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Abklrzungsverzeichnis

ACSF artifizielle zerebrospinale Flussigkeit *

AHS Ammonshornsklerose

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-lsoazolepropionséure
AMPAR a-Amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-Isoazolepropionsaure Rezeptor
CAl Cornu Ammonis 1; Subregion des Hippokampus
CA3 Cornu Ammonis 3; Subregion des Hippokampus
CaMKIl Ca #/Calmodulin -abh&ngige Proteinkinase Il

CAMP cyclic AMP (zyklisches Adenosin 3"-5"-monophosphat)
DG Gyrus dentatus (dentate gyrus)

EC entorhinaler Kortex (entorhinal cortex)

EEG Elektroenzephalographie

E-LTP early LTP (frihe Phase der Langzeitpotenzierung)
EPSP exzitatorisch postsynaptisches Potential

fp Feldpotential

GABA y-aminobutyric acid (y —Aminobutyrat)

Glu Glutamat

L-LTP late LTP (spate Phase der Langzeitpotenzierung)
LTD long-term depression (Langzeitdepression)

LTP long-term potentiation (Langzeitpotenzierung)

NMDA N-methyl-D-aspartat

NMDAR N-methyl-D-aspartat Rezeptor

PKA Proteinkinase A

PTP posttetanische Potenzierung

PPF paired-pulse Facilitation (Doppelpulsverstarkung)
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RMP Ruhemembranpotential

SD Standardabweichung

SEM standard error of the mean (Standardfehler)
Sub Subikulum

TLE Temporallappenepilepsie

ZNS zentrales Nervensystem

! Artifizielle zerebrospinale Fliissigkeit (in mM), pH 7,4:

NaCl 129
Na2PO4 1,25
NaHCO3 21
KCI 3

CaCl2 1,6
MgSO4 1,8

Glucose 10

2 Low-Mg?*-Lésung (in mM), pH 7,4:

NaCl 129
Na2P0O4 1,25
NaHCO3 21
KCI 3

CaCl2 1,6

Glucose 10

3 Ringer Mg?*, Ca** (in mM), pH 7,4:

NaCl 129
Na2P0O4 1,25
NaHCO3 21
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KCI 3
CaClI2 4
MgSO4 4

Glucose 10

4 ACSF (Humangewebe, (in mM)), pH 7,4:

NaCl 124
NaHCO3 26
KCl 4
CaClI2 2
MgCI2 2

Glucose 10
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1. Einleitung

1.1 Die Temporallappenepilepsie

Die Epilepsie ist in der Menschheitsgeschichte eine der am langsten bekannten
Krankheiten. Sie leitet sich vom griechischen epilambanein ab und bedeutet
.Gepacktwerden, Ergriffenwerden”: Anfalle, an denen die Patienten friher litten, wurden
als Form der ,Besessenheit von bosen Geistern“ gesehen.

Epilepsien gehdren zu der Gruppe heterogener Erkrankungen unterschiedlicher
Atiologie. Es handelt sich um die haufigste chronische Erkrankung des zentralen
Nervensystems, die mit einer Pravalenz von bis zu 0,8% in der Bevolkerung auftritt
(Yaari und Beck, 2002). Sie stellen somit neben den neurovaskularen Erkrankungen
eines der haufigsten neurologischen Leiden dar. Die Klassifikation einer Epilepsie
erfolgt sowohl durch ihren Anfallstyp als auch durch assoziierte klinische Befunde.
Klinisch-phanomenologisch, atiologisch und nach dem Befund in der
Elektroenzephalographie (EEG) unterscheidet man hauptsachlich zwei Formen:
Epilepsien partiellen (fokalen) Ursprungs und generalisierte Epilepsien.

Ein gemeinsames Merkmal epileptischer Anfalle sind wiederholte (mindestens
zweimal), zumeist unprovozierte, auftretende epileptische Ereignisse, die als Folge
einer paroxysmalen Spontanentladung einzelner Neuronenverb&nde zustande
kommen. Vereinfacht betrachtet, beruht die Entstehung epileptischer Aktivitat auf einer
Stérung des Gleichgewichtes von neuronaler Erregung und Hemmung oder auf
Funktionsanderungen erregbarkeitsregulierender Mechanismen. Stérungen koénnen
sowohl auf intrinsischer als auch auf synaptischer Ebene stattfinden. Epileptische
Aktivitdt kann somit entweder durch eine erhdhte Erregbarkeit einzelner Neurone oder
durch eine gesteigerte Synchronisationsneigung der neuronalen Netzwerkebene
bedingt sein (Dichter und Ayala, 1987; McCormick und Contreras, 2001). Die zugrunde
liegenden Pathomechanismen der Epilepsie, die zu einer neuronalen Ubererregbarkeit
fuhren, sind trotz fortwdhrender Bemuhungen in der Epilepsieforschung derzeit nicht
vollstandig geklart.

Die haufigste und schwerwiegendste Form der partiellen Epilepsien ist die
Temporallappenepilepsie (TLE), bei der die Anfallsaktivitat ihren Ursprung im

Temporallappen hat. Die TLE kann mit oder ohne Verlust des Bewusstseins
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einhergehen. Mit 70 - 80 % stellt die mesiale Temporallappenepilepsie das
Hauptkontingent aller Temporallappenepilepsien dar. Mdgliche Ursachen kdnnen
Schadel-Hirn-Traumen, ischamische Insulte oder Enzephalitiden sein (Heinemann,
2004). Auch komplizierte epileptische Fieberanfélle in der Kindheit kbnnen urséchlich
fur die Entwicklung eines krampffordernden neuronalen Netzwerkes sein und so die
Entstehung einer TLE im Erwachsenenalter begunstigen. Sowohl in Tiermodellen der
TLE als auch bei Patienten mit pharmakoresistenter TLE kann man als pathologisch-
anatomisches Substrat in der Magnetresonanztomographie (MRT) eine
Hippokampusatrophie und/ oder -gliose nachweisen. Histopathologisch zeigt sich ein
chronisch epileptischer Prozess mit Umbauvorgadngen und einem Zellverlust vor allem
in der Area CA1 und CA3 (Mathern et al., 1995; Houser, 1999; Guzman et al., 2006). Je
nach Auspragung spricht man von einer Ammonshornsklerose (AHS) oder einer Non-
Ammonshornsklerose (Non-AHS) (Wyler et al.,, 1992). Nach dem Schweregrad der
Sklerose und des Zellverlustes werden funf neuropathologische Stadien unterschieden,
die nach Wyler eingeteilt werden (Wyler et al., 1992). Non-AHS Gewebe wird mit Wyler
Grad WO0-W2 bezeichnet. AHS Gewebe unterteilt man in W3 und W4, das heil3t es liegt
ein Zelluntergang von > 50% sowie zusatzlich eine Hippokampusgliose vor. Kontrovers
wird in der Literatur diskutiert, ob die hippokampale Sklerose Ursache fir die
Entwicklung einer TLE ist, oder ob sie eine sekundare Erscheinung ist und somit nicht
fur die Manifestation einer TLE verantwortlich ist. In der Regel wird die TLE primar
medikamentés behandelt. In einem Drittel der Falle kann es jedoch zu einer
Pharmakoresistenz kommen, d.h. es kann trotz einer optimalen epileptischen Therapie
keine Anfallsfreiheit erreicht werden (Wieser et al., 1993). Bei erfolgloser konservativer
Therapie stellt bei diesen Patienten die Entfernung des epileptischen Fokus, d.h. des
Hippokampus und der angrenzenden Region, eine Therapiemdglichkeit dar. Bereits seit
dem 19. Jahrhundert ist man sich des hohen epileptogenen Potentials der
Hippokampusformation bewusst. Auffallig dabei ist, dass die hippokampale Formation
die niedrigste Schwelle fur das Auftreten epileptischer Entladungen im Gehirn besitzt
(Green, 1964). In den funfziger Jahren des 20. Jahrhunderts (1957) erfolgte der erste
epilepsiechirurgische Eingriff durch den Neurochirurgen William B. Scoville bei einem
Patienten (H.M.) mit medikamentds nicht behandelbarer Temporallappenepilepsie.
Durch die damals durchgefiihrte beidseitige Resektion des medialen Temporallappens
fiel der Patient postoperativ durch einen schweren und andauernden Verlust des

Neugedachtnisses auf. Es war ihm nicht moglich, Informationen vom Kurz- in das
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Langzeitgedachtnis zu utbertragen (Scoville und Milner, 1957). Demzufolge fuhrte die
bilaterale Hippokampusresektion zu einem Verlust der Mdglichkeit, Neues zu lernen
und sich an Ereignisse zu erinnern, die nach oder relativ kurz vor dem Eingriff
stattgefunden hatten (anterograde Amnesie). Das Langzeitgedachtnis fir Ereignisse
und Informationen, die lange vor dem Eingriff auftraten oder gelernt wurden, blieb dabei
relativ unverandert.

Diese klinische Fallstudie gab den entscheidenden Hinweis fur die Bedeutsamkeit der
hippokampalen Formation in der Gedachtnisverarbeitung. Bei Patienten, die an einer
TLE leiden, werden haufig schwerwiegende Probleme bezlglich der Konsolidierung des
Gedachtnisses sowie dem Widerabrufen gespeicherter Informationen beobachtet
(Elger, 2005), so dass die Intaktheit des Hippokampus zur Uberfiihrung von
Informationen vom Kurzzeitgedachtnis in das Langzeitgedachtnis (= Konsolidierung von
Informationen) notwendig scheint. Der Hippokampus und seine angrenzende Struktur,
der entorhinale Kortex (EC), sind demnach als ,Tor zum Ged&achtnis* von besonderer
Bedeutung fur die Abspeicherung von Erfahrungen.

Im Wesentlichen lassen sich zwei Gruppen von Gedachtnisarten bei Betrachtung der
Lerninhalte unterscheiden: ein deklaratives (explizites) Gedachtnis sowie ein nicht-
deklaratives (implizites) Gedachtnis (Abbildung 1) (Eichenbaum, 2004; Leritz et al.,

2006).
Deklarativ (= exh Nicht-deklarativ (= implizit):
- Fakten - Prozedural => Striatum
- Ereignisse
- Priming => Neokortex
=> Medialer Temporallappen

- Einfache klassische Konditionierung
=> Amygdala, Zerebellum

- Nicht-assoziatives Lernen => Reflexbahnen

Abb. 1 Gedachtnisformen.
Das nicht-deklarative Gedachtnis ist unabhangig vom Hippokampus und umfasst weite Teile des
zentralen Nervensystems. Als hippokampus-abhangig gilt hingegen das deklarative Gedachtnis

(verandert nach Leritz et al., 2006).

Das deklarative (explizite) Gedachtnis wird wiederum in das episodische Gedé&chtnis
(Erinnerungen an persoénliche Ereignisse) und das semantische Gedachtnis (Fakten)
untergliedert. An der expliziten Gedéachtnisbildung sind vor allem der Temporallappen,

besonders der Hippokampus, das Subikulum und der entorhinale Kortex sowie das
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Dienzephalon beteiligt (Squire, 1992). Das non-deklarative (implizite) Gedéachtnis ist vor
allem an motorische Handlungsablaufe gebunden und wird zudem unterteilt in
prozedurale Fertigkeiten, assoziatives und nicht-assoziatives Lernen sowie in Priming
(erhdhte  Wiedererkennungsfahigkeit far frGher unbewusst wahrgenommene
Informationen) (Lynch, 2004). Anatomisch beteiligte Strukturen sind vor allem das

Zerebellum und die Basalganglien (Squire, 1992).

1.2  Der Hippokampus

Der Hippokampus ist ein Teil des Archikortex. Er wird aufgrund anatomischer und
funktioneller Charakteristika in zwei korrespondierende Bereiche unterteilt: die Area
dentata (DG) und das Cornu Ammonis (CA) mit der Area CA1 und CA3 sowie das
Subikulum (S) (Abbildung 2) (O'Keefe and Nadel, 1978; Amaral und Witter, 1989,
1995).

Hippokampus

Zerebellum

Trunci cerebri

Zerebrum

Abb. 2 Anordnung des Hippokampus.

Der Hippokampus verbindet auch entfernt voneinander liegende kortikale Areale und ist neben der
Integration verschiedener Sinnesmodalitdten (visuell, akustisch und sensorisch) wesentlich an den
Prozessen des Lernens und der Gedachtnishildung beteiligt (Zola-Morgan et al., 1992; Squire et al.,
2004). Schematische Darstellung der hippokampalen Formation im Gehirn der Ratte. Folgende Regionen
lassen sich darstellen: Hippokampus, Gyrus dentatus (DG), Amonshorn (CA), Subikulum (Sub)
(modifiziert nach Amaral and Witter, Neuroscience 1989;31:571-591).

Uber den entorhinalen Kortex (EC) ist die hippokampale Formation mit zahlreichen und
in ihrer Funktion unterschiedlichen Arealen des Gehirns verbunden. Die Kornerzellen

der Area dentata erhalten vornehmlich ihre Eingange Uber den so genannten Tractus
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perforans aus dem EC und geben Axone ab, die synaptische Verbindungen mit den
Pyramidenzellen der Area CA3 eingehen. Diese Synapse wird als Moosfaser-Synapse
bezeichnet. Die Axone der CA3 Pyramidenzellen projizieren zu mehreren Zielorten:
Einerseits verlassen sie den Hippokampus via Fornix und andererseits projizieren sie
sowohl auf benachbarte CA3 Pyramidenzellen als auch auf nachgeschaltete CA1l
Pyramidenzellen. Von der Area CAl ziehen schlief3lich Axone zum Subikulum, das als
wesentliche Ausgangsstruktur des Hippokampus Efferenzen zu Kkortikalen und

subkortikalen Strukturen ausbildet (Witter und Groenewegen, 1990), und zum EC.

1.3 Das Subikulum

Das Subikulum ist eine bisher wenig untersuchte Struktur der hippokampalen
Formation. Aufgrund seiner anatomischen Lage spielt es eine bedeutende Rolle in der
Interaktion zwischen Hippokampus und kortikalen sowie subkortikalen Strukturen
(Abbildung 3) (O"Mara et al., 2001).

Afferenzen ~ ~N Efferenzen
Amygdala Amygdala
CA1 EC
EC Medialer prefrontaler Kortex
Perirhinaler Kortex Ncl. Accumbens
Septum { Subikulum } Ncl. Mamillaria
Supramamilliar Perirhinaler Kortex
Region Prasubikulum
Thalamus Retrosplenialer Kortex
Thalamus
Ventromedialer Hypothalamus
- J

Abb. 3 Neuronale Verbindungen zum Subikulum.

Afferenzen und Efferenzen des Subikulums (modifiziert nach Greene).

Das Subikulum leitet neuronale Informationen der Area CAl zu verschiedenen
kortikalen und subkortikale Hirnregionen (Naber et al., 2000). Darlber hinaus erhélt es
temporoammonische Afferenzen aus der Schicht Ill des EC (Steward und Scoville,
1976). In in vivo Experimenten konnte bisher beobachtet werden, dass das Subikulum
in einem Zeitfenster von wenigen Sekunden vor dem Hippokampus neue Informationen

aufnimmt. Das Subikulum stellt eine wesentliche Schnittstelle in der Weiterleitung und
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Verarbeitung von Informationen dar. Es agiert dabei als eine Art Detektor und
Schaltstelle sensorischer Informationen (Burwell, 2000; Naber et al., 2000). Unter
funktionell anatomischen Gesichtspunkten ist das Subikulum von besonderer
Bedeutung fur die Verarbeitung und Weiterleitung von Gedachtnisinhalten (Squire und
Alvarez, 1995; Lynch, 2004). Tierexperimentelle Studien, bei denen eine L&sion im
Subikulum durchgeftihrt wurde, zeigten, dass das Subikulum eine wichtige Rolle bei der
raumlichen Reprasentation und Orientierung spielt (Morris et al.,, 1990). Sowohl
hippokampale als auch subikuldare Lasionen scheinen mit einer Verschlechterung des
raumlichen Langzeitgedachtnisses assoziiert zu sein. Das Kurzzeitgedachtnis hingegen
war kaum betroffen. Dartber hinaus konnte in einer klinischen MRT-Studie zwischen
Hippokampus  und Subikulum eine raumliche  Trennung  spezifischer
Gedachtnisfunktionen nachgewiesen werden, welche die Bedeutsamkeit des
Subikulums im hippokampal-kortikalen Netzwerk verstarkt (Zeineh et al., 2003). Im
Gegensatz  zum  Hippokampus  besitzt das  Subikulum  komplementare
Gedachtnisfunktion, die eine spezifische Kodierung sensorischer Informationen
ermdglicht (Deadwyler und Hampson, 2004). Des Weiteren scheint es an der
Pathogenese verschiedener neurologisch-psychiatrischer Erkrankungen beteiligt zu
sein. Auf der Grundlage von Untersuchungen an Hippokampus-Préparaten von
Patienten mit pharmakoresistenter TLE wird dem Subikulum eine entscheidende
Funktion in der Generierung von Temporallappenanféllen zugeschrieben (Cohen et al.
2002, 2003; Wozny et al., 2003).

Das Subikulum setzt sich aus drei Schichten zusammen. Die Molekularschicht besteht
aus den apikalen Dendriten der subikuldren Pyramidenzellen. Die basalen Dendriten
reichen bis in tiefere Schichten der subikuldren Struktur und das Stratum moleculare
dient hauptsachlich der interneuronalen Verschaltung zwischen den Pyramidenzellen.
Die Pyramidenzellen im Stratum pyramidale, welche das efferente System bilden, sind
im Vergleich zu der Area CA1 weniger dicht angeordnet. Zwischen diesen Neuronen
liegen wiederum viele kleinere Zellen, die als Interneurone bezeichnet werden (O"Mara
et al., 2001). Die tiefe Schicht, die an den Alveus grenzt, bildet die polymorphe Schicht.
Der Alveus besteht aus afferenten und efferenten Fasersystemen und stellt die weil3e
Substanz des Hippokampus dar (Amaral und Witter, 1995).

Subikulare Pyramidenzellen lassen sich aufgrund ihres elektrophysiologischen

Entladungsverhalten sowohl bei Nagern als auch beim Menschen in zwei Zelltypen
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unterteilen (Behr et al., 1996; Mattia et al., 1993; Stewart und Wong, 1993; Taube,
1993; Wozny et al., 2003) (Abbildung 4).

| )/VL ) [

Bursterzelle Regulér feuernde Zelle

Abb. 4 Subikulare Zelltypen.
Im Subikulum lassen sich zwei unterschiedliche Zelltypen unterscheiden: Bursterzellen und regular
feuernde Zellen. Maf3stabsbalken: 30 mV und 100ms.

Zwei Drittel der subikularen Zellen reagieren auf einen depolarisierenden Strompuls mit
einem initialen ,Burst” (= Aktionspotentialsalven) von 2 - 5 Aktionspotentialen und
nachfolgenden einzelnen Aktionspotentialen (sog. Bursterzellen). Die ubrigen Zellen
antworten auf einen Stimulus mit einzelnen Aktionspotentialen ohne initialem Burst
(sog. reguléar feuernde Zellen) (O'Mara et al.,, 2001). Bursterzellen weisen keine
Akkommodation (= Aktionspotential-Frequenzadaptation, d.h. die Abstdnde der
Aktionspotentiale nehmen wahrend eines depolarisierenden Pulses zu) zwischen den
einzelnen Aktionspotentialen auf. Bursts von Aktionspotentialen bzw. die
synchronisierte Burstaktivitdt neuronaler Netzwerke liegen physiologischen Prozessen
wie Lern- und Gedachtnisprozessen zugrunde (Pike et al., 1999). Aufgrund weiterer
tierexperimenteller Studien scheinen Bursterzellen zudem in der Initiierung von
Krampfanfallen eine groRe Rolle zu spielen, da sie epileptische Entladungen
begilnstigen (Behr et al., 1996; Yaari und Beck, 2002). Bursts bewirken eine vermehrte
Transmitterausschittung an den jeweiligen Nervenendigungen und fihren somit zu
einer verstarkten synaptischen Ubertragung. Demzufolge kommt es zu einer erhohten
Erregung des neuronalen Zellverbandes, welches wiederum die Wahrscheinlichkeit der
pathologischen, epileptischen Synchronisation erhdht. Regulér feuernde Zellen werden
vor allem in den oberflachlichen Zellschichten (Stratum moleculare) und Bursterzellen

haufiger in den tieferen Schichten (polymorphe Schicht) abgeleitet (Greene und Mason,
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1996; Greene und Totterdell, 1997). Zusatzlich publizierte Arbeiten zeigen einen
Gradienten von Bursterzellen von der Area CA1 zum Subikulum: Wahrend in der Area
CAl1l vor allem regular feuernde Zellen beobachtet werden koénnen, werden im
Subikulum Uberwiegend Bursterzellen nachgewiesen (Staff et al., 2000; Jarsky et al.,
2008). Dariuber hinaus bestehen zwischen dem Subikulum und dem EC sowie dem
Prasubikulum bidirektionale Verbindungen (Kdhler, 1986; Funahashi et al., 1999), wobei
regular feuernde Zellen und Bursterzellen unterschiedlich zu diesen Strukturen
projizieren (Stewart, 1997). Morphologische Unterschiede hinsichtlich der SomagroRRe
zwischen beiden Zelltypen wurde von Menendez et al. (2002) dargestellt. Das Soma
von Bursterzellen wird vergleichsweise grol3er und die Zellstruktur pyramidaler

beschrieben.

1.4  Synaptische Plastizitat

Neuronale Plastizitat liegt sowohl physiologischen (Lernen und Gedéchtnis) als auch
pathologischen (z.B. im Rahmen der Temporallappenepilepsie) Prozessen zugrunde
(Blitzer et al., 2005). Neben funktionellen intrinsischen und synaptischen Prozessen
kann die neuronale Erregbarkeit auch durch morphologische und genetische
Veranderungen beeinflusst werden. Zur intrinsischen Plastizitdt zahlen unter anderem
die Veranderungen von Membraneigenschaften eines Neurons. Zellulare Erregbarkeit
wird im Wesentlichen durch spannungsabhangige transmembrantse Strome gepragt.
Entscheidend sind hier Na*-, Ca®*- und K* -Stréme, die fiir De- und Repolarisation im
Rahmen  sowohl physiologischer als auch  pathologisch  epileptiformer
Membranpotentialanderungen verantwortlich sind. Aufgrund dessen wurden diese
Strome in unterschiedlichsten Epilepsiemodellen ndher untersucht (Avoli et al., 2005).
Besonders hervorzuheben ist hierbei, dass der Prozentsatz des persistierenden

Natriumstroms®, der unter physiologischen Bedingungen nur 3% des

! Man unterscheidet einen schnellen von einem persistierenden Natriumstrom. Der schnelle

Natriumstrom tragt den Hauptteil der Einwartsstréme bei der Depolarisation und ist somit fur das
Aktionspotential verantwortlich. Er inaktiviert rasch. Der persistierende Natriumstrom inaktiviert kaum
oder sehr langsam und sorgt folglich fur eine lang anhaltende Erregbarkeitssteigerung. Diese wird durch
die Fahigkeit der Neurone deutlich, Bursts auf eine Depolarisation hin zu generieren statt einzelner

Aktionspotentiale.
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Gesamtnatriumstroms ausmacht, im Subikulum des chronisch epileptischem
menschlichen Gewebe bei mesialen Temporallappenepilepsien deutlich erhéht ist
(Vreugdenhil et al., 2004).

Die synaptische Plastizitat betrifft Veranderungen in der Informationsibertragung
zwischen Nervenzellen. Die Kurzzeitplastizitat (sog. short-term plasticity) stellt eine
Form der synaptischen Plastizitat dar, die in der Doppelpulsfaszilitierung (paired-pulse
facilitation (PPF)) und Doppenpulsdepression deutlich wird: Wenn zwei Stimuli
innerhalb eines kurzen Zeitintervalls (10 - 100 ms) die Prasynapse ereichen, dann kann
der zweite Stimulus in Abhangigkeit des ,Interstimulus-Intervalls® (10 - 500 ms) die
Transmitterausschuttung entweder verstarken (Faszilitierung) oder schwachen
(Depression). Die PPF beschreibt somit eine kurzfristige Modulation synaptischer
Transmission: Bedingt durch den ersten synaptischen Stimulus befindet sich beim
Eintreffen des zweiten Pulses residuales Kalzium (~ 1uM) in der Prasynapse, welches
sich zum Kalzium des zweiten Reizes aufsummiert (Jackson et al., 1991; Swandulla et
al., 1991, Zucker und Regehr, 2002). Eine Doppelpulsverstarkung nach tetanischer
Reizung kann demnach auf einen prasynaptischen Mechanismus zuriickgefihrt werden
und bedingt eine vermehrte Transmitterfreisetzung. Eine Doppelpulsdepression
hingegen beruht im Wesentlichen auf eine Verarmung an Transmittermolekilen der
Prasynapse (sog. ,releaseable pool of docked vesicles®) (Regehr and Stevens, 2000;
Zucker und Regehr, 2002). Dabei ist die Antwort auf den zweiten Reiz gegeniber dem
ersten kleiner. Das Ausmald der Transmitterfreisetzung wird durch die sog.
Freisetzungswahrscheinlichkeit der Synapse bestimmt. Besitzt eine Synapse eine sehr
hohe Freisetzungswahrscheinlichkeit, wird bereits nach dem ersten Stimulus eine grofRe
Transmittermenge freigesetzt, so dass auf den zweiten Reiz eine Abnahme der
Transmitterfreisetzung zu  beobachten ist. Dieses Verhalten wird als

Doppelpulsdepression (paired-pulse depression (PPD)) bezeichnet.

1.5 Langzeitpotenzierung

Der Neuropsychologe Donald Hebb formulierte 1949 eine Hypothese wie sensorische

Information gespeichert werden kénne und damit spater wieder abrufbar sei. Bis heute

besitzt dieses Postulat Gultigkeit:
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~Wenn ein Neuron A wiederholt oder anhaltend zum Feuern eines Neurons B beitragt,
so kommt es zu einem Wachstumsprozess, der dazu fuhrt, dass Neuron A in Zukunft

leichter zum Feuern von Neuron B beitragt.”

Hebb ging davon aus, dass Synapsen zwischen Neuronen dann in ihrer Wirksamkeit
verstarkt werden, wenn pra- und postsynaptisches Neuron gleichzeitig aktiv sind und
die zeitlich koordinierte Aktivitdt zweier synaptisch verbundener Neurone dann zu
Veréanderungen der synaptischen Starke fiihren. Dieses Phanomen wird als Plastizitat
bezeichnet und ermdglicht, Informationen zu kodieren und zu speichern.

Eine wesentliche Eigenschaft erregender Synapsen des Zentralnervensystems ist die
Fahigkeit zur Ausbildung einer aktivitdatsabhéngigen, lang andauernden Veranderung in
der Wirksamkeit synaptischer Ubertragung. Dieses Phanomen wird wegen der
Dauerhaftigkeit der Verstarkung als Langzeitpotenzierung (long-term potentiation (LTP))
bezeichnet (Stevens, 1996). Es stellt ein allgemein anerkanntes Korrelat des
Lernvorganges auf zellularer Ebene dar (Bliss und Collingridge 1993; Malenka und
Bear, 2004). Erstmals wurde dieses Ereignis im Tractus perforans des Gyrus dentatus
von den Physiologen Terje Bliss und Tim Lemg 1973 beschrieben (Bliss und Lemg,
1973).

Es lassen sich zwei grundlegend verschiedene Formen der LTP unterscheiden: die
NMDA-Rezeptor>-abhéngige versus die Nicht-NMDA-Rezeptor-abhangige LTP. Die
NMDA-Rezeptor-abhéngige Form der LTP weist vier klassische Eigenschaften auf: eine
schnelle Induktion, Eingangsspezifitdt, Assoziativitdt und Kooperativitdt. Eine kurze
repetitive Stimulation der Afferenzen fuhrt hier zu einer Aktivierung eines postsynaptisch
lokalisierten NMDA-Rezeptors. Neben der Bindung eines Transmittermolekdls ist eine
Aktivierung der postsynaptischen Zelle notwendig, um den spannungsabhangigen
Magnesiumblock des NMDA-Rezeptors zu l6sen. Der NMDA-Rezeptor dient damit als
Koinzidenzdetektor, der nur aktiviert ist, wenn zwei Ereignisse in enger zeitlicher und

raumlicher Kumulation auftreten: a) die Depolarisierung der Membran und b) die

2 Glutamatrezeptoren sind Transmembranproteine in der Neuronenmembran. Sie binden spezifisch den
Neurotransmitter Glutamat. lhre Dichte ist besonders grof3 in der postsynaptischen Membran. Man
unterscheidet ionotrope und metabotrope Glutamatrezeptoren. Zu den ionotropen Rezeptoren gehéren:
NMDA- und non-NMDA-Rezeptoren (AMPA- und Kainatrezeptoren). Metabotrope Glutamatrezeptoren
sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die indirekt Uber intrazellulare Messenger einen lonenkanal

aktivieren.
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Aktivierung des Rezeptors durch Glutamat. Die Eingangsspezifitat besagt, dass LTP
nur an aktiven Synapsen induziert werden kann. Die Assoziativitat bezeichnet das
Phanomen, bei dem eine schwache Stimulation an einer Synapse allein keine LTP
auslosen kann. In Paarung jedoch mit einer starken Stimulation zu einer Depolarisation
der Membran fuhrt. Kooperativitdt und Assoziativitat unterliegen &ahnlichen zellularen
Mechanismen. Bei der Kooperativitat trifft entweder ein starker Stimulus auf eine
Synapse und l6st somit LTP aus oder mehrere schwache Stimuli treffen auf eine
Synapse und induzieren summiert eine LTP.

Man unterscheidet hinsichtlich ihrer Dauer eine frihe Form der LTP (= early-LTP (E-
LTP)) von einer spaten Form (= late-LTP (L-LTP)) (Winder et al., 1998; Lynch, 2004).
Die friihe Form beschreibt einen Prozess, der sich innerhalb der ersten zwei bis drei
Stunden abspielt. Sie involviert die Aktivierung von Kinasen und Phosphatasen sowie
die Translokation von Rezeptoren in die postsynaptische Membran. Das frihe Stadium
der LTP ist, anders als das spate Stadium, unabhangig von RNA-Transkription und
Proteinsynthese. Die Ausbildung der E-LTP lasst sich in drei Phasen mit
unterschiedlichen Mechanismen unterteilen: Induktion, Transduktion und Expression.
Die Induktion einer LTP beschreibt den Prozess, bei dem ein Signal den Beginn einer
LTP triggert. Bei der LTP-Induktion an der Schafferkollateralen der Area CA1 spielt die
Aktivierung von postsynaptischen NMDA-Rezeptoren und der dadurch bedingte
Anstieg an intrazellularem Ca®" eine zentrale Rolle (Abbildung 5) (Bliss und
Collingridge, 1993; Malenka und Nicoll, 1999).
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Ruhemembranpotential Waéhrend der Depolarisation

Abb. 5 Molekulare Ereignisse bei der Zelldepolarisa  tion.
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Wahrend der synaptischen Transmission wird der Transmitter Glutamat (Glu) freigesetzt. Durch eine
Bindung von Glu am AMPA-Rezeptor (AMPAR) kommt es zu einer Zunahme der Leitféahigkeit des Kanals
und Natrium (Na*) stromt in die Postsynapse. Magnesium (Mg>*) blockiert beim Ruhemembranpotential
die Pore des NMDA-Rezeptors (NMDAR). Erst wenn es zu einer ausreichenden Depolarisation kommt,
kann der spannungsabhangige Mg>*-Block aufgehoben werden und Calcium (Ca**) und Na* kénnen
durch den Kanal in die Postsynapse stromen. Ca”* fungiert im Zellinneren als second messenger und
aktiviert spezifische Enzyme und ist somit der entscheidende Trigger fur die Expression der LTP
(modifiziert nach Malenka und Nicoll, 1999).

Ob neben dem Einstrom von Ca? die Freisetzung von Ca®** aus intrazellularen
Speichern zur Induktion von LTP notwendig ist, ist derzeit unklar (Svoboda und Mainen,
1999). Des Weiteren wird in diesem Zusammenhang den metabotropen Glutamat-
Rezeptoren eine wichtige Bedeutung zugeschrieben (McGuinness et al., 1991; Riedel
et al., 1995a, 1995h).

