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1. Abstract

Die hippokampale Formation ist im Sdugetier am Lernen und an der Gedé4chtnisbildung beteiligt.
Die dopaminerge Neuromodulation scheint hierbei insbesondere bei der Neuheitsdetektion eine
Rolle zu spielen. Eine Beteiligung der hippokampalen Formation und eine Dysfunktion des
dopaminergen Transmittