hierbei die wesentliche Rolle, die SPW-Rs innerhalb des Prozesses der
Gedéachtniskonsolidierung im intakten Gehirn Ubernehmen. Die Annahme, dass die
aktivitatsabhangige Modifizierung synaptischer Kontakte zwischen Neuronen das
neuronale Korrelat von Lernen und Gedéachtnis darstellt (Bliss and Collingridge,
1993; Morris et al., 2003), legt nahe, dass ein enger Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von SPW-Rs innerhalb der Hippocampus - Formation und der Induktion
synaptischer Plastizitat innerhalb neuronaler Netzwerke besteht (hierzu sei eine
aktuelle Studie aus unserem Labor erwéahnt, die den experimentellen Nachweis eines

solchen Zusammenhanges experimentell belegt (ul Haq et al., in Vorbereitung).

”“wmﬂ'“ EC

Para

s

Abbildung 2

Darstellung Sharp wave — assoziierter Ripple - Oszillationen in Area CA3, CAl
und dem Subikulum (Sub), sowie propagierter Ripple — Aktivitdt im
Parasubikulum (Para) und den tiefen Schichten des entorhinalen Kortex (EC),

modifiziert nach Buzséaki und Chrobak, 2005.
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Bisher wurden unter in vitro Bedingungen spontan auftretende SPW-Rs im
Hippocampus der Maus (Maier et al., 2002; Maier et al., 2003; Both et al., 2008;
Reichinnek et al., 2010; Bahner et al., 2011; Reichinnek et al., 2012; Maier et al.,
2011), sowie in ventralen Hippocampusschnittprdparaten von Ratten
(Papatheodoropoulos and Kostopoulos, 2002; Papatheodoropoulos, 2010; Norimoto
et al., 2012) beobachtet. Wie die vorliegenden Daten zeigen, kénnen darliber hinaus
SPW-Rs in Hippocampusschnittpraparaten adulter Ratten durch wiederholte
Hochfrequenzstimulation (HFS oder TBS) induziert werden, die gleichzeitig eine
robuste LTP auslost (erste Publikation). Solche SPW-Rs bestehen aus langsamen
Feldpotenzialtransienten ,sharp waves’, denen 200 Hz schnelle Rippleoszillationen
aufgelagert sind, und werden wie SPW-Rs im intakten Gehirn innerhalb des
rekurrenten Kollateralsystems der CA3 Region generiert (Csicsvari et al., 2000). Die
zur Induktion von SPW-Rs verwendete HFS stellt hierbei ein etabliertes Protokoll zur
Induktion von LTP (Bliss and Lemo, 1973; Dunwiddie and Lynch, 1978),
insbesondere von langanhaltender LTP (L - LTP) in neuronalem Gewebe dar (Frey
and Morris, 1997; Matthies et al., 1990). Die hier prasentierte Studie stellt somit den
Zusammenhang zwischen der Induktion aktivitdtsabhangiger synaptischer
Langzeitplastizitstt und der Induktion hippocampaler SPW-Rs dar. Dieser
Zusammenhang wird flankierend bestarkt durch den Befund, dass ausschlief3lich
HFS Serien, die LTP induzieren (50 oder 100 Hz Tetanie), auch SPW-Rs induzieren,
wéahrend eine SPW-R Induktion versagt, wenn Reizserien appliziert werden (5, 10
oder 20 Hz Tetanie), die keine LTP innerhalb des kommissural - assoziativen CA3

Netzwerks etablieren (Behrens et al., 2005).

Interessanterweise ist die Induktion von SPW-Rs in Area CA3 in vitro, wie eine

klassische Form der L - LTP, NMDA Rezeptor - abhéngig (Behrens et al., 2005). Ein
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wesentliches Merkmal dieser Form der LTP ist, dass die Aktivierung von NMDA - Rs
sowohl spannungs- als auch transmitterabhéngig ist und somit als
Koinzidenzdetektor die Assoziation von pré- und postsynaptischer Aktivierung
anzeigt (als Ubersichtartikel siehe (Malenka and Nicoll, 1999)). Wie vorher
beschrieben (Nowak et al., 1984) ist hierbei neben der prasynaptischen Freisetzung
von Glutamat eine gleichzeitige Depolarisation der postsynaptischen Membran
notwendig, durch die der bei Ruhemembranpotenzial vorherrschende
Magnesiumblock aufgehoben wird, um den NMDA Rezeptor fur Natrium- und
Calciumionen leitfahig zu machen (Nowak et al., 1984), als Ubersichtartikel siehe
(Nicoll and Malenka, 1999). Diese Form der Koinzidenz von préa- und
postsynaptischer Aktivitat, die seit Donald Hebb‘s ,The Organization of Behavior’ als
das neuronale Korrelat von Lernen und Gedachtnis vorgestellt wird (Hebb, 1949),
konnte somit durch die NMDA Rezeptor-abhéangige Induktion mit hippocampalen
SPW-Rs in Verbindung gebracht werden. Dartber hinaus zeigen die vorliegenden
Daten einen weiteren wichtigen Aspekt der Beziehung zwischen synaptischer
Plastizitdt und dem Auftreten hippocampaler SPW-Rs auf. Wie in der ersten Studie
gezeigt wurde, kann die durch LTP induzierte SPW-R Aktivitdt durch Induktion von
Langzeitdepression (LTD) mittels Niederfrequenzstimulation der Schafferkollateralen
in Area CA1 reversibel blockiert werden (Behrens et al., 2005). Somit steht nicht nur
die Induktion hippocampaler SPW-Rs, sondern auch deren Expression in enger
Beziehung zu Veranderungen aktivitatsabhangiger synaptischer Plastizitat innerhalb

umschriebener zelluldrer Netzwerkverbande.

Auf der Basis der hier préasentierten Daten darf vermutet werden, dass die
aktivitatsabhangige Potenzierung spezifischer Synapsen innerhalb des CA3

Netzwerks wahrend wiederholter Applikation LTP — induzierender Hochfrequenz-

91



oder Thetaburst - Stimulation oder zukinftig durch intrinsische hippocampale
Netzwerkaktivitdt, mit der Induktion und Expression distinkter SPW-Rs kausal
verbunden ist. Hierbei ist denkbar, dass aktivitatsabhéngig in die Postsynapse
einstromende Calciumionen durch Bindung an zytosolisches Calmodulin innerhalb
aktivierter Spines zu einer Autophosphorilierung von CaMKIl innerhalb distinkter
Synapsen fuhren (Mukherji et al., 1994; Lledo et al., 1995). Autophosphorilierte
CaMKII, die ihrerseits an der NR2B Untereinheit von NMDA - Rs bindet, kdnnte als
Bindeglied fir weitere intrazellularen Kaskaden an der aktivitatsabhéngigen
Markierung spezifischer Synapsen, dem sogenannten ,Tagging’ (bisher fir die CAl
Region demonstriert (Frey and Morris, 1997; Redondo and Morris, 2011)), wéhrend
der ,ad hoc’ Formation distinkter neuronaler Ensembles in der CA3 Region beteiligt
sein. Dariuber hinaus konnte autophosphorilierte CaMKIlin den intrazellularen
Transport sowie die Verankerung de novo - synthetisierter AMPA — Rs in spezifische
Spines wahrend L — LTP involviert sein (Lisman et al., 2012; Pi et al., 2010; Opazo et

al., 2012).

3.2 Limitierungen des in vitro Paradigmas

Die in den vorliegenden Arbeiten durch kurze 100 Hz Tetanie (jeweils a 40 Pulse)
induzierten, LTP-assoziierten in vitro SPW-Rs sind den unter in vivo Bedingungen
beobachteten SPW-Rs ahnlich. Zum rechten Verstandnis und der zulassigen
Interpretation der hier vorgestellten Daten ist jedoch Folgendes von prominenter
Bedeutung: auf Grund methodischer Limitierungen koénnen die hier im
Akutschnittpréparat gezeigten SPW-Rs nicht mit solchen Ereignissen, wie sie unter in

vivo Bedingungen registrierten werden, gleichgesetzt werden. Vielmehr handelt es
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sich bei allen in der vorliegenden Habilitation gezeigten Phanomenen
notwendigerweise um atrtifizielle Ereignisse, deren Ursprung im Hirnschnittpraparat
liegt, das zwar durch ein hinreichend grol3es, aber im Vergleich zu der in vivo
Situation signifikant reduziertes zellulares Netzwerk mit stark eingeschréankten
synaptischen Verbindungen limitiert ist (Boulton et al., 1992). Auf Grundlage dieser
methodologischen Beschrankung darf jedoch weiterhin angenommen werden, dass
Mechanismen, die aus solchermalien beschrankten in vitro Messungen abgeleitet
werden koénnen, grundsatzliche Mechanismen beschreiben, die hochwahrscheinlich
auch fur die Induktion, Expression und Modulation von Gedachtnis-assoziierten

Netzwerk-Oszillationen im intakten Tier relevant sind.

3.3 Reiz-induzierte SPW-Rs sind von epileptiformer Aktivitéat verschieden

Da die HFS, die zur Induktion von SPW-Rs und LTP angewandt wird, einen relativ
starken Stimulus fir das zellulare Gewebe darstellt und unter abge&nderten ionalen
Bedingungen (1.0 mM [Mg*],, 1.2 mM [Ca**],, 5 mM [K*],) auch fiir das so genannte
,Kindling’ (eine fortschreitende Zunahme neuronaler Antworten auf eher seltene und
schwache Stimulation einer neuronalen Population) angewandt wird (Stelzer et al.,
1987), drangt sich insbesondere innerhalb des verwandten in vitro Paradigmas die
Frage auf, inwiefern die resultierenden SPW-Rs ein physiologisches
Erregungsmuster darstellen oder ob eine - wie von anderen Autoren befundene
,solch massive’ Stimulation nicht eher zu einer Ubererregung des neuronalen
Netzwerks und folglich zur Generation epileptiformen Massenentladungen fuhrt.
Hierzu ergaben ausfuhrliche Analysen (vierte und flinfte Publikation) eine eindeutige

Demarkation zwischen Inhibitions-kontrollierten Netzwerkentladungen, wie sie SPW-
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Rs darstellen, und hypersynchronisierter, pra-epileptischer Aktivitdt innerhalb
hippokampaler Netzwerke. Im Einzelnen zeigt ein erster Schritt beim Vergleich der
Feldpotenzialantworten sowohl in Area CA3 als auch in der CA1 Region vor und
nach HFS Applikation, dass die post - tetanischen, extrazellular registrierten
Antworten eine robuste LTP aufweisen, aber keinerlei Anzeichen einer neuronalen
Uberreizung wie beispielsweise verlangerte Feld - EPSP Antworten oder multiple
Populationsentladungen (Popspikes, PSs) zeigen (erste bis funfte Publikation). An
dieser Stelle sei kurz angemerkt, dass bei der gewahlten Reizung der
Schafferkollateralen in SR der CA1 Region die antidrome Feldpotenzialantwort im SP
der Area CA3 charakteristischerweise zwei PSs zeigt, die dem Feld EPSP
aufgelagert sind. Hierbei ergibt sich der erste antidrome PS aus der direkten Reizung
der Axonkollateralen der CA3 Pyramidenzellen, dem ein zweiter PS folgt, der
innerhalb der rekurrenten Kollateralen innerhalb des CA3 Netzwerks generiert wird.
Die Induktion von LTP in Area CA3 zeigt sich durch die Amplitudenzunahme des
zweiten PSs, wobei der erste PS charakteristischerweise in Amplitude und Latenz
unverandert ist. Ein zweiter, gewichtiger Befund beziglich des Grades der zellularen
Erregbarkeit des neuronalen Gewebes wéahrend der Stimulus-Induktion von SPW-Rs
ergibt sich jedoch aus simultanen intrazellularen Ableitungen von CA3
Pyramidenzellen wahrend der SPW-R Induktion und Expression. Wahrend SPW-R
Aktivitat zeigen etwa 50 % der CA3 Pyramidenzellen ein exzitatorisches
postsynaptisches Potenzial (EPSP), dem 1 — 3 Aktionspotenziale (APs) aufgelagert
sind, wohingegen die andere Halfte der Neurone nicht erregt wird, d.h. ein
inhibitorisches postsynaptisches Potenzial (IPSP) oder nur schwache EPSPs
generiert (Behrens et al., 2005). Wéahrend der SPW-R Induktion finden sich zum
einen Zellen, die bei wiederholter HFS Applikation ein vergréRertes EPSP und eine