Die E-LTP ist von der Aktivitat verschiedener Proteinkinasen abhangig. Von besonderer
Bedeutung sind die Ca?‘/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase 1l (CaMKIl) und die
Proteinkinase A (PKA) (Hsu et al., 2000; Lynch, 2004). Die CaMKIl ist ein ubiquitar
vorkommendes Enzym, welches in hoher Konzentration in der Postsynapse vorkommt
und eine wesentliche Funktion in der Signaltibertragung besitzt (Malenka et al., 1989;
Malinow et al., 1989; Malenka und Nicoll, 1999; Lisman et al., 2002). Die CaMKII spielt
sowohl bei der LTP-Expression als auch bei der Induktion eine bedeutsame Rolle
(Fukunaga et al., 1995). Neben der Fahigkeit zur persistierenden Autophosphorylierung,
um insbesondere einen Ca?*-unabhangigen Zustand zu erreichen (Lisman et al., 1997,
2002; Giese et al., 1998), phosphoryliert sie die GluR1-Untereinheit des AMPA-
Rezeptors und tragt Uber eine erhdhte Leitfahigkeit des Rezeptorkanals zur Expression
der LTP bei (Derkach et al., 1999; Lee et al., 2000). AMPA-Rezeptoren spielen neben
den NMDA-Rezeptoren eine gro3e Rolle fir die synaptische Plastizitdt. Im
Hippokampus wird die Dichte der AMPA-Rezeptoren in der postsynaptischen Membran
von der Aktivitat der Synapse reguliert. Die CaMKII bewirkt Gber noch nicht vollstandig
geklarte Mechanismen einen vermehrten Einbau von AMPA-Rezeptoren in die
postsynaptische Membran und fiihrt somit zu einer Zunahme der Ubertragungsstarke
(Malenka und Nicoll, 1999; Hayashi et al., 2000; Lisman und Zhabotinsky, 2001; Zhang
et al.,, 2005; Lisman und Raghavachari, 2006). Der Einbau von AMPA-Rezeptoren
wahrend der E-LTP ist unabhangig von der Proteinsynthese (Abbildung 5). Eine solche
Verdnderung der zellularen Lokalisation von AMPA-Rezeptoren bewirkt eine
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Umwandlung von sog. stummen Synapsen (,silent synapses”) in signalgebende
Synapsen (Shi et al., 1999).

NMDAR

Caz2+

CaM — CaMKII/
N4

P

Abb. 5 CaMKII und LTP-Induktion.

Die Aktivierung des NMDA-Rezeptors (NMDAR) fihrt zur LTP-Induktion. Die dadurch bedingte
postsynaptische Calcium (Ca*")-Erhohung fuhrt wiederum zu einer Aktivierung der Ca®*/Calmodulin-
abhangige Proteinkinase Il (CaMKIl). Neben der Autophosphorylierung sowie der Phosphorylierung (P)
von AMPA-Rezeptoren (AMPAR) kommt es gleichzeitig zu einem vermehrten Einbau von AMPAR in die

postsynaptische Membran (modifiziert nach Malenka und Nicoll, 1999).

Tierexperimentellen Studie verdeutlichen, dass die CaMKII eine wichtige Rolle in Lern-
und Gedachtnissprozessen spielt. So konnte mit dem selektiven CaMKII-Blocker KN-62
die LTP-Induktion blockiert werden (Bortolotto und Collingridge, 1998). Daruber hinaus
zeigten tierexperimentelle Untersuchungen mit dem gleichen Inhibitor, dass die
Perfusion des Hippokampus mit KN-62 zu einer retrograden Amnesie fuhrt (Lynch,
2004). Eine verminderte Autophosphorylierung der CaMKII scheint dariber hinaus mit
einer Storung der LTP-Induktion und des raumlichen Gedachtnisses assoziiert zu sein
(Giese et al., 1998).

Neben der CaMKII spielt die Proteinkinase A (PKA) eine besondere Rolle in der LTP
(Nguyen and Woo, 2003; Xia und Storm, 2005; Young et al., 2006). Es konnte gezeigt
werden, dass die cAMP-Konzentration und die PKA-Aktivitdt nach der Induktion einer
LTP verstarkt sind (Huang und Kandel, 1994). Zudem phosphoryliert die PKA den
AMPA-Rezeptor und fuhrt somit ebenfalls zu einer verstarkten Rezeptorleitfahigkeit. In
einer weiteren Studie konnte unter Verwendung eines selektiven PKA-Blockers (H-89)
die LTP blockiert werden (Nguyen und Woo, 2003).
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Abb. 6 Rolle der PKA bei der E-LTP.

Signalweg der Proteinkinase A (PKA): Die PKA phosphoryliert den AMPA-Rezeptor (AMPAR) nicht
direkt, sondern tragt indirekt Gber die Phoshorylierung (P) des Regulatorprotein I-1 dazu bei. Dadurch
bedingt kommt es zu einer Blockierung der Proteinphosphatase-1 (PP1), wodurch der
Autophosphorylierungsprozess der Ca®*/Calmodulin-abhangige Proteinkinase 1l (CaMKIl) durch PP1
nicht unterbrochen werden kann (Blitzer et al., 1998; Shobe, 2002; Nguyen und Woo, 2003). CaMKII
bleibt somit aktiv und bewirkt eine Erhéhung der Leitfahigkeit des AMPA-Rezeptors.

Neben postsynaptischen Mechanismen spielen auch préasynaptische Faktoren eine
wichtige Rolle in der LTP-Induktion. So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass
Forskolin als membranpermeable Substanz die Adenylatcyclase aktiviert, somit die
cAMP-Konzentration in der Prasynapse erhoht und in Folge zu einer erhdhten
Transmitterfreisetzung fihrt (Nguyen und Kandel, 1996). Die wesentliche Bedeutung
des Second Messengers cAMP fur Lern- und Gedachtnisprozesse konnte bereits in
zahlreichen genetischen und pharmakologischen Studien nachgewiesen werden
(Nguyen und Woo, 2003; Ferguson und Storm, 2004). So fihrte eine genetische
Inaktivierung des cAMP-Signalwegs zu einer Beeintrachtigung von Lern- und
Gedachtnisprozessen (Wu et al., 1995). Wohingegen in einem Modell mit transgenen
Mausen ein erhohter Level an cAMP mit einer verbesserten Gedachtnisleistung
assoziiert war (Wang et al.,, 2004). Fur die hippokampale Moosfasersynapse ist
ebenfalls beschrieben, dass die Induktion einer LTP sowohl Uber die Aktivierung der
CaMKIl als auch durch die Aktivierung der PKA bedingt ist (Weisskopf et al., 1994). In
einer Studie von Commins et al. konnte fur die CALl-Subikulum Synapse gezeigt

werden, dass hochfrequente Stimulation LTP unter in vivo Bedingungen induziert
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(Commins et al.,, 1998b), wobei ein prasynaptischer Mechanismus vermutet wurde
(Commins et al., 1998a). Detaillierte Patch-clamp Untersuchungen zur LTP an der CA1-
Subikulum Synapse wiesen ebenfalls auf einen prasynaptischen Mechanismus hin
(Kokaia, 2000). Zudem konnten Wozny et al. (2008a) an der CA1-Subikulum Synapse
zeigen, dass bei der LTP-Induktion unterschiedliche Mechanismen in Bursterzellen und
regular feuernden Zellen involviert sind. Durch eine Aktivierung des Second
Messengers CAMP mittels der Applikation von Forskolin konnte in subikuléaren
Bursterzellen eine LTP induziert werden. In regular feuernden Zellen hingegen nicht
(Wozny et al., 2008b). Darlber hinaus konnte in derselben Studie gezeigt werden, dass
eine Blockade der PKA zu einer Beeintrachtigung der LTP in subikularen Bursterzellen
fuhrt.

Die LTP-Transduktion umfasst die biochemischen Mechanismen, die durch die LTP-
Induktion aktiviert werden. Die Expression schlie3lich hat lang andauernde zellulare
Verdanderungen zur Folge. Fur die LTP-Expression existieren sowohl préa- als auch
postsynaptische Mechanismen. Postsynaptisch werden die Phosphorylierung sowie der
Einbau von AMPA-Rezeptoren als wesentlicher Mechanismus der LTP-Expression
angesehen (Malenka und Nicoll, 1999). Insbesondere die AMPA-Rezeptoruntereinheit
GluR1 scheint bedeutsam fur die Expression einer LTP zu sein (Hayashi et al., 2000).
Zudem wurden verschiedene membrandurchlassige retrograde Botenstoffe diskutiert,
welche nach postsynaptischer Induktion zu einer prasynaptischen Expression der LTP
in Form einer erh6hten Transmitterfreisetzung und starkere Aktivierung der
sensitivierten Postsynapse fuhren. Hierzu gehoren insbesondere Stickstoff und
Arachidonsaure (Malenka und Nicoll, 1999). Schliel3lich treten neben funktionellen
Veranderungen der Pra- und Postsynapse auch morphologische Veranderungen auf.
Untersuchungen auf subzellularer Ebene konnten zeigen, dass sich an
postsynaptischen Dendriten der CALl-Pyramidenzellen bereits 30 Minuten nach
chemisch induzierter LTP neue synaptische Kontaktstellen (sog. Dornfortsatze
(Spines)) entwickeln, an denen sich wiederum neue Synapsen ausbilden kdnnen
(Engert und Bonhoeffer, 1999).

Die spate Form der LTP (L-LTP) kann tber einen Zeitraum von bis zu 8 Stunden in vitro
(Frey et al., 1993) und fiir einige Monate in vivo (Abraham et al., 2002) andauern. Diese
Form beschreibt die Transkription und Translation von Genen und geht mit strukturellen
Verénderungen an der Synapse einher (Bliss und Collingridge, 1993). Die L-LTP wird

als die naturliche Folge der E-LTP betrachtet. Kontrovers wird allerdings diskutiert, ob
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die L-LTP getrennt von der E-LTP induziert werden kann (Nguyen und Woo, 2003; Xia
und Storm, 2005). Die L-LTP umfasst zudem zwei weitere Phasen: die erste Phase ist
abhangig von der Proteinsynthese, wohingegen die zweite Phase sowohl von der
Transkription als auch von der Proteinsynthese abhangt. Diese beiden Phasen werden
auch als LTP2 und LTP3 bezeichnet und die E-LTP demnach als LTP1. In der hier
vorgestellten Studie wurde die E-LTP untersucht.

1.6 Langzeitdepression

Von der lang anhaltenden Potenzierung synaptischer Transmission unterscheidet man
die lang anhaltende Depression. Hierbei kann im Gegensatz zur LTP eine
Abschwachung der synaptischen Effizienz beobachtet werden. Dieses Phdnomen wird
als Langzeitdepression (LTD) bezeichnet. Es wird durch repetetive niederfrequente
Stimulation (0.5-5 Hz) prasynaptischer Axone hervorgerufen und hat eine lang
anhaltende Abnahme der synaptischen Transmission zur Folge (Malenka und Nicoll,
1993; Kemp und Bashir, 2001). Die LTD ist in der CA1l-Region sowohl vom NMDA- als
auch von metabotropen Glutamat-Rezeptoren abhangig. Dartber hinaus ist ein
postsynaptischer intrazellularer Ca?*-Anstieg notwendig (Dudek und Bear, 1992; Mulkey
und Malenka, 1992; Bolshakov and Siegelbaum, 1994). Analog zur LTP ist bei der
NMDA-abhangigen Form der LTD der postsynaptische Einstrom von Kalziumionen der
entscheidende Induktionsmechanismus. Durch die vergleichsweise geringere
Kalziumerhéhung nach niederfrequenter Stimulation werden spezifische Second-
Messenger-Systeme aktiviert, die eine LTD bewirken. Im Rahmen dessen wird eine
Dephosphorylierung der PKA beschrieben ohne eine gleichzeitige Anderung des
Phosphorylierungsgrades der CaMKIl (Kemp und Bashir, 2001). Dadurch kommt es zu
einer Dephosphorylierung des AMPA-Rezeptors und in Folge zu einer verringerten
Offnungswahrscheinlichkeit des Rezeptors. Zudem kann im Zusammenhang mit der
LTD-Induktion eine Internalisierung von AMPA-Rezeptoren beobachtet werden. Bisher
ist allerdings nur wenig bekannt tGber die LTD an der CA1-Subikulum Synapse. In einer
in vitro Studie von Li et al. (2005) konnte gezeigt werden, dass gepaarte
niederfrequente Stimulation LTD im Subikulum junger Ratten hervorruft. In vivo konnte
hingegen durch die Applikation niederfrequenter Reizung nach einem spezifischen

Protokoll, von dem man weil3, dass es LTD in der Area CA1 ausldst (Kemp und Bashir,
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2001), keine LTD in subikularen Pyramidenzellen induziert werden. Es zeigte sich
hierbei lediglich eine schwache Potenzierung (Anderson et al., 2000). Dariber hinaus
beobachteten Fidzinski et al. (2008) in einer kurzlich veroffentlichen Studie, dass
Bursterzellen und regular feuernde Zellen zwei unterschiedliche Formen der LTD an der
CA1-Subikulum Synapse aufweisen. In Bursterzellen konnte nach niederfrequenter
Reizung eine LTD induziert werden, bei der ein postsynaptischer Mechanismus beteiligt
war. In regular feuernden Zellen konnte hingegen nach dem gleichen
Stimulationsprotokoll eine LTP beobachtet werden, die sich vom metabotropen
Glutamatrezeptor abhangig darstellte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass LTD
an der CA1-Subikulm Synapse sowohl in Bursterzellen als auch in regular feuernden
Zellen vom spannungsabhéngigen Kalziumkanal abhangig ist (Shor et al., 2009). Die
Funktion der lang anhaltenden Depression synaptischer Transmission wird hingegen
kontrovers diskutiert. Einerseits vermutet man, dass die LTD - ahnlich wie bei der LTP -
der Speicherung von Gedachtnisinhalten dient (Levy und Steward, 1979; Dudek und
Bear, 1992; Heynen et al., 1996) und andererseits konnte LTD das ,neuronale Substrat
des Vergessens” darstellen (Tsumoto 1993) und somit dem Ldschen nicht mehr
bendtigter Informationen dienen. Denkbar wéare auch, dass LTD Uber eine verminderte
Erregbarkeit eines Neurons als eine Art Filter sensorischer Informationen fungiert (Bear
und Abraham, 1996).

1.7 Metaplastizitat

Als Erweiterung des Aspektes der Assoziativitdit werden mit dem Begriff der
Metaplastizitat Anderungen in der synaptischen Aktivitat hoherer Ordnung beschrieben,
die die Feinabstimmung eines zellularen Verbandes beinhalten. Unter Metaplastizitat
versteht man demnach das Phanomen, bei dem die vorherige Erfahrung einer Synapse
Auswirkung auf die Art und Ausbildung von lang andauernder Plastizitat hat. Zellen
bilden in Abhéangigkeit ihrer Vergangenheit bei Stimulation entweder LTP
(Langzeitpotenzierung) oder LTD (Langzeitdepression) aus. Synapsen sind meist
bidirektional beeinflussbar und die Aktivierung von bestimmten
Neurotransmitterrezeptoren beispielsweise spielt eine entscheidende Rolle dabei,
welche Form von Plastizitéat, d.h. LTP oder LTD, ausgebildet wird (Bear und Malenka,

1994). Der entscheidende Mechanismus sowohl fur die Induktion einer LTP als auch
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einer LTD ist der postsynaptische Kalziumeinstrom. Je nach Starke der
prasynaptischen Stimulation wird an vielen erregenden Synapsen innerhalb des ZNS
eine LTP oder LTD induziert. Erklart werden kann diese Bidirektionalitdt der
synaptischen Plastizitdt durch das BCM-Modell (Bienenstock, Cooper und Munro,
1982). Das Modell besagt, dass jedes Neuron eine unterschiedliche Reizschwelle fur
Modifikationen besitzt. Diese Reizschwelle entscheidet dann, ob die Aktivierung des
Neurons zu einer synaptischen Verstarkung oder Abschwéchung fuhrt und ist abhangig
von der vorherigen synaptischen Aktivitat. Von besonderer Bedeutung ist hierbei der
unterschiedliche Schwellenwert fir die postsynaptischen Kalziumkonzentration.
Vereinfacht betrachtet, steigt bei hoher Frequenz des Stimulus die Konzentration des
intrazellularen Ca** stark an und es werden spezielle Proteinkinasen aktiviert, die eine
LTP induzieren. Eine schwachere Erhéhung der intrazelluldaren Ca**-Konzentration
aktiviert wiederum spezifische Kinasen, die eine LTD bewirken. Des Weiteren ist die
Form der synaptischen Plastizitat, LTP oder LTD, davon abhéngig, wann der Stimulus
die Postsynapse erreicht. Zur LTP kommt es nur, wenn die postsynaptische Membran
0 - 20 ms nach Erregung des NMDA-Rezeptors depolarisiert ist. Ist sie bereits davor

depolarisiert, wird eine LTD induziert (Bi und Poo, 1998).

Der Zustand einer Synapse ist demnach kein starres Modell, sondern unterliegt
vielmehr einer Dynamik (Bienenstock et al., 1982; Abraham, 1996; Abraham und Bear,
1996; Abraham und Tate, 1997). In diesem Zusammenhang konnten Prozesse eine
Rolle spielen, die die funktionelle Dynamik von Synapsen beeintrdchtigen wie z.B.
hochfrequente synaptische Aktivitat wie sie bei epileptischen Anféllen auftritt (Abraham
et al., 2002).

1.8 Epilepsiemodelle

Das Krankheitsbild Epilepsie ist eine heterogene Erkrankung unterschiedlicher
Atiologie, bei der eine systemische Hypersynchronisation von Nervenzellen im Gehirn
beschrieben wird. Warum Nervenzellen im Gehirn wahrend eines epileptischen Anfalls
synchronisierte Aktionspotentiale erzeugen und sich in der Zwischenzeit physiologisch
verhalten, ist bisher nicht vollstandig geklart. Auch existiert heutzutage wenig Wissen

dariiber, inwiefern sich die fur eine Epilepsie typische Ubererregbarkeit im
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Nervengewebe auf spezifische Verarbeitungsprozesse wie in der Gedachtnisbildung
auswirkt. Von dem Hippokampus weil3 man heutzutage, dass er als ein Teil des
medialen Temporallappens von besonderer Bedeutung fur das deklarative Gedachtnis
ist (Squire et al., 2004) und Patienten mit Temporallappenepilepsie an schweren
Gedachtnisstorungen leiden (Elger, 2005; Leritz et al., 2006). Bereits 1976 berichteten
Hesse und Teyler, dass die LTP als ein allgemein anerkanntes zellulares Modell fir
Lern- und Gedachtnisprozesse im Hippokampus durch vorherige epileptische Aktivitat
deutlich reduziert ist (Hesse und Teyler, 1976). Spater konnte gezeigt werden, dass
epileptische Aktivitdt die Induktion einer LTP in der Area CAl inhibiert (Moore et al.,
1993; Barr et al., 1997; Hsu et al., 2000). Mogliche relevante Proteinkinasen sind in der
Area CAl neben der CaMKIl auch die PKA, die eine zentrale Rolle in der
postsynaptischen LTP-Induktion spielen (Malenka und Nicoll, 1999; Nguyen und Woo,
2003). Prasynaptisch hat das cAMP eine bedeutsame Funktion (Weisskopf et al.,
1994). Die zugrunde liegenden zellularen Mechanismen im Subikulum sind hingegen
kaum untersucht und Gegenstand dieser Arbeit.

Um pathophysiologische Mechanismen einer Epilepsie detaillierter untersuchen zu
konnen, wurden in den vergangenen Jahrzehnten eine Vielzahl tierexperimenteller
Modelle entwickelt. Wobei Untersuchungen zu grundlegenden Mechanismen der
Gedachtnisbildung bzw. Stérungen in der Gedachtnisverarbeitung, die im Tiermodell
erhoben worden sind, womdglich auf Gedachtnisprozesse im Menschen Ubertragen
werden konnen (Kandel, 1976). Tiermodelle bieten daher die Mdglichkeit, die Epilepsie
typische Hypersynchronisation des Nervengewebes nachzustellen und diese
elektrophysiologisch ndher zu untersuchen. Man unterscheidet akute (Niedrig-

Magnesium-Modell) und chronische Epilepsiemodelle (Pilokarpin-Modell).

1.8.1 In vitro Modell der Temporallappenepilepsie: Niedrig-Magnesium-Modell

Das Niedrig-Magnesium-Modell ist ein etabliertes Modell in der experimentellen
Epilepsieforschung. Es konnte gezeigt werden, dass die Erniedrigung von Magnesium
in der Nahrlosung zu epileptiformer Aktivitat in Hirnschnitten der Ratte fuhrt (Mody et al.,
1987; Walther et al., 1986), welche elektrographisch den EEG-Aufnahmen eines

epileptischen Anfalls beim Menschen &hnlich ist.
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Der Entzug von Mg?* in der Nahrlésung bedingt eine Negativierung des zellularen
Oberflachenpotentials und infolge dessen kommt es zu einer Depolarisierung des
transmembrandsen Potentials (Stanton, 1992; Jeffreys, 1998). Der Mg**-Block des
NMDA-Rezeptors wird aufgehoben, so dass der Kanal nicht weiter blockiert wird und
damit fir mono- und bivalente lonen geoffnet ist. Von diesen lonen kommt Kalzium die
grof3te Bedeutung zu. Die Wahrscheinlichkeit einer spontanen Depolarisation steigt mit
der Dauer der Auswaschphase. Die Folge ist ein Ungleichgewicht zwischen erregender
und hemmender Neurotransmission (Coan und Collingridge, 1985; Wilson et al., 1986;
Tancredi et al., 1990). Wahrend in der Area CAl und CA3 kurze rekurrente
Entladungen auftreten, kdnnen durch die Veranderung des extrazellularen lonenmilieus
bis zu 70 Sekunden andauernde tonisch-klonische Entladungen im Subikulum sowie im
EC beobachtet werden (Anderson et al., 1986; Dreier und Heinemann, 1991). Diese
anfallsartigen Ereignisse lassen sich durch derzeit gebrauchliche Antikonvulsiva nicht
blockieren und dienen somit als Modell des therapierefraktdren Status epilepticus

(Dreier und Heinemann, 1991).

1.8.2 In vivo Modell der Temporallappenepilepsie: P ilokarpin-Modell

Das Pilokarpin-Modell ist ein etabliertes Modell der chronischen TLE. In Pilokarpin-
behandelten Tieren konnte bisher im Subikulum gezeigt werden, dass die einmalige
Applikation von Pilokarpin mit Zelluntergdngen und morphologischen Verédnderungen
wie einer verminderten ,spine density” und einer verminderten Verzweigung der Axone
im proximalen Teil der Dendriten assoziiert ist. Ein Zellverlust, der mit ~ 30 %
beschrieben wird (Knopp et al., 2005), ist hingegen weniger stark ausgepragt als z.B. in
der Area CAl beschrieben (Wellmer et al., 2002). Darlber hinaus wurde in Pilokarpin-
behandelten Tieren im Vergleich zu Untersuchungen unter Kontrollbedingungen ein
inverses Verhaltnis von Bursterzellen zu regular feuernden Zellen mit 1:2 beobachtet.
Axonales ,Sprouting”, d.h. eine Veréanderung des axonalen und dendritischen
Verzweigungsmuster von Neuronen zur Ausbildung neuer neuronale Kontaktstellen, wie
es unter anderem in der Area CA1 und CAS3 der hippokampalen Formation beschrieben

wird, konnte im Subikulum bisher nicht gesehen werden (Knopp et al., 2005).
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1.8.3 Selektive Hippokampektomie von Patienten mit pharmakoresistenter

Temporallappenepilepsie

Bisher gibt es nur wenige Untersuchungen zur LTP an Hirnschnitten bei Patienten, die
an einer pharmakoresistenten TLE leiden. Ein wesentliches Merkmal der TLE ist die
Ammonshornsklerose, die durch Zellerverluste im Bereich des Hippokampus und hier
besonders im Bereich der Area CA1 und CA3 gekennzeichnet ist. Das nachgeschaltete
Subikulum zeigt hingegen nur einen geringen Zellverlust. Unter der Vorstellung, dass
epileptische Aktivitat in den mesialen Strukturen des Temporallappens generiert wird,
konnte in Studien gezeigt werden, dass dem Subikulum eine wesentliche Bedeutung in
der Generierung von Anfallen zugeschrieben werden muss (Cohen et al., 2002, 2003;
Wozny et al., 2003). Die Ursachen fur eine erhohte Erregbarkeit des Subikulums sind
bislang nicht eindeutig geklart. Im resezierten Gewebe von Patienten mit TLE lassen
sich im Subikulum beide Zelltypen nachweisen (Wozny et al., 2003, 2005). Zur
Plastizitdt und funktionellen Bedeutung dieser beiden Zelltypen im humanen Subikulum

gibt es bisher keine Untersuchungen.
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2. Fragestellungen

Das Ziel dieser Arbeit war es zu priufen, inwieweit die synaptische Plastizitat im
Subikulum bei Vorliegen einer Temporallappenepilepsie (TLE) im Vergleich zu
Kontrollbedingungen verandert ist. Es erfolgten Untersuchungen der synaptischen
Plastizitat mit Hilfe des Modells der Langzeitpotenzierung (LTP) bzw. -depression (LTD)
und des Paired-Pulse-Verhaltens (Doppelpulsverhalten) unter Kontrollbedingungen
sowie nach Perfusion der Hirnschnitte mit Niedrig-Magnesiumlésung, in Hirnschnitten
Pilokarpin-behandelter Tiere und an hippokampalen Hirnschnitten von Patienten mit
TLE. In Hirnschnitten, bei denen mit Hilfe des Niedrig-Magnesium-Modells epileptische
Aktivitat in vitro induziert wurde, erfolgte zudem das Einwaschen von Pharmaka in die
Badl6ésung, um die beteiligten Mechanismen einer verdnderten Plastizitdt naher zu
bestimmen. Sowohl extrazellulare als auch intrazellulare Ableitungen sind durchgefihrt

worden, um folgende Fragen zu klaren:

1. Gibt es Unterschiede in der zellspezifischen (Bursterzellen versus regular
feuernde Zellen) Induktion einer LTP bzw. LTD?

2. Welchen Einfluss haben Pilokarpin-induzierte Anfélle auf die Induktion einer
subikularen LTP und LTD? Gibt es zellspezifische Unterschiede?

3. Zeigt sich bei einer Temporallappenepilepsie eine verdnderte synaptische
Plastizitat in subikularen humanen Pyramidenzellen? Sind die Ergebnisse vergleichbar
mit denen in der jeweiligen tierexperimentellen Gruppe?

4. Ist eine vergleichbare subikulare LTP wie sie unter Kontrollbedingungen
beobachtet werden kann in hippokampalen Hirnschnitte nach einer Perfusion mit
Niedrig-Magnesiumldsung induzierbar? Welche Rolle spielt die PKA im Rahmen der

synaptischen Plastizitat im Niedrig-Magnesium-Modell?
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3. Methoden

3.1  Hirnschnittpraparation

Die Experimente erfolgten an adulten (> 6 Wochen) Wistar-Ratten beiden Geschlechts.
Zur Anfertigung der Hirnschnitte wurden die Tiere zuvor in tiefe Athernarkose versetzt
und durch Dekapitation getdtet. AnschlieRend wurden die Gehirne entnommen und in
eisgekuhlte (4 ) und begaste (Carbogen: 95% O, 5% CO,;) ACSF (artifizielle
zerebrospinale Fliussigkeit) -Losung Uberfuhrt. Mittels eines Vibratoms (Campden
Instruments, Loughborough, UK) wurden 400 pum dicke Hirnschnitte abgetragen. Die
horizontalen Schnitte setzten sich aus der hippokampalen Formation, dem entorhinalen
und perirhinalen Kortex sowie temporalen Kortexanteilen zusammen. Anschlie3end
erfolgte der Transfer der Hirnschnitte in eine Interfacemesskammer (siehe 3.2), die mit
ACSF-Losung (32 - 34 ) perfundiert wurde. Nach einer Ruhephase von mindestens

einer Stunde zur Aquilibrierung wurden die Schnitte elektrophysiologisch untersucht.

DG

CA3

CA1

Abb. 7 Darstellung des Hippokampus in der Praparati  on.
Die Experimente wurden in horizontalen Hirnschnitten durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt die laminare
Struktur der hippokampalen Formation der Ratte (Gyrus dentatus (DG), Amonshorn (CA), Subikulum

(Sub)) (modifiziert nach Hammond C, Cellular and Molecular Neurobiology, Academic Press, 2001).

3.2  Elektrophysiologische Methoden

Zwei grundsatzlich unterschiedliche Methoden zur Messung neuronaler elektrischer
Aktivitat kommen in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz: Die extrazellulare Messung

von Feldpotentialen und die intrazellulare Ableitung.
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3.2.1 Extrazellulare Messungen

Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte in einer Interfacemesskammer. Bei dieser
Messkammer handelt es sich um einen Plexiglaszylinder, bei dem durch eine Vertiefung
im Deckel eine Kammer entsteht. Unterhalb dieser Perfusionskammer befand sich ein
bis zur Halfte mit destilliertem Wasser geflillter Raum, der mit Hilfe einer eingebauten
Heizspirale unter Kontrolle einer Temperatursonde auf eine Temperatur von 32 - 34 C
reguliert wurde. Das destillierte Wasser wurde kontinuierlich mit Carbogen begast und
das angewarmte und zu 100 % wasserdampfgesattigte Gas in die Perfusionskammer
geleitet. Die Schnitte wurden zudem kontinuierlich mit ACSF-L6sung (in mM (pH 7,4):
NaCL 129, NaH,PO, 1,25, NaHCO3; 21, KCL 3, CaCl;, 1,6, MgS0O, 1,8, Glucose 10, pH)
perfundiert (Perfusionsrate 1,5 - 2,0 ml/min).

Bei extrazellularen Messungen wurde die Glasmikroelektrode nahe am Zellkérper
positioniert und das elektrische Feldpotential in der Nahe der Zellsomata gemessen.
Zur Aufzeichnung der Feldpotentiale in der Pyramidenzellschicht des Subikulums wurde
eine mit ACSF geflllte Glaselektrode mit einem Widerstand von ~ 2 MQ verwendet. Die
alvearen Axone der Pyramidenzellen der Area CAl wurden mittels einer bipolaren
Platin-Drahtelektrode (= Reizelektrode, Abstand der beiden Platindrahte zueinander: 50
- 100 pm) stimuliert. Die Induktion der LTP erfolgte mit vier tetanischen Reizungen a
100 Hz (Dauer 1 s, Interstimulusintervall 10 s). Um das Ausmal} der LTP nach
hochfrequenter Stimulation beurteilen zu kdnnen, wurde nachfolgend uUber einen
Zeitraum von 30 min mit einem Doppelpuls (alle 60 s, Interstimulusintervall 60 ms)
aufgezeichnet. Die Reizstarke betrug dabei 50 - 60 % der maximalen Antwort, die dann
erreicht war, wenn auf einer weiteren Erh6hung der Stimulationsintensitat keine weitere
Zunahme der Potentialamplitude folgte.

Um LTD zu induzieren, wurde ein Reizparadigma von 900 Doppelpulsen mit einer
Frequenz von 1 Hz (Interstimulusintervall 50 ms, Dauer 15 Minuten) verwendet.

3.2.2 Intrazellulare Messungen

Die intrazellularen Messungen erfolgten in der Stromklemme mit scharfer

Mikroelektrode (~ 40 - 100 MQ, geflllt mit 2,5 mM Kaliumacetat). Diese Technik hat den
Vorteil, dass sie das intrazellulare Milieu nicht beeinflusst und somit postsynaptische
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Transduktionskaskaden nicht ausgewaschen werden. Unter mikroskopischer Sicht
wurde die Elektrode im Subikulum platziert und mittels eines Manipulators tiefer in den
Schnitt vorgefahren. Durch einen oszillierenden Strompuls (Dauer 20 - 30 ms) und unter
standiger Verabreichung einer hypopolariserienden Strominjektion (- 0,5 nA) konnte die
Zellmembran beim Ubergang zur Ganzzellableitung penetriert werden. Nach
Stabilisierung des Ruhemembranpotentials wurde die Zelle mit hyper- und
depolarisierenden Strominjektionen (0,1 - 1 nA) auf ihre intrinsischen Eigenschaften hin
untersucht. In der Stromklemme kann durch rechteckférmige Strominjektion eine De-
oder Hyperpolarisation der Zellmembran abgeleitet werden, die die passiven
Aufladevorgange der Zelle widerspiegeln. Die Zelle wurde auf ihr Akkomodations- und
Entladungsverhalten hin untersucht. Die Reizstarke wurde so gewahlt, dass die EPSP
(exzitatorisch postsynaptisches Potential) -Amplitude unter Kontrollbedingungen 50 - 60
% der maximalen EPSP Amplitude betrug. Die Induktion der LTP erfolgte wie bei den
extrazellularen Messungen mit vier hochfrequenten Stimuli a 100 Hz. Nachfolgend
wurde mit einem Doppelpuls (Intervallstimulus 60 ms, alle 30 s) Gber einen Zeitraum
von 30 min aufgezeichnet, um das Ausmald der frihen LTP beurteilen zu kénnen. In
den intrazellularen Experimenten wurde die GABAerge Transmission mit dem GABAa-
Rezeptor Antagonisten Bicucullin gehemmt, um auszuschliel3en, dass die LTP durch
eine Abnahme der GABAa-vermittelten Inhibition bedingt war. Wahrend des
hochfrequenten Stimulationsprotokolls wurde darauf geachtet, dass beide Zelltypen
keine Aktionspotentiale feuerten, um somit ausschlieen zu koénnen, dass die LTP
durch einen vermehrten intrazellularen Kalziumeinstrom verursacht wurde. Dabei
wurden bei Auswertung der Signale die Zeitverlaufe der Potenzierung beobachtet und
es zeigte sich ein typischer Abfall der EPSPs nach wenigen Pulsen. Solche Zellen, die
ein Aktionspotential wahrend eines Tetanus feuerten, wurden nicht in die Auswertung
mit einbezogen. Dariiber hinaus fanden die Experimente unter extrazellularem ACSF
mit 4mM CacCl, und MgSO, statt, um repetitive Nachentladungen zu vermeiden.