Zunahme der Anzahl der generierten APs zeigen. Dieser Steigerung der Erregbarkeit
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stehen jedoch interessanterweise zum anderen Zellen gegentber, die wahrend
SPW-Rs gehemmt werden und bei wiederholter Reizung eine VergroR3erung der
jeweiligen IPSP Amplitude zeigen. Darlber hinaus findet sich auch eine kleine
Subpopulation von Neuronen, die aus einer urspringlichen EPSP Antwort, assoziiert
mit AP Generation, in eine Hemmung wechseln und vice versa (Behrens et al.,
2005). Der Beobachtung, dass nach etwa 5 — 7 HFS Serien eine Sattigung der
Amplitude und Inzidenz der SPW-Rs bei unveranderter SPW-R Dauer im
Feldpotenzial eintritt, liegt also eine dynamische Netzwerkreorganisation auf
zellularer Ebene zugrunde, die ahnlich der Expression von LTP ein Saturierungslevel
zeigt und somit einer potenziell gefahrlichen Ubererregbarkeit des neuronalen
Gewebes effizient entgegenwirkt (Behrens et al., 2005). Zusammenfassend sei auf
eine ganze Reihe von wesentlichen Unterschieden verwiesen, die sdmtlich Stimulus-
induzierten SPW-Rs von hypersynchronisierten ,recurrent epileptiform discharges'
(REDs), die unter teilweise reduzierter oder vollstdndig blockierter GABAAR -
vermittelter synaptischer Transmission (Inhibition) registriert wurden, unterscheiden
(vierte und funfte Publikation): 1 - 3) die Amplitude, Dauer und Inzidenz der
jeweiligen Netzwerkentladungen, 4) die jeweilige Ripplefrequenz, 5) der unter
GABAAR - Blockade beobachtete paroxysmale Depolarisationsschift (PDS), der in
CA3 PCs wahrend REDs generiert wird, 6) die Tatsache, dass unter GABAaAR -
Blockade alle PCs verlangerte EPSPs zeigen und somit aktiv in die
hypersynchronisierten Netzwerkentladungen eingebunden sind, 7) die Anzahl der
generierten APs/Ereignis, 8) die entladungsbedingten extrazellularen Anstiege der

Kaliumionenkonzentration, 9) der Sauerstoffverbrauch/Ereignis (unpublizierte Daten).

Neben der Uberwiegend gewdahlten antidromen Stimulation der CA3 Region aus dem

SR der Area CA1 kdnnen SPW-Rs ebenso orthodrom aus dem Stratum moleculare,
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dem Granularlayer des DG sowie aus dem Hilus und mittels selektiver
Moosfaserstimulation induziert werden (Behrens et al., 2005).
Bemerkenswerterweise finden sich transiente Wechsel der zellularen Antworten
wahrend SPW-Rs auch bei Anderungen des Stimulationsortes. So zeigten Zellen, die
urspringlich ein EPSP und 1 - 2 APs wahrend SPW-Rs generieren, bei Wechsel des
Reizortes beispielsweise vom proximalen in das distale SR der CA1 Region eine
Veranderung der zellularen Antwort in ein IPSP. Dieser Prozess ist vollstandig
reversibel und zeigt somit, ahnlich der LTP, eine Inputspezifitdt (Behrens et al.,
2005). Auch die resultierenden SPW-Rs zeigen in den extrazellularen
Feldpotenzialantworten hierbei reversible Anderungen ihrer Eigenschaften wie
beispielsweise der Dauer und Amplitude der SPW-Rs sowie der Anzahl der
generierten Ripples (Behrens et al., 2005). Diese inputspezifischen Verdnderungen
lassen darauf schlie3en, dass, abhéngig vom jeweiligen Reizort, distinkte SPW-Rs
generiert werden, die aus der Aktivierung spezifischer neuronaler Cluster resultieren,
welche innerhalb der Gesamtpopulation des Netzwerks transiente, funktionelle
Ensembles bilden. Weitere Analysen aktivitatsabhéangiger neuronaler Clusterbildung
wahrend der LTP - assoziierten Induktion und Generation von SPW-Rs, wie sie fur
spontan generierte SPW-Rs im Hippocampus der Maus kirzlich beschrieben wurde
(Maier et al., 2002; Maier et al., 2003; Both et al., 2008; Reichinnek et al., 2010;
Bahner et al., 2011; Maier et al., 2011), ist hierbei Gegenstand aktueller Forschung