3.3 Pilokarpin-Modell der Temporallappenepilepsie

Adulte Wistar-Ratten (4 - 6 Wochen alt, 130 — 200 g schwer) erhalten durch

intraperitoneale Applikation den muskarinergen Agonisten Pilokarpin (340 mg/kg KG),

um einen Status epilepticus auszuldsen. Vor der Pilokarpininjektion erhalten die Tiere
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Methylscopolamin (1 mg/kg KG, subkutan), um cholinerge Nebenwirkungen zu
reduzieren. Methylscopolamin kann aufgrund seiner quartdren Ammoniumgruppe die
Blut-Hirn-Schranke nicht passieren, so dass nur die peripheren cholinergen Wirkungen
des Pilokarpins aufgehoben werden. Mit Hilfe eines knock-out Mausmodell konnten
Hamilton et al. (1997) zeigen, dass Pilokarpin-induzierte Anfalle auf den muskarinischen
Rezeptor M; zuriickgefuhrt werden konnen. Pilokarpin bedingt durch die Bindung an
M:-Rezeptoren eine erhohte Leitfahigkeit der Zellmembran fir Ca** und K* und fihrt
somit zu einer gesteigerten Erregbarkeit des Nervengewebes. 10 bis 30 Minuten nach
der Pilokarpininjektion entwickeln die Tiere einen Status epilepticus. Nach 90 Minuten
wird der Status epilepticus pharmakologisch mit Diazepam (5 - 10 mg/kg KG,
intraperitoneal) unterbrochen. Nach einem anfallsfreien Intervall von durchschnittlich 2
Wochen entwickeln die Tiere spontane epileptische Anfélle. Um sowohl die Frequenz
der Anfélle als auch die Auspragung der einzelnen Anfalle zu protokollieren, wurden die
Tiere nach 6 - 8 Wochen (400 - 600 g) fur 3 - 10 Tage mit Videokamera tUberwacht. Es
wurden nur Tiere fur die Versuche verwendet, die spontane Anfédlle zeigten. Die
Kontrollgruppe wurde analog den Pilokarpin-behandelten Tieren behandelt, mit der
Ausnahme, dass den Kontrolltieren anstelle von Pilokarpin physiologische
Kochsalzldsung intraperitoneal injiziert wurde. Zudem erhielten die Kontrolltiere
entsprechend der Pilokarpin-behandelten Tiere Diazepam (5 - 10 mg/kg KG,

intraperitoneal).

3.4  Epilepsiechirurgische Hippokampektomie von Pati enten mit

pharmakoresistenter Temporallappenepilepsie

Das humane Gewebe in der vorliegenden Arbeit stammte von Patienten mit einer
pharmakoresistenten TLE. Patienten mit Ammonshornsklerose (AHS) waren zwischen
34 und 49 Jahre alt (42 £ 2) und litten an einer TLE fur 29 * 4 Jahre (n=8). Patienten
ohne AHS (non-AHS) waren zwischen 24 bis 48 Jahre alt (38 £ 6) mit einer Epilepsie,
die Uber 12 + 3 Jahre ging (n=5). Eine schriftliche Einverstandniserklarung der
Patienten lag vor und die Studie war von der Ethikkommission der Charité -
Universitdtmedizin Berlin genehmigt (EA1/042/04). Der Hippokampus wurde im OP-
Saal im Block entfernt und in eine 4 C kalte ACSF-L6sung (in mM: KCL 3, NaH,PO,
1,26, Glucose 10, MgSO, 2, MgCl, 2, CaCl, 1,6, NaHCO3; 21, Sucrose 200, o-
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Tocopherol 0,1, pH 7.4, Osmolaritdt 300 mosmol/l) transferiert. Das Natriumchlorid
wurde vergleichsweise zur physiologischen ACSF-LOsung erniedrigt, um einem durch
Hypoxie bedingten Natriumeinstrom in den Nervenzellen vorzubeugen. a-Tocopherol
wurde als Radikalfanger zugesetzt. Anschlielend erfolgte der sofortige Transport
(Dauer < 30 Minuten) ins Labor, wo 500 um dicke Hirnschnitte mittels eines Vibratoms
angefertigt wurden. Nach einer Ruhephase von 4 bis 5 Stunden in der

Interfacemesskammer erfolgten die elektrophysiologischen Untersuchungen.

3.5 SDS-PAGE und Western Blot

Die immunhistologischen Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Herrn Prof.
Braunewell (Institut fir Neurophysiologie der Charité, CCM) sowohl an Kontrolltieren als
auch an Pilokarpin-behandelten Tieren. Horizontale subikulé&re Hirnschnitte wurden bei
4 <C in einer spezifischen Pufferlosung homogenisie rt (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 10
mM HEPES, 1 % EGEPAL, Proteinaseinhibitor Cocktail (Roche)). Das Homogenat
wurde bei 20.000 G fur 15 min zentrifugiert und der Uberstand fir die
Gelelektrophorese (SDS-Page) verwendet. Ein Aliquot wurde dabei zur
Proteinbestimmung mit der BCA Probe benutzt (Pierce, Rockford, IL). Zur Western Blot
Analyse wurden gleiche Anteile an Homogenat von Kontrolltieren und Pilokarpin-
behandelten Tieren eingesetzt und mittels SDS-PAGES aufgetrennt. Die Gele wurden
fur 2 Stunden auf PVDF Membranen (Roth, Karlsruhe, Deutschland) elektrisch
aufgetrennt. AnschlieRend wurden die Membranen 1 Stunde in einem spezifischen
TBST Puffer geblockt (100 mM Tris-HCL; 0,9 % NaCL, 1 % Tween 20, pH 7,4). Die
Blots wurden Uber Nacht bei 4 T mit spezifischen p rimaren Antikorpern inkubiert (anti
AC-1 1:200, Santa Cruz Biotechnology) und die Immunreaktivitdit mit sekundaren
Antikdrpern dargestellt (HRP-couple goat ant-rabbit oder goat anti-mouse Antikorper,
Santa Cruz Biotechnology). Die Entwicklung erfolgte mittels eines Chemilumineszenz-
Reagenz (Perkin Imer, Wellesley, MA). Die Quantifizierung des Western Blots wurde mit

Hilfe von NIH Image Programm v1.61 durchgefuhrt.
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3.6 Pharmaka

Folgende Pharmaka sind in den Experimenten eingesetzt worden und uber die

Badl6sung appliziert worden:

Pharmakon, Konzentration:

- Bicucullin: 5 uM (Sigma-Aldrich, Deutschland)
- Forskolin: 50 uM (Tocris, UK)
- H-89: 10 uM (Sigma-Aldrich, Deutschland)

3.7 Aufbau des Messplatzes

Der Messplatz bestand aus folgenden Geraten: Interfacemesskammer, Leitz-
Manipulator, = Headstage  (Vorverstarker:  10fach  Verstarkung), Verstarker
(Zwischenverstarker: 100fach Verstarkung, SEL O5L oder SEL 10, NPI Instrumente,
Tamm, Deutschland), AD- (Analog-Digital) Wandler, Oszilloskop (Heka, Lambrecht),
Schreiber (Dash), Computer. Die Darstellung der abgeleiteten Antworten (Feldpotential
bzw. EPSP) erfolgte nach Verstarkung des Signals mittels der Headstage bzw. des
Zwischenverstarkers und der Filterung (gefiltert bei 3 kHz, Abtastrate 10 kHz) auf einem
Oszilloskop.

3.8  Auswertung der Messergebnisse

Zur Erfassung und Auswertung der Messdaten wurden handelsiubliche IBM-kompatible
Computer verwendet. Die Messungen wurden auf einem Oszillographen aufgezeichnet,
und die Daten mit Hilfe der Computersoftware TIDA (Heka, Lambrecht/Pfalz,
Deutschland) erfasst. Zur anschlieenden Auswertung wurde Excel (Microsoft)
verwendet. Fir samtliche erhobenen Daten wurde das arithmetische Mittel (Mittelwert +
Standardfehler (SEM)) berechnet. Fehlerbalken in Abbildungen repréasentieren den
SEM. Alle Ergebnisse sind mit Angabe der Grél3e der Stichprobe (n) reprasentiert. Zur
Untersuchung der Kurzzeitplastizitdt wurde der Doppelpulsindex (Paired-Pulse
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Facilitation (PPF) (Amplitude des zweiten Populationsspikes (Fp (Feldpotential)) bzw.
EPSPs dividiert durch die Amplitude des ersten Populationsspikes bzw. EPSPs
(FP1/FP2 bzw. EPSP2/EPSP1)) bestimmt. Zur Signifikanzbestimmung wurde ein
Student’s t-test (Excel, Microsoft) oder eine Analyse mittels ANOVA (Excel, Microsoft)
durchgefuihrt und das Signifikanz-Niveau wurde auf p < 0,05 (*) festgelegt.

Den statistischen Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen die Feldpotential-/
EPSP Amplituden der letzten 10 Messdaten vor Tetanus und vor Ende des Experiments

nach Induktion zu Grunde.

Alle Tierversuche wurden das Land Berlin genehmigt (T 0413/94, G 269/95, G
0328/98).
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4. Ergebnisse

Die erhobenen Daten zu intrazellularen Ableitungen im Pilokarpin-Modell und in
humanen Schnitten an der CA1-Subikulum Synapse sind im Labor zu gleichen Anteilen
mit Herrn Dr. Fidzinski entstanden. Die immunhistochemischen Untersuchungen in

Pilokarpin-behandelten Tieren erfolgten in Kooperation mit Herrn Prof. Braunewell.

4.1. Extrazellulare Ableitungen zur Langzeitpotenzi  erung im Subikulum der
Ratte

Um beurteilen zu konnen, ob ein verandertes Plastizitdtsverhalten auftritt, war es
zunachst notwendig, auch bei Kontrolltieren Untersuchungen zur Plastizitat
durchzufiihren, um anschlieBend das Plastizitatsverhalten im Niedrig-Magnesium-
Modell, in Pilokarpin-behandelten Tieren sowie in Hirnschnitten von Patienten mit TLE
beurteilen zu koénnen. Zunéchst erfolgte die Aufzeichnung einer stabilen Baseline
(Ausgangswerte, auf die die Messpunkte nach Induktion einer LTP bzw. LTD bezogen
wurden) Uber einen Zeitraum von 20 Minuten. Nach hochfrequenter Stimulation der
CA1 Efferenz mit 4 x 100 Hz konnte eine deutliche Potenzierung des Populationsspikes
im Subikulum abgeleitet werden. Dieses Phanomen wird als posttetanische
Potenzierung (PTP) bezeichnet. Die PTP (1,70 = 0,28) nahm im Verlauf der Messung
ab und es konnte die Ausbildung einer stabilen LTP beobachtet werden (1,41 + 0,19,
n=5, p < 0,05, Abb. 8). Neben der LTP kénnen Experimente zum Doppelpuls (Paired-
Pulse (PP)) -Verhalten zur Klarung von pra- und postsynaptischen Mechanismen
beitragen. Eine Anderung des Doppelpulsindex gibt dabei Hinweise auf einen zugrunde
liegenden prasynaptischen Mechanismus. Der Doppelpulsindex betrug in dieser
Messreihe vor tetanischer Reizung 1,02 + 0,05 und nach der Stimulation 0,69 + 0,12 (p
< 0,05).
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A normalisierte Feldpotentialantwort (Fp (norm)) im Subikulum. (1) Baseline, (2) LTP. Zeitverlauf der LTP
45 min nach synaptischer Reizung (n=5). (Pfeil: LTP-Induktion durch hochfrequente Stimulation (HFS)
mit 4 x 100 Hz). MaBstabsbalken: 1 mV und 10 ms B Saulenhistogramm der normalisierten
Feldpotentialamplitude nach synaptischer Potenzierung in Bezug auf den Baseline-Wert (*: p < 0,05). B
Doppelpulsindex vor und nach Induktion der LTP (*: p < 0,05). Mittelwert + SEM. Den statistischen
Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen die Feldpotential-Amplituden der letzten 10 Messdaten

vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach Induktion zu Grunde.

4. 2 Extrazellulare Ableitungen zur Langzeitdepre  ssion im Subikulum der Ratte

Niederfrequente Stimulation mit einer Frequenz von 1 Hz uber 15 min (900
Doppelpulse) erzeugte nach Reizung der Efferenz der CAl-Pyramidenzellen eine
stabile LTD in subikularen Neuronen von 0,77 + 0,04 (n=5, p < 0,05, Abb. 9). Der
Doppelpulsindex betrug vor der Stimulation 1,00 + 0,04 und danach 1,00 £ 0,11 und
war somit nicht signifikant verandert (p = 0,62, Abb. 9).
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Abb. 9

A normalisierte Feldpotentialantwort (Fp (norm)) im Subikulum. (1) Baseline, (2) LTD. Zeitverlauf der LTD
45 min nach niederfrequenter Reizung (n=5). (LFS: LTD-Induktion durch niederfrequente Stimulation mit
1 Hz Uber 15 Minuten). Maf3stabsbalken: 5 mV und 10 ms B Saulenhistogramm der normalisierten
Feldpotentialamplitude nach synaptischer Potenzierung in Bezug auf den Baseline-Wert (*: p < 0,05). C
Doppelpulsindex vor und nach Induktion der LTD (n.s.: p > 0,05). Mittelwert £+ SEM. Den statistischen
Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen die Feldpotential-Amplituden der letzten 10 Messdaten

vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach Induktion zu Grunde.

4.3  Zellspezifische Langzeitpotenzierung im Subikul um der Ratte

Fur diese Versuchsreihe wurden intrazellulare Ableitungen mit der scharfen
Mikroelektrode in horizontalen Hirnschnitten im Subikulum durchgefihrt. Entsprechend
ihrer elektrophysiologischen Entladungsmuster konnten zwei Zelltypen Kklassifiziert
werden. Bursterzellen reagierten auf einen depolarisierenden Strompuls mit einer
gruppierten Entladung (Burst) von 2 - 5 Aktionspotentialen und nachfolgenden
einzelnen Aktionspotentialen. Zwei Drittel der abgeleiteten Zelltypen wurden als
Bursterzellen klassifiziert. Die ubrigen Zellen antworteten auf einen depolarisierenden
Strompuls mit einzelnen Aktionspotentialen ohne initialem Burst und wurden als regular
feuernde Zellen bezeichnet. In Ubereinstimmung mit vorherigen Studien im Kontrolltier
(Taube, 1993; Stewart und Wong, 1993; Staff et al., 2000) zeigten sich keine
wesentlichen  Unterschiede in subikuldaren Pyramidenzellen beziglich des
Eingangswiderstandes und des Ruhemembranpotentials (Bursterzellen: 28 + 4,0 MQ,
-66,75 = 1,3 mV, n=8; regular feuernde Zellen: 28,25 + 2,3 MQ, -62,25 + 3,4 mV, n=8,
Abb. 10).
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A Schematische Darstellung von Stimulations- und Ableitelektrode im Experiment. Hippokampus:
Amonshorn: CA3, CA1, Sub: Subikulum, EC: Entorhinaler Kortex, DG: Gyrus dentatus. B
Entladungsverhalten von Bursterzellen und regulér feuernden Zellen auf einen depolarisierenden
Stimulus hin. Mafstabsbalken: 30 mV und 100 ms. C Weder Eingangswiderstand noch

Ruhemembranpotential zeigten sich in Bursterzellen (BS) und regular feuernden Zellen (RF) verschieden.

Unter Kontrollbedingungen konnte nach tetanischer Stimulation in regular feuernden
Zellen und Bursterzellen eine stabile LTP induziert werden (Bursterzellen: 1, 45 + 0,11,
n=8, p < 0,001; regular feuernde Zellen: 1,77 = 0,17, n=8, p < 0,01; Abb. 11). Der
Doppelpulsindex gibt wie bereits ausfuhrlich beschrieben Hinweise auf den
Expressionsort einer LTP. Eine Anderung nach tetanischer Reizung wéare Ausdruck
einer prasynaptischen LTP (Debanne et al., 1996). Die LTP Expression war in
Bursterzellen mit einer Verdnderung des Doppelpulsindex verbunden (1,2 + 0,08 unter
der Baseline zu 1,09 + 0,06 nach LTP-Induktion, p < 0,05, Abb. 11). In regular
feuernden Zellen konnte keine signifikanten Veranderung beobachtet werden (1,08 +
0,09 unter der Baseline zu 1,12 + 0,17 nach LTP-Induktion, Abb. 11). Dieses Ergebnis
ist somit mit den kdrzlich vertffentlichen Daten von Wozny et al. (2008a, b)

vergleichbar.
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A Unter Kontrollbedingungen zeigten beide Zelltypen (regular feuernde Zellen (n=8) und Bursterzellen
(n=8)) eine stabile LTP 30 min nach tetanischer Reizung. (Pfeil: HFS: LTP-Induktion durch hochfrequente
Stimulation mit 4 x 100 Hz). MaRstabsbalken: 5 mV und 50 ms. B In Bursterzellen zeigte sich der
Doppelpulsindex im Rahmen von LTP-Expression verédndert. In regular feuernden Zellen konnte keine
signifikante Veranderung gemessen werden. Den statistischen Berechnungen zu Induktionsparadigmen
liegen die EPSP-Amplituden der letzten 10 Messdaten vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach

Induktion zu Grunde.

4.4  Langzeitpotenzierung in Pilokarpin-behandelte  n Tieren im Subikulum der

Ratte

4.4.1 Synaptische Langzeitpotenzierung und -depress ion in Pilokarpin-

behandelten Ratten

Unter der Annahme das epileptische Aktivitdt selektiv die LTP spezifischen
Signalkaskaden beeintrachtigt, jedoch nicht die LTD Kaskaden, wurden analog zu den
Untersuchungen im Kontrolltier extrazellulare Messungen in Pilokarpin-behandelten
Tieren zur LTP und LTD durchgefuhrt. In Pilokarpin-behandelten Tieren konnte keine
LTP nach hochfrequenter Reizung ausgel6ést werden (PTP 1,10 + 0,08, LTP 0,97 £
0,07, n=5, p > 0,05, Abb. 12).
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Abb. 12
A Normalisierte Feldpotentialantwort (FP (norm)) nach alvedrer Reizung und Ableitung im Subikulum. (1)

Baseline, (2) LTP. In Pilokarpin-behandelten Tieren konnte 30 min nach hochfrequenter Reizung keine
LTP induziert werden: Zeitverlauf nach synaptischer Reizung (n=5). (Pfeil: HFS: Hochfrequente
Stimulation mit 4 x 100 Hz). Mal3stabsbalken: 1 mV und 10 ms. B Saulenhistogramm der normalisierten
Feldpotentialamplituden nach synaptischer Potenzierung in Bezug auf den Baseline-Wert im Pilokarpin-
behandelten Tier und im Kontrolltier (n.s.: p > 0,05, *: p < 0,05 ). Den statistischen Berechnungen zu
Induktionsparadigmen liegen die Feldpotential-Amplituden der letzten 10 Messdaten vor Tetanus und vor

Ende des Experiments nach Induktion zu Grunde.

Nach niederfrequenter Stimulation konnte hingegen eine LTD in Pilokarpin-behandelten
Tieren induziert werden (LTD 0,82 + 0,05, n=5, p < 0,05, Abb. 13). Der Doppelpulsindex
zeigte sich gegenuber den Kontrollwerten nicht signifikant verandert und betrug vor
niederfrequenter Reizung 1,00 £ 0,06 und nach der Stimulation 1,00 = 0,20 (p > 0,05).
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Abb. 13

A normalisierte Feldpotentialantwort (Fp (norm)) nach alvearer Reizung und Ableitung im Subikulum. (1)
Baseline, (2) LTD. Mal3stabsbalken: 5 mV und 10 ms. In Pilokarpin-behandelten Tieren konnte 30 min
nach niederfrequenter Reizung eine LTD induziert werden: Zeitverlauf nach synaptischer Reizung (n=5).
B Saulenhistogramm der normalisierten Feldpotentialamplituden nach synaptischer Depression in Bezug
auf den Baseline-Wert im Pilokarpin-behandelten Tier und im Kontrolltier (*: p < 0,05). C Doppelpulsindex
vor und nach Induktion der LTD im Pilokarpin-behandelten Tier und im Kontrolltier (n.s.: p > 0,05). Den
statistischen Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen die Feldpotential-Amplituden der letzten 10

Messdaten vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach Induktion zu Grunde.

4.4.2 Zellspezifische Langzeitpotenzierung und -dep ression in Pilokarpin-

behandelten Ratten

In Pilokarpin-behandelten Tieren konnten beide Zelltypen, regular feuernde Zellen und
Bursterzellen, abgeleitet werden. Regular feuernde Zellen reagierten auf einen
depolarisierenden  Strompuls mit einzelnen Aktionspotentialen. Bursterzellen
antworteten auf einen Stimulus mit einem Burst von 2 - 3 Aktionspotentialen gefolgt von
einzelnen Aktionspotentialen. In regular feuernden Zellen konnte nach tetanischer

Reizung eine LTP gemessen werden, welche sich nicht signifikant zu den Messungen
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im Kontrolltier unterschied (1, 47 + 0,19, n=9, p < 0,05, Abb. 14). Im Gegensatz dazu
konnte in Bursterzellen von Pilokarpin-behandelten Tieren keine LTP induziert werden
(1,03 £0,09, n=7, p > 0,1, Abb. 14).
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Abb. 14

Unter Kontrollbedingungen zeigten beide Zelltypen eine stabile LTP 30 min nach tetanischer Reizung. In
Pilokarpin-behandelten Tieren konnte in Bursterzellen keine LTP induziert werden. In regular feuernden
Zellen war die LTP im Pilokarpin behandelten Tier nicht signifikant reduziert. A Bursterzellen (n=7) und B
regular feuernde Zellen (n=9). (Pfeil: HFS: LTP-Induktion durch hochfrequente Stimulation mit 4 x 100
Hz). Mal3stabsbalken: 5 mV und 50 ms. Den statistischen Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen
die EPSP-Amplituden der letzten 10 Messdaten vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach

Induktion zu Grunde.

Epileptische Aktivitat scheint demnach selektiv die LTP spezifischen Signalkaskaden zu
beeintrachtigen. In einer Studie von Fidzinski et al. (2008) konnte gezeigt werden, dass
eine durch niederfrequente Stimulation induzierte LTD in subikuléren Bursterzellen
durch einen postsynaptischen NMDA-Rezeptor Mechanismus bedingt ist. Vor dem
Hintergrund der Studie von Fidzinski et al. (2008) und den Ergebnisse der vorliegenden
Experimente scheint die prasynaptische LTP-Expression beeintrachtigt. Die
postsynaptischen LTD-Expression hingegen nicht. Um diese bidirektionale Plastizitat in
Pilokarpin-behandelten Tieren zu untersuchen, erfolgte die Applikation niederfrequenter
Stimulation ohne vorherige LTP-Induktion. In beiden Zelltypen erzeugte niederfrequente
Stimulation eine stabile LTD (Bursterzellen 0,78 + 0,97, n=10, p < 0,05; regular
feuernde Zellen 0,75 * 0,10, n=6, p < 0,01, Abb. 15), welches die Hypothese
unterstitzt, dass epileptische Aktivitat selektiv die LTP spezifischen Signalkaskaden
beeintrachtigt.
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Abb. 15
Im Pilokarpin-behandelten Tier zeigten beide Zelltypen 30 min nach niederfrequenter Reizung eine
stabile LTD. A Bursterzellen (n=10) und B regulér feuernde Zellen (n=6). Mal3stabsbalken: 5 mV und 50

ms.

Weder Eingangswiderstand noch Ruhemembranpotential waren  signifikant
unterschiedlich zwischen reguléar feuernden Zellen und Bursterzellen. Dartber hinaus
konnte kein Unterschied im Kontrolltier (Bursterzellen: 28 + 4,0 MQ, -66,75 + 1,3 mV,
n=8; regular feuernde Zellen: 28,25 * 2,3 MQ, -62,25 + 3,4 mV; n=8) und im Pilokarpin-
behandelten Tier (Bursterzellen: 27,5 + 4,1 MQ, -63,1 + 2,2 mV, n=9; regular feuernde
Zellen: 27,8 + 4,0 MQ, -64,6 = 2,6 mV; n=7, Abb. 16) zwischen den beiden Zelltypen

beobachtet werden.
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Weder Eingangswiderstand noch Ruhemembranpotential zeigten sich in Bursterzellen (BS) und regular

feuernden Zellen (RF) verschieden.
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4.5  Effekt von Forskolin auf die subikulare Langzei  tpotenzierung

Wozny et al. (2008b) konnten kirzlich zeigen, dass die Aktivierung der Adenylatcyclase
(AC 1) durch Forskolin sowie die Applikation des spezifischen cAMP-Analogons Sp-5,6-
DCL-cBIMPS eine prasynaptische LTP in Bursterzellen induziert, welche durch
verschieden Inhibitoren der cAMP-Proteinkinase A (PKA) geblockt werden kann.

45.1 Effekt von Forskolin auf die synaptische Tran  smission und
Langzeitpotenzierung

In Kontrolltieren konnte durch Forskolin eine chemische LTP induziert werden: Nach der
Aufzeichnung einer stabilen Baseline tber einen Zeitraum von 10 Minuten erfolgte die
Applikation von Forskolin (50 pM) tber die Dauer von 45 Minuten. Nach Forskolingabe
konnte nach ~ 20 Minuten ein Plateau der Feldpotential Amplitude beobachtet werden,
welches auch nach Auswaschen von Forskolin erhalten blieb (1,81 + 0,11, n=5, p <
0,05, Abb. 17). Die Forskolin-induzierten Transmitterausschittung fuhrte zu einem
signifikant veranderten Doppelpulsindex (Baseline 0,82 + 0,05, Forskolin 0,97 + 0,04, p
< 0,05) und bestatigt die Hypothese einer prasynaptischen Expression der Forskolin-

induzierten Faszilitierung.
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Abb. 17

A Zeitverlauf nach Forskolin induzierter LTP-Induktion (n=5). B S&ulenhistogramm der normalisierten

Feldpotentialamplituden (Fp (norm)) nach chemischer Potenzierung in Bezug auf den Baseline-Wert (*: p

< 0,05). C Doppelpulsindex vor und nach Induktion der chemischen LTP (*: p < 0,05). Mittelwert + SEM.
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Den statistischen Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen die Feldpotential-Amplituden der letzten

10 Messdaten vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach Induktion zu Grunde.

4.5.2 Effekt von Forskolin auf die zellspezifische Langzeitpotenzierung

Auch in den intrazellularen Ableitungen von Bursterzellen konnte nach der
Aufzeichnung einer stabilen Baseline und anschlieRender Applikation von Forskolin (50
puM) Uber die Dauer von 20 Minuten eine chemische LTP im Kontrolltier induziert
werden. Nach der Applikation zeigte sich nach ~ 20 Minuten eine stabile LTP, welche
nach dem Auswaschen von Forskolin erhalten blieb (Bursterzellen: 2,19 + 0,35, n=5, p
< 0,05) und die sich nicht signifikant von einer nachfolgenden elektrisch induzierten LTP
durch tetanische Reizung unterschied (2,48 + 0,50, p > 0,1). Da im Kontrolltier sowohl
Forskolin eine Potenzierung der EPSP Amplitude in Bursterzellen bewirkt als auch
tetanische Stimulation, liegt die Annahme nahe, dass Forskolin und tetanische Reizung
die synaptische Neurotransmission in Bursterzellen Uber denselben Mechanismus
verstarken (Abb. 18 A). Unterstitzt wird die Hypothese einer prasynaptische LTP in
Bursterzellen dadurch, dass die Forskolin-induzierte Verstarkung der synaptischen
Ubertragung mit einer Veranderung des Doppelpulsindex assoziiert war (1,15 + 0,05 vs.
0,86 + 0,07, p < 0,01, Abb. 18 B). Unter der Annahme, dass epileptische Aktivitat die
LTP-Induktion in Bursterzellen Uber eine gestorte prasynaptische
Transmitterausschittung (Uber die cAMP-Abhangige PKA-Kaskade) beeinflusst, diirfte
nach Forskolinapplikation keine chemische LTP in Pilokarpin-behandelten Tieren
induzierbar sein. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnte eine signifikant
reduzierte Potenzierung der EPSP Amplitude nach Forskolingabe in Pilokarpin-
behandelten Tieren beobachtet werden (1,53 + 0,25, n=9, p < 0,001, Abb. 18 A).
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Abb. 18

A Im Kontrolltier erzeugte die Applikation von Forskolin (FSK) und hochfrequente Reizung (HFS) einen
Anstieg der EPSP Amplitude (EPSP (norm)) in Bursterzellen. Im Pilokarpin behandelten Tier konnte
keine LTP nach Forskolingabe und elektrischer Reizung induziert werden. Zeitverlauf nach Forskolin-
induzierter LTP-Induktion in Bursterzellen, gefiillte Punkte: Pilokarpin behandelte Tiere (n =5), offene
Punkte: Kontrolltiere (n=9). B Forskolin-induzierter Anstieg der EPSP Amplitude ist im Kontrolltier in
Bursterzellen mit einem signifikanten Anstieg der Doppelpulsfaszilitierung begleitet. Doppelpulsindex vor
und nach Induktion der chemischen LTP im Kontrolltier und im Pilokarpin-behandelten Tier (*: p < 0,05,
n.s.: p > 0,05). Mittelwert £+ SEM. Den statistischen Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen die
EPSP-Amplituden der letzten 10 Messdaten vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach Induktion

zu Grunde.

4.6  Untersuchungen zur Expression der Adenylatcycla se Typ 1 im Kontrolltier

und Pilokarpin-behandelten Tieren

Um die Bedeutung der Adenylatcyclase fiir eine gestdrte prasynaptische LTP in
Bursterzellen eingehender zu untersuchen, erfolgten immunhistochemische
Untersuchungen. Mittels Western Blot konnte unter Kontrollbedingungen eine starke
Proteinexpression der Adenylatcyclase Typ 1 (AC1) im Subikulum dargestellt werden.
In subikularen Hirnschnitten von Pilokarpin-behandelten Tieren war diese Expression
hingegen deutlich reduziert (Abb. 19 A). Das Kontrollprotein Aktin wurde nicht durch die

Pilokarpin Behandlung beeinflusst.



Ergebnisse 48

0,5

0,4

0,3

AC1 ‘ -120 kD
0,2

Actin SEEF | S - 43 kD 011
N ]

Kontrolle Pilokarpin Kontrolle Pilokarpin

AC1/actin ratio

Abb. 19

Proteinanalyse mittels Westernblot im Subikulum. Sowohl in Kontrolltieren als auch in Pilokarpin-
behandelten Tieren lie sich eine Expression an Adenylatzyclase 1 (AC1) in Membran angereicherten
Proteinextrakten nachweisen, wohingegen die Expression in Pilokarpin-behandelten deutlich reduziert
war. In Kontrolltieren konnte eine Proteinbande (= Expression von AC1), mit einem Molekulargewicht von
120 kD detektiert werden. Aufgetrennt wurden gleiche Proteinmengen. Als Kontrolle diente Aktin (A). (B)
Saulenhistogramm des AC1-Aktin Verhdltnis im Kontrollschnitt und in subikuldren Schnitten von

Pilokarpin-behandelten Tieren. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied (n=4, p < 0,05).