unserer Arbeitsgruppe.
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3.4 Das Janusgesicht der noradrenergen SPW-R Modulation

Wie das ,two - stage’ Modell fir Lernen und Gedéachtnis vorstellt, kommt es beim
Wechsel von explorativem Verhalten - verbunden mit der Registrierung neuer Inhalte
- einerseits und der Konsolidierung von Gedachtnisspuren aus dem Hippocampus in
den Neokortex andererseits zu einem raschen Wechsel zustandsabhangiger
synchroner Netzwerkaktivitdt von Theta - assoziierten Gamma - Oszillationen zu
hippokampalen SPW-Rs (Buzsaki, 1989; Buzsaki, 1996). Wie in diesem
Zusammenhang bisher bekannt ist, kann die Detektion ,neuer’, genauer gesagt un-
oder wenig bekannter Informationen mit einer Freisetzung von NA aus dem Locus
coeruleus Uber monoaminerge Fasertrakte an basale Dendritenfortsatze von CA3
Neuronen im Hippocampus einhergehen (Sara et al., 1994). Wie in der zweiten
Publikation gezeigt wurde, verursacht ein voribergehender Anstieg der
extrazellularen NA Konzentration eine rasche und reversible Suppression von SPW-
Rs innerhalb des CA3 Netzwerks mit konsekutiver Unterbrechung der SPW-R
Propagation in die CA1 Region. Wie weiter demonstriert werden konnte, ist diese
Blockade Uber préasynaptische ol-Adrenorezeptoren vermittelt (siehe: simultane
intra- und extrazellularer Messungen in der CA1 und CA3 Region; Analysen der PP —
Fazilitierung (Debanne et al.,, 1996; Regehr and Tank, 1991), Varianzkoeffizienz -
Analysen (Faber and Korn, 1991) sowie Messung der extrazellularen Calciumabfalle
mittels ionensensitiver Mikroelektroden (Heinemann et al, 1977) und
Fluoreszenzmessungen des intrazellularen Calciumsignals wahrend repetitiver,
afferenter elektrischer Stimulation in  Abwesenheit schneller glutamaterger
Transmission (Igelmund et al.,, 1996; Egorov et al.,, 1996)). Somit zeigen diese
Ergebnisse gemeinsam einen Mechanismus an, durch den der durch neokortikale

Inputs verursachte, rasche Ubergang von Gedachtniskonsolidierungs - assoziierten
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Netzwerkoszillationen innerhalb hippokampaler Netzwerke hin zu Arbeitsgedéachtnis -
assoziierter Hirnaktivitdt wahrend erhdhter Aufmerksamkeit, wie er im intakten Hirn
beobachtet wird, erklart werden kann. Dartber hinaus bestéatigen die vorliegenden
Daten erneut einen engen Zusammenhang zwischen der Induktion synaptischer
Plastizitdt und dem Auftreten hippokampaler SPW-Rs dadurch, dass NA, zusétzlich
zu den Effekten via prasynaptischer a1l - Adrenorezeptoren, Gber postsynaptische 1
- Adrenorezeptoren sowohl die Induktion klassischer lang anhaltender LTP (L - LTP)
als auch von SPW-Rs in Area CA3 fazilitiert. Von besonderem Interesse ist ferner der
Befund, dass nach der NA-vermittelten Unterdrickung der SPW-Rs, deren
Wiederauftreten durch eine erhéhte SPW-R Inzidenz charakterisiert ist, wobei dieser
Effekt ebenfalls Uber Aktivierung von B1-Adrenorezeptoren vermittelt wird (ul Haqg et
al.,, 2011). Zusammen mit dem Befund, dass sowohl die aktivititsabhangige
Induktion von LTP als auch von SPW-Rs Uber B1-Adrenorezeptoren in vitro fazilitiert
ist, kdnnte dies erklaren, warum nach Lernprozessen (Kudrimoti et al., 1999) sowie
auch Schlafentzug (Ponomarenko et al.,, 2003) eine erhdhte Inzidenz von

hippokampalen SPW-Rs im intakten Gehirn beobachtet wird.

Die CA3 Einzelzellableitungen wahrend SPW-R Aktivitdt in Anwesenheit von NA
weisen im Wesentlichen auf zwei Ergebnisse hin: 1) Die plotzliche NA — vermittelte
Suppression der SPW-Rs ist nicht alleine durch Hyperpolarisation von CA3
Pyramidenzellen zu erklaren, da zum einen die Unterdriickung der SPW-Rs einer
Hyperpolarisation der simultan gemessenen Neurone zeitlich vorausgeht und zum
anderen, im Gegensatz zu dieser Wirkung, in einem Teil der gemessenen Zellen die
SPW-R Suppression von einer leichten Depolarisation des Membranpotentials von
CA3 Pyramidenzellen begleitet war. Hierbei sind beide beobachteten Effekte von NA

auf CA3 Neurone in Ubereinstimmung mit Befunden aus vorherigen Beobachtungen
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in CA1 Pyramidenzellen (Madison and Nicoll, 1986). 2) Die verstarkte SPW-R
Aktivitat wahrend Aktivierung von Bl - Adrenorezeptoren in Gegenwart von
Dobutamin geht mit einer reduzierten Nachhyperpolarisation in CA3 Pyramidenzellen
einher, die vermutlich auf 1 - Rezeptor — vermittelten Effekten auf calciumabhangige
Kaliumkanale vom SK (small conductance) Typ beruht, ahnlich der fir CA1 Neurone
beschriebenen Effekte (Madison and Nicoll, 1986; Haas and Konnerth, 1983;

Pedarzani and Storm, 1993).

Ein weiteres Ergebnis dieser Studie weckt besonderes Interesse: In Gegenwart von
NA koénnen SPW-Rs nicht durch wiederholte HFS Reizserien induziert werden. Diese
werden jedoch nach Beendigung der elektrischen Reizung spontan in der CA3
generiert, wenn NA ausgewaschen wird. Die spontane Generation von SPW-Rs kann
dadurch verursacht sein, dass distinkte synaptische Kontakte zwischen CA3
Neuronen, die durch die wiederholte HFS Applikation aktivititsabhangig verstarkt
wurden, ein neuronales Ensemble konstituieren, das eine koordinierte
Ensembleaktivitdit in Form von SPW-Rs generiert, sobald wahrend des NA
Auswaschens die al — R - vermittelte Reduktion der Transmitterausschittung
nachlasst. Es ist denkbar, dass eine aktivitditsabh&ngige Verstarkung spezifischer
synaptischer Kontakte innerhalb des CA3 Netzwerks ein synaptisches ,Tagging’
distinkter Synapsen einbezieht. Einer aktuellen Hypothese folgend ist das ,Tagging’
ein CaMKII — abhangiger Prozess, der pharmakologisch blockiert werden kann (Frey
and Morris, 1997; Redondo and Morris, 2011). Erste Befunde in unserem Labor
zeigen, dass in Anwesenheit des CaMKII Blockers KN - 93 (1 uM) das Auftreten von
SPW-Rs wahrend des NA Auswaschens verhindert ist (unpublizierte Daten). Es kann

also nicht ausgeschlossen werden, dass ein synaptisches ,Tagging’ an der
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aktivitatsabhangigen Formierung distinkter neuronaler Ensembles und somit an der

Induktion von SPW-Rs durch synaptische Plastizitat beteiligt ist.