4.7  Untersuchungen zur Langzeitpotenzierung in huma  nen subikularen Zellen

von Patienten mit pharmakoresistenter Temporallappe nepilepsie

Es wurden intrazellulare Messungen in humanen subikularen Zellen von Patienten mit
pharmakoresistenter TLE zur synaptischen LTP durchgefihrt. Beide Zelltypen konnten
im humanen epileptischen Gewebe abgeleitet werden. Dabei konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen Bursterzellen und regular feuernden Zellen in
Bezug auf den Eingangswiderstand und des Ruhemembranpotentials weder im
sklerotischen (AHS) noch im non-sklerotischen Gewebe (NAHS) gemessen werden.
Auch zwischen den Gewebegruppen gab es keinen Unterschied hinsichtlich der
Membraneigenschaften. Im AHS-Gewebe zeigten regular feuernde Zellen im Mittel ein
Ruhemembranpotential von —66,5 = 2,1 mV und einen Eingangswiderstand von 33,4 +
3,6 MQ (n=12). Bursterzellen zeigten ein Ruhemembranpotential von -67,8 + 1,8 (n=9,
p > 0,6) und einen Eingangswiderstand von 29,3 + 2,4 MQ. Im non-AHS-Gewebe
zeigten regular feuernde Zellen im Mittel ein Ruhemembranpotential von -72,8 + 3,0 mV

(n=6) und einen Eingangswiderstand von 29,3 + 2,4 MQ. Bursterzellen zeigten ein
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Ruhemembranpotential von -68,7 + 0,7 (n=3) und einen Eingangswiderstand von 29,2 +
2,4 MQ (Abb. 20).
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Abb. 20

Membraneigenschaften von subikuldaren Zellen im humanen epileptischen Gewebe. A
Entladungsverhalten von Bursterzellen und regular feuernden Zellen auf einen depolarisierenden
Stimulus hin. Mafstabsbalken: 30 mV und 100 ms. B Weder Eingangswiderstand noch

Ruhemembranpotential zeigten sich in Bursterzellen und reguldr feuernden Zellen unterschiedlich.

Die Messungen in humanen subikularen Zellen zeigten wie in den Pilokarpin-
behandelten Tieren eine beeintrachtigte synaptische Plastizitat. Tetanische Stimulation
an der CA1-Subikulum Synapse konnte keine LTP in Bursterzellen im humanen
epileptischen Gewebe induzieren (1,08 = 0,34, n=6, Abb. 21 A). Im Gegensatz zu den
Messungen im Pilokarpin-behandelten Tier war es auch in regular feuernden Zellen
nicht maglich, eine LTP nach hochfrequenter Reizung zu erzeugen (1,00 + 0,10, n=9).
Der Verlust an LTP konnte sowohl im AHS-Gewebe als auch im non-AHS-Gewebe
beobachtet werden. Eine LTD-Induktion nach niederfrequenter Stimulation war
hingegen wie im Pilokarpin-Modell in beiden Zelltypen moglich (Bursterzellen: 0,77 +
0,66, n=5, p < 0,01, regular-feuernde Zellen: 0,74 £ 0,55, n=9, p < 0,001, Abb. 21 B),
welches auf eine selektive Beeintrachtigung der Signalkaskade hinweist, die LTP

bewirkt.
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Verlust von LTP in humanen subikularen Zellen. A Tetanische Stimulation (HFS) an der CA1-Subikulum
Synapse konnte weder in Bursterzellen noch in regular feuernden Zellen eine LTP induzieren. B
Niederfrequente Reizung (NFS) erzeugte 30 min nach Induktion in beiden Zelltypen eine stabile LTD.
MaRstabsbalken: 5 mV und 25 ms. Den statistischen Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen die

EPSP-Amplituden der letzten 10 Messdaten vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach Induktion

zu Grunde.

4.8 Langzeitpotenzierung im Niedrig-Magnesium-Model |

Um zu klaren, welchen Einfluss epileptiforme Aktivitat auf zellulare und molekulare
Signalkaskaden hat, die an der synaptischen Plastizitdt im Subikulum beteiligt sind,
wurde ein akutes Epilepsiemodell verwendet, welches eine pharmakologische
Intervention ermoglicht. Die Auswirkung epileptischer Aktivitat auf die synaptische
Plastizitdt wurde untersucht, indem hippokampale Hirnschnitte mit einer Niedrig-
Magnesiumlésung perfundiert wurden. Nach dem Einwaschen der Niedrig-
Magnesiumlésung konnte die erste epileptiforme Aktivitdt nach 30 + 15 Minuten
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elektrographisch registriert werden. Im Anschluss daran erfolgte die Aufzeichnung von
epileptiformer Aktivitdt Gber einen Zeitraum von 30 Minuten. Das Wiedereinwaschen
physiologischer ACSF-Losung unterbrach die epileptiforme Aktivitat innerhalb von 25 +
5 Minuten. Die Badapplikation von Niedrig-Magnesiumlosung fuhrte zu einer deutlichen
Zunahme der Feldpotentialamplitude. Nach ~ 60 Minuten konnte ein Ruckgang der
Feldpotentialamplitude auf das Baseline-Niveau beobachtet werden. Nach
anschlieBender hochfrequenter Stimulation konnte keine LTP induziert werden (LTP
1,05 + 0,09, n=6, p > 0,05, Abb. 22).
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Abb. 22

Aufgehobene LTP im Niedrig-Magnesium-Modell: A Feldpotentialantwort vor epileptiformer Aktivitat,
wahrend epileptiformer Aktivitdt und nach tetanischer Reizung. (1) Feldpotentialamplitude unter ACSF-
Losung (artifizielle zerebrospinale Flussigkeit), (2) Feldpotentialverdnderung unter Niedrig-
Magnesiumlosung (Low-Mg?"), (3) Einwaschen physiologischer ACSF-Lésung, (4) Feldpotentialantwort
nach Reizung mit 4 x 100 Hz (HFS). Zeitverlauf nach synaptischer Reizung (n=6). Nach hochfrequenter
Stimulation konnte keine LTP im Niedrig-Magnesium-Modell induziert werden. (Pfeil: HFS: LTP-Induktion
durch hochfrequente Stimulation mit 4 x 100 Hz). B Saulenhistogramm der normalisierten
Feldpotentialamplituden in Bezug auf den Baseline-Wert (*: p < 0,05, n.s.: p > 0,05 ). Den statistischen
Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen die Feldpotential-Amplituden der letzten 10 Messdaten

vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach Induktion zu Grunde.

4.8.1 Effekt von H-89 auf die Langzeitpotenzierung  im Niedrig-Magnesium-Modell

In den intrazellularen Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung

der Adenylatcyclase vom Typ 1 eine wichtige Funktion in der prasynaptischen LTP in
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Bursterzellen besitzt. Wozny et al. (2008b) konnten dartiber hinaus beobachten, dass
die Aktivierung der Adenylatcyclase (AC 1) durch Forskolin eine prasynaptische LTP in
Bursterzellen induziert, welche durch verschieden Inhibitoren der cAMP-Proteinkinase A
(PKA) geblockt werden kann. Um die involvierten Mechanismen der aufgehobenen LTP
genauer zu untersuchen, erfolgten Experimente im Niedrig-Magnesium-Modell mit dem
spezifischen PKA-Blocker H-89.

In dieser Versuchsreihe wurde geprift, ob das Einwaschen von H-89 (10 pM)
Auswirkung auf die aufgehobene subikulare LTP im Niedrig-Magnesium-Modell hat. Der
Antagonist wurde nach Aufzeichnung einer stabilen Baseline von 10 Minuten Uber die
Badlosung eingewaschen. Nach einer Einwaschzeit von 10 Minuten konnte kein Effekt
auf die Feldpotential Amplitude beobachtet werden. Wahrend der Aufzeichnung unter
Niedrig-Magnesium-Losung und 20 Minuten nach dem Wiedereinwaschen
physiologischer ACSF-Losung war der Antagonist in der Losung anwesend. Im
Gegensatz zu den Kontrollexperimenten im Niedrig-Magnesium-Modell konnte durch
das Einwaschen des spezifischen Blockers H-89 eine signifikante LTP induziert werden.
Die Feldpotentialamplitude stabilisierte sich nach epileptiformer Aktivitdt und Perfusion
mit physiologischer ACSF-LOsung vergleichsweise zur Baseline auf einem hdheren
Niveau. Unter der Berticksichtigung das eine Stabilisierung der Feldpotentialamplitude
nach epileptiformer Aktivitat auf einem hoéheren Niveau zu beobachten war, zeigte sich
eine LTP von 1,26 + 0,2 (n=4, p < 0,05, Abb. 23 A) im Vergleich zur
Feldpotentialantwort nach Wiedereinwaschen physiologischer ACSF-LOsung. Der
Doppelpulsindex zeigte sich sowohl vor epileptischer Aktivitdt und vor hochfrequenter
Reizung signifikant verandert (0,97 + 0,07 vs. 0,90 £ 0,2, p = 0,005, Abb. 23 C) als auch
nach dem Wiedereinwaschen physiologischer ACSF-Lésung und nach hochfrequenter
Reizung signifikant verandert (0,90 £ 0,2 vs. 0,80 + 0,2, p < 0,05, Abb. 23 C).
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Induktion von LTP nach epileptiformer Aktivitdt im Niedrig-Magnesium-Modell. A Zeitverlauf nach
synaptischer Reizung (n=4). Nach hochfrequenter Stimulation konnte im Gegensatz zur Kontrolle eine
LTP Im Niedrig-Magnesium Modell nach Perfusion mit H-89 induziert werden. (Pfeil: HFS: LTP-Induktion
durch hochfrequente Stimulation mit 4 x 100 Hz). ACSF (artifizielle zerebrospinale Flissigkeit)
B Saulenhistogramm der normalisierten Feldpotentialamplituden in Bezug auf den Baseline-Wert (* p <
0,05, n.s.: p > 0,05). C Doppelpulsindex vor und nach dem Tetanus (* p < 0,05; ** p < 0,05, Bestimmung
des Signifikanzniveaus mit ANOVA). Den statistischen Berechnungen zu Induktionsparadigmen liegen

die Feldpotential-Amplituden der letzten 10 Messdaten vor Tetanus und vor Ende des Experiments nach

Induktion zu Grunde.
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5. Diskussion

Patienten mit TLE leiden nicht selten an schweren Stérungen der Gedachtnisbildung.
Auch das Abrufen gespeicherter Informationen ist oftmals gestort (Elger, 2005). Um
solche Stérungen in der hippokampalen Gedéachtnisbildung erklaren zu kdnnen, ist es
von grol3er Bedeutung, die Grundmechanismen der Gedachtnisverarbeitung und ihrer
Stérung zu verstehen. Synaptische Plastizitat wie Langzeitpotenzierung (LTP) stellt
dabei ein anerkanntes Korrelat des Lernens sowie der Gedachtnisbildung auf zellularer
Ebene dar (Martin et al., 2000). Ergebnisse, die in tierexperimentellen Modellen zu den
Grundmechanismen der Gedachtnisbildung, aber auch zu den Stérungen erhoben
worden sind, haben gezeigt, dass die Erkenntnisse auch auf den Menschen Ubertragbar
sind (Kandel, 1976). Da das Subikulum eine wesentliche Rolle in der Weiterleitung und
Verarbeitung von hippokampalen Informationen spielt, haben Untersuchungen zur
synaptischen Plastizitait an der CA1-Subikulum Synapse in den letzten Jahren
zunehmend an Bedeutsamkeit gewonnen. Das Subikulum als Hauptziel der CAl-
Pyramidenzellen fungiert dabei als wichtigste Schaltstelle hippokampaler Efferenzen.
Es konnte sowohl in den extra- als auch intrazellularen Ableitungen gezeigt werden,
dass die synaptische Plastizitdt nach epileptischer Aktivitat sowohl in experimentellen
Epilepsiemodellen (Pilokarpin-Modell, Niedrig-Magnesium-Modell) als auch in humanen
Hirnschnitten von Patienten mit TLE in charakteristischer Weise beeintrachtigt ist. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, neue Erkenntnisse mittels elektrophysiologischer
Messmethoden zur Langzeitpotenzierung an der CA1l-Subikulum Synapse in humaner
und experimenteller Temporallappenepilepsie zu erhalten, da ein besseres Verstandnis
des epileptogenen Prozesses zu einer Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze

beitragen kdnnte.

5.1 Zellspezifischer  Verlust von LTP im  Pilokarpin- Modell  der

Temporallappenepilepsie

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CA1-Subikulum Synapse
kein einheitliches System darstellt. In Abhé&ngigkeit vom subikularen Zelltyp
(Bursterzellen und regular feuernde Zellen) kdbnnen zwei grundsatzlich unterschiedliche

Formen der NMDA-abhangigen LTP beobachtet werden: In regular feuernden Zellen ist
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die LTP von einem postsynaptischen Ca?*-Einstrom abh#ngig und wird postsynaptisch
exprimiert. In Bursterzellen hingegen ist die Aktivierung der prasynaptischen cAMP-
Kaskade fur die Induktion einer LTP notwendig (Wozny et al., 2008a, b). Hochfrequente
Stimulation fuhrte im Kontrolltier in beiden Zelltypen zu einer LTP.

Fur die Ausbildung einer LTP ist die Proteinkinase A (PKA) ein essentielles
Signaltransduktionsmolektl (Nguyen and Woo, 2003). Forskolin ist dabei eine etablierte
Modellsubstanz zur Aktivierung der PKA. Der Effekt von Forskolin beruht auf einer
direkten Aktivierung der Adenylatcyclase (Onda et al., 2001) und erhéht so indirekt die
cAMP-Konzentration in der Prasynapse, welche wiederum zu einer erhdhten
Transmitterfreisetzung fuhrt. In Bursterzellen konnte durch die Applikation von Forskolin
eine signifikante LTP beobachtet werden. Eine anschlieende tetanische Reizung
fuhrte zu keiner weiteren Potenzierung der EPSP Amplitude. Hinsichtlich der oben
dargestellten Beobachtungen kann angenommen werden, dass in Bursterzellen die
gleichen Mechanismen an einer elektrisch induzierten LTP durch hochfrequente
Reizung und chemisch induzierter LTP durch die Forskolingabe beteiligt sind. Fir einen
prasynaptischen Mechanismus in Bursterzellen spricht dartiber hinaus die signifikante
Veranderung des Doppelpulsindex nach tetanischer Reizung.

Die bisher im Pilokarpin-Modell gewonnen Daten zeigen, dass chronisch epileptische
Aktivitat nicht zu einem signifikanten Verlust an subikuldren Pyramidenzellen fihrt,
sondern vielmehr eine Beeintrachtigung der synaptischen Plastizitdt an der CAl-
Subikulum Synapse durch epileptische Aktivitat resultiert (Knopp et al., 2008). In der
vorliegenden Arbeit konnte mittels Einzellzellmessungen an der CAZ1-Subikulum-
Synapse eine zellspezifische Stoérung der LTP in Pilokarpin-behandelten Tieren
beobachtet werden. Die Ergebnisse im Pilokarpin-Modell zeigen, dass epileptische
Aktivitat ausschlieBlich zu einem Verlust der LTP in Bursterzellen fuhrt. Eine
Beeintrachtigung der LTP an Synapsen von regular feuernden Zellen konnte nicht
beobachtet werden. Des Weiteren konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Bursterzellen und regulér feuernden Zellen in Bezug auf die Membraneigenschaften
ermittelt werden, der den Verlust der LTP in Bursterzellen erklaren kénnte. Im
Gegensatz zu den intrazellularen Messungen konnte in den extrazellularen Ableitungen
keine signifikante LTP induziert werden. Eine Erklarung daftr kdnnte die topografische
Verteilung von burstentladenden und regular feuernden Zellen sein. In Abhéngigkeit von
der Region tief versus oberflachlich, proximal versus distal kann der Anteil der regular-

feuernden Zellen gering ausfallen (Greene und Totterdell, 1997; Harris et al., 2001,
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Menendez et al., 2002; Staff et al., 2000), so dass sich in Feldantworten keine
signifikante LTP zeigte. Die rdumliche Verteilung von Bursterzellen und regular
feuernden Zellen in den Schichten des Subikulums und die Topografie der subikularen
Efferenzen (Ishizuka, 2001) lassen vermuten, dass Bursterzellen und regular feuernde
Zellen mit unterschiedlichen subkortikalen Strukturen verbunden sind. Bursterzellen und
regular feuernde Zellen kdnnten demnach unterschiedliche Aufgaben einerseits bei der
Aufnahme von Informationen und anderseits bei der Informationsverteilung besitzen. In
Abhangigkeit des betroffen Zelltyps wirde der Verlust der LTP bedeuten, dass die
Weiterleitung von sensorischen Informationen zu spezifischen kortikalen und
subkortikalen Strukturen beeintrachtigt wird. Ein Verlust der LTP in burstenden Zellen
im Epilepsietiermodell kénnte demnach als Erklarung fur eine Beeintrachtigung des
deklarativen Gedachtnisses bei Patienten mit TLE dienen, da Bursts von
Aktionspotentialen physiologischen Prozessen wie Lern- und Gedachtnisprozessen
zugrunde liegen (Pike et al., 1999).