3.5 Ausblick

Mdgliche Implikationen des vorgestellten in vitro Paradigmas Gedachtnis —
assoziierter, synchronisierter hippocampaler Netzwerkaktivitdt umfassen 1)
Untersuchung grundlegender Mechanismen aktivitdtsabhé&ngiger Formation
spezifischer zellularer Cluster und der damit verbundenen Topographie synaptischer
Plastizitat innerhalb verschiedener subzellularer Kompartimente von CA3 Neuronen.
Im Speziellen soll plastizitditsabhangige Ensembleaktivitat wahrend mit der Bindung
sensorischer Informationen verbundenen Theta-/Gamma Aktivitat einerseits und der
mit hippocampalen SPW-Rs assoziierten Reaktivierung von voribergehenden
Gedachtnisspuren andererseits analysiert werden, 2) Aufdeckung von Mechanismen,
die Uber aktivitdtsabhéngige synaptische Defizite zu funktionellen Ausféllen fuhren,
wie sie bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen (Morbus Alzheimer,
Morbus Parkinson, Fronto - temporale Demenz und Demenzen anderer Genese)
beobachtet werden, die charakteristischerweise mit Ged&achtnisfunktionsstérungen
einhergehen, 3) Untersuchung der Bedeutung entwicklungsbedingter Variabilitat
intrazellularer Chloridkonzentrationen, die mit unterschiedlichen Expressionsmustern
der Chloridtransporter NKCC1 und KCC2 zusammenhangt, fur die Induktion und
Expression verschiedener synchronisierter hippocampaler Netzwerkaktivitaten und 4)
vergleichende elektrophysiologische Untersuchungen synchronisierter,
hippocampaler Netzwerkoszillationen (Theta-, Gamma- und Ripple - Aktivitat) in
operativ gewonnenen, humanen Hirnschnittpraparaten pharmako - resistenter TLE

Patienten.
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4., Zusammenfassung

Unter in vitro Bedingungen fihrt die wiederholte Applikation von LTP induzierenden
Reizserien in Akutschnittpraparate der adulten Ratte zur Induktion von SPW-Rs in
Area CA3, von wo sie in die CA1 Region und das Subikulum propagieren. Die
Induktion von SPW-Rs ist mit einer zellularen Reorganisation innerhalb des CA3
Netzwerks assoziiert und ihre Expression kann tber Induktion von LTD reversibel
gehemmt werden. Zusammen zeigt dies eine enge Beziehung zwischen SPW-Rs
und aktivitditsabhangigen, synaptischen Verdnderungen innerhalb hippocampaler
Netzwerke an. Wahrend die Induktion von SPW-Rs NMDA - R abhéngig ist, kann
deren Expression Uber AMPA-/Kainat - R Blocker unterbrochen werden. Dartber
hinaus fuhrt inputspezifische Stimulation des CA3 Netzwerks aus der proximalen und
distalen Area CA1l sowie des Hilus zur Generation distinkter SPW-Rs, wobei die
Wirkung solcher Wechsel reversibel ist. Aktivierung von a1-Rs wéahrend Norardenalin
- Applikation fiuhrt Gber Reduktion des prasynaptischen Calcium Uptakes zur
abrupten und reversiblen Blockade von SPW-Rs. Andererseits fazilitiert Stimulation
von B1 — Rs die Induktion von LTP und SPW-Rs in Area CA3. Reiz - induzierte SPW-
Rs kénnen anhand verschiedenen Populations- wie auch Einzelzellparametern von
hypersynchronen epileptiformen Netzwerkentladungen unterschieden werden. Hierzu
zahlen die Dauer und Amplitude der ereigniskorrelierten neuronalen Depolarisation
und Anzahl der generierten APs, die Dauer, Inidenz und Amplitude der
Netzwerkentladungen, die Frequenz Uberlagerter Ripple - Oszillationen, die Hohe der
durch die Netzwerkentladung hervorgerufenen Anstiege der [K'], und des im
Extrazellularraum gemessenen Sauerstoffverbrauchs. Zusammen dienen diese
Befunde einem  besseren  Verstdndnis  synchronisierter  hippocampaler
Netzwerkaktivitdt, die mit der Konsolidierung deklarativer Gedachtnisspuren

verbunden ist und somit Langzeitgedé&chtnis ermdglicht.
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