Vor dem Hintergrund weiterer Untersuchungen in der vorliegenden Studie liegt die
Annahme nahe, dass ein durch epileptische Aktivitat bedingte verminderte Expression
an Adenylatcyclase vom Typ 1 (AC1l) zu einer Beeintrachtigung der LTP in
Bursterzellen fuhrt. Diese Hypothese beruht auf folgenden Resultaten: Erstens, die
gestorte Expression einer prasynaptischen LTP ist assoziiert mit einer nicht gestérten
Expression einer LTD, die durch einen postsynaptischen NMDA-Rezeptor abhangigen
Mechanismus bedingt ist (Fidzinski et al., 2008). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass
epileptische Aktivitdt eine selektive Beeintrdchtigung der LTP und den zugrunde
liegenden Signalkaskaden hervorruft. Zweitens, unter Kontrollbedingungen fuhrte in
Bursterzellen die Applikation von Forskolin zu einem deutlichen Anstieg der EPSP
Amplitude, wobei durch anschlielende tetanische Stimulation keine LTP induziert
werden konnte. Dieses Verhalten weist daraufhin, dass Forskolin und hochfrequente
Reizung LTP uber den gleichen Mechanismus induzieren. Die Annahme einer
prasynaptischen Form der LTP in Bursterzellen wird dadurch unterstitzt, dass nach
elektrisch induzierter LTP eine verminderte Doppelpulsfaszilitierung beobachtet werden
kann. So wie nach chemisch induzierter LTP durch die Applikation von Forskolin
(Wozny et al., 2008b). Demgegenuber zeigte sich in Bursterzellen von Pilokarpin-
behandelten Tieren lediglich ein stark verminderter Effekt von Forskolin und
nachfolgender tetanischer Reizung auf die synaptische Ubertragungsstarke. Die

Ergebnisse zur LTP an der CALl-Subikulm Synapse weisen darauf hin, dass die
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prasynaptische Form der LTP in Bursterzellen eine hohe Sensitivitdt gegentber dem
AC1l-cAMP-PKA-System besitzt. Fir die Moosfaser-CA3 Synapse konnte bereits
gezeigt werden, dass epileptische Aktivitdt die prasynaptische Aktivitdt der PKA
herunterreguliert (Goussakov et al., 2000). Frihere Studien zum Langzeitgedachtnis
und zur LTP weisen auf eine Beteiligung der AC1 hin (Ferguson und Storm, 2004):
Knockout Studien, in denen die Calzium-, Calmodulin-stimulierte Adenylatcyclase Typ 1
(AC1KO) ausgeschaltet wird, verdeutlichen, dass die Aktivitat der AC1 sowohl fur die
pra- als auch fur die postsynaptische Form der LTP notwendig ist (Villacres et al., 1998;
Wong et al., 1999). Zudem wird die AC1 in Hirnregionen exprimiert, in denen die
Aktivierung des NMDA-Rezeptors einen Anstieg der cAMP-Konzentration bewirkt
(Chetkovich and Sweatt, 1993). Daruber hinaus scheint die AC1 an der NMDA-
abhangigen LTP beteiligt zu sein, da der NMDA-Rezeptor bedingte Kalziumanstieg die
Funktion der Ca**- stimulierten Adenylatcyclase in vivo beeinflussen kénnte (Wong et
al., 1999).

Vor dem Hintergrund der vorliegenden Studie stellt sich somit die Frage, ob
Veréanderungen in der Expression der AC1 den Verlust der prasynaptischen LTP in
Pilokarpin-behandelten Tieren erklaren konnen. In hippokampalen Hirnschnitten konnte
eine hohe Expression an AC1 in Westernblot Analysen nachgewiesen werden. Dieser
Befund stimmt mit einer kirzlich verdffentlichen Studie Uberein, in der die AC1 eine
stabile pra- und postsynaptische Expression im Hippokampus von Mausen sowohl in
der postnatalen Phase als auch im Erwachsenalter aufwies. Die hippokampale
Expression von AC1 erschien dabei wesentlich ausgeprégter als die anderer Isoformen
(Conti et al., 2007). Auch wenn die AC1 nicht die Isoform im Hippokampus darstellt, die
am starksten exprimiert wird, zeigt sie jedoch eine funf mal hdhere Sensitivitat
gegenuber Calzium als vergleichsweise die AC8 (Wang und Storm, 2003). Die stark
verminderte Expression an AC1 im Vergleich zum Kontrollprotein Aktin, lasst darauf
schlief3en, dass eine reduzierte AC1 Expression und eine damit verbundene reduzierte
cAMP Produktion in Pilokarpin-behandelten Tieren flr eine verminderte synaptische
Ubertragungsstarke in  Bursterzellen verantwortlich ist. Der zugrunde liegende
Mechanismus, der zu einer verminderten hippokampalen Expression von AC1 nach
epileptischer Aktivitat fuhrt, ist bisher nicht geklart. Da jedoch fiir die AC1 eine NMDA-
Rezeptor-abhangige Exzitotoxizitat beschrieben worden ist (Wang et al., 2007), kdnnte
eine  Herunterregulierung dieses Enzyms als eine Art neuroprotektiver

Schutzmechanismus nach epileptischer Aktivitat dienen.
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5.2 Verlust von LTP im Subikulum von Patienten m it pharmakoresistenter

Temporallappenepilepsie

Bei Patienten, die an einer TLE leiden, werden nicht selten schwerwiegende Lern- und
Gedachtnisdefizite  beschrieben  (Elger, 2005). Durch die  Verwendung
tierexperimenteller Modelle, aber auch durch Untersuchungen in humanen
Hippokampus-Resektaten von Patienten mit TLE konnten die zugrunde liegenden
Pathomechanismen bis heute nicht vollstdndig geklart werden. In der vorliegenden
Arbeit konnten beide subikulare Zelltypen mit inrem spezifischen Entladungsmuster in
humanen Hippokampus-Praparaten von Patienten mit TLE nachgewiesen werden.
Nach hochfrequenter Stimulation konnte wie in den Pilokarpin-behandelten Tieren keine
LTP in subikularen Bursterzellen induziert werden. Im Gegensatz zum Tiermodell
konnte hingegen in den regular feuernden Zellen ebenfalls keine LTP nach
hochfrequenter Reizung gemessen werden. In der Literatur wird beschrieben, dass im
humanen pathologischen Gewebe Neurodegeneration und Sklerose vor allem in der
Area CA1l und CAS3 zu einer ausgepragten Reorganisation des neuronalen Netzwerks
fuhren. Typische pathologische Veranderungen in diesem Zusammenhang sind neben
anatomisch aberanten Konnektivitaten zwischen den Neuronen auch eine gesteigerte
Neosynaptogenese (Houser und Esclapez, 1996). Vor dem Hintergrund der oben
dargestellten Beobachtungen liegt die Vermutung nahe, dass ein Verlust der LTP wie
sie in der vorliegenden Arbeit in extrazellularen Messungen im Pilokarpin-Modell
beobachtet werden kann, auf einen Zellverlust zurtickgefuihrt werden kdnnte. Dem
steht jedoch die Studie von Knopp et al. (2005) gegenuber, in der gezeigt werden
konnte, dass das nachgeschaltete Subikulum im Tiermodell keine Sklerose und haufig
einen nur sehr gering ausgepragten Zellverlust aufweist. Zudem zeigte sich in der
vorliegenden Studie der Verlust der LTP in humanen subikuléren Zellen von Patienten
mit TLE unabhangig vom Wyler Grad. Unter der Annahme, dass epileptische Aktivitat in
den mesialen Strukturen des Temporallappens generiert wird, besitzt das Subikulum
eine Schlusselfunktion in der Anfallsgenerierung, da ein intaktes Netzwerk
Voraussetzung fir die Generierung von Anfallen ist (Wozny et al, 2003).
Veranderungen auf Netzwerkebene scheinen demnach fur die Epileptogenese im
Subikulum eher eine untergeordnete Rolle zu spielen. Vielmehr liegt die Vermutung
nahe, dass Veranderungen auf synaptischer Ebene flir eine erhdhte Erregbarkeit im

Subikulum von Bedeutung sind. Des Weiteren konnten in der vorliegenden Studie keine
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Verdanderungen bezlglich der Membraneigenschaften von Bursterzellen und regular
feuernden Zellen beobachtet werden, die den Verlust der LTP in beiden Zelltypen
erklaren konnten. Ebenfalls ungeklart ist, warum im Subikulum eine Beeintrachtigung
der LTP in regular feuernden Zellen in humanen Hippokampus-Resektaten von
Patienten mit TLE resultierte, in Pilokarpin-behandelten Tieren jedoch kein Verlust in
regular feuernden Zellen zu beobachten war. Aus diesen vorlaufigen Befunden lasst
sich mdglicherweise schliel3en, dass durch die Temporallappenepilepsie plastische
Phanomene induziert werden, die mit einer Verschiebung des Schwellenwertes fir die
Induzierbarkeit von LTP einhergehen kdonnten. Mdgliche weitere Ursachen kdnnten eine
unterschiedliche Sensitivitat der Signalkaskaden gegentber epileptischer Aktivitat sein,
eine unterschiedliche Epileptogenese oder eine grundsatzlich unterschiedliche Form
der synaptischen Plastizitat in humanen subikularen Zellen im Vergleich zur

tierexperimentellen TLE.

5.3 LTP im Niedrig-Magnesium-Modell der Temporal lappenepilepsie

In der vorliegenden Arbeit erfolgten extrazellulare Messungen in einem Akut-Modell der
TLE, um zellulare und molekulare Pathomechanismen der TLE an der CA1-Subikulum
Synapse aufzudecken. In friheren Studien konnte bereits eine verminderte synaptische
Ubertragungsstarke nach epileptischer Aktivitat beobachtet werden (Hesse und Teyler,
1976). Fur die Schafferkollateral-CA1 Synapse konnte gezeigt werden, dass durch eine
Verdnderung des extrazellularen lonenmilieus im  Niedrig-Magnesium-Modell
epileptiforme Aktivitat hervorgerufen werden kann und nach stattgehabter epileptischer
Aktivitat keine LTP zu induzieren ist (Coan und Collingridge, 1985; Hsu et al., 2000).
Das Niedrig-Magnesium-Modell bietet im Gegensatz zu einem chronischen
Epilepsiemodell den Vorteil, dass akute Verédnderungen der synaptischen Plastizitat
untersucht werden kdnnen und die zugrunde liegenden Mechanismen durch die
Applikation von Pharmaka direkt beeinflussbar sind. Fur die Induktion der LTP spielt der
NMDA-Rezeptor vermittelte postsynaptische Anstieg an intrazellularem Kalzium eine
wesentliche Bedeutung (Malenka et al., 1989). Der erhohte Kalzium-Spiegel fihrt
beispielsweise zu einer Phosphorylierung der PKA (Huang und Kandel, 1994). Die
Aktivierung der PKA erfolgt durch die Bindung des Signalmolekils cAMP, wodurch das

Abdissoziieren der inhibitorischen regulatorischen Untereinheit der PKA bewirkt wird.
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Der second messenger cAMP wird wiederum von der membranstandigen
Adenylatcyclase gebildet. In einer Studie von Boulton et al. (1993) wird beschrieben,
dass die Aktivierung der PKA durch Forskolin oder cAMP-Applikation zu einer
verstarkten epileptischen Aktivitdt im Neokortex der Ratte fuhrt, die primar durch den
Entzug von Magnesium ausgelost wurde. Fur eine erhdhte epileptogene Wirkung der
PKA spricht eine Studie von Yechikkov et al. (2001), in der eine erhdohte PKA Aktivitat
u.a. im Hippokampus bei einem Rattenstamm mit haufig spontaner epileptischer
Aktivitat beschrieben wird. Im Hippokampus der Ratte konnte zudem nachgewiesen
werden, dass eine Aktivierung der PKA durch Forskolin zu einer Verstarkung der
epileptischen Aktivitat fuhrt (Higashima et al., 2002). Dariiber hinaus konnten in einem
Epilepsie-Modell der Maus beobachtet werden, dass eine Hemmung der PKA durch H-
89 die epileptische Aktivitat abschwacht (Tehrani und Barnes, 1995).

Vor dem Hintergrund der dargestellten Studien erscheint vor allem die Modulation des
AC1-cAMP-PKA-Systems nach epileptischer Aktivitat im Niedrig-Magnesium-Modell
interessant. Wie in den vorliegenden Daten gezeigt, ist der Verlust von LTP nach
epileptischer Aktivitat beeinflussbar: Die Applikation von H-89 und eine somit fehlende
Aktivierung der PKA wahrend der epileptiformen Aktivitdt ermoglichte die Induktion
einer LTP im Subikulum nach hochfrequenter Stimulation. Vor dem Hintergrund der hier
dargestellten Beobachtungen wird aufgezeigt, dass epileptische Aktivitat zu einer
Beeintrachtigung der LTP an der CAL-Subikulum Synapse fiuhrt: Im Pilokarpin-
behandelten Tier fuhrte die verminderte Expression von AC1 zu einem Verlust der LTP.
Im Niedrig-Magnesium-Modell hingegen ermdglichte eine fehlende Aktivierung der PKA

wahrend epileptischer Aktivitat die Induktion der LTP.
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6. Zusammenfassung

Das Subikulum ist von besonderer Bedeutung flr die Verarbeitung und Weiterleitung
von Gedachtnisinhalten (Squire und Alvarez, 1995; Lynch, 2004). Es erhalt
Informationen aus der Area CAl und fungiert dabei als Detektor und Verteiler
sensorischer Informationen (Naber et al, 2000; Burwell 2000), indem es neuronale
Informationen der Area CALl in verschiedene kortikale und subkortikale Hirnregionen
weiterleitet (Amaral und Witter, 1995). Bei Patienten, die an einer TLE leiden, werden
oftmals schwere Stérungen der Gedachtnisbildung beschrieben (Elger, 2005). LTP wird
in tierexperimentellen Studien als ein anerkanntes Korrelat der Gedéachtnisbildung auf
zellularer Ebene (Martin et al.,, 2000) eingesetzt, um somit Grundlagen der
Gedachtnisbildung bzw. Stérungen néher zu erforschen. Im Tiermodell und in humanen
Hippokampus-Resektaten finden sich im Subikulum der Ratte zwei unterschiedliche
Typen von Pyramidalzellen, die sich auf Grund ihres intrinsischen Entladungsverhaltens
charakterisieren lassen. Vorarbeiten zeigten eine zellspezifisch ausgepragte LTP: In
regular feuernden Zellen wird die LTP postsynaptisch exprimiert. In Bursterzellen
hingegen ist die Aktivierung der prasynaptischen Adenylatcyclase-cAMP Kaskade flr
die Induktion einer LTP notwendig. In Pilokarpin-behandelten Tieren und in
Hippokampus-Praparaten von Patienten mit TLE lief3 sich in der vorgelegten Arbeit
nach hochfrequenter Reizung keine LTP in Bursterzellen induzieren, wohingegen in
regular feuernden Zellen ein Verlust der LTP nur in humanen Hirnschnitten von
Patienten mit TLE zu beobachten war. In Pilokarpin-behandelten Tieren war der Verlust
der prasynaptischen LTP in Bursterzellen mit einer nicht gestdrten Expression einer
LTD nach niederfrequenter Reizung assoziiert. Eine reduzierte Expression der
Adenylatcyclase Typ 1 (AC1) in Pilokarpin-behandelten Tieren und der Verlust von LTP
in Bursterzellen lassen sich im epileptischen Gewebe auf eine reduzierte cAMP
Produktion zurtickfihren. Aus diesen Befunden lasst sich moéglicherweise schliel3en,
dass die Herunterregulierung der AC1 im epileptischen Gewebe ein wesentlicher Faktor
fur eine Beeintrachtigung des deklarativen Gedachtnisses bei Patienten mit

Temporallappenepilepsie darstellt.
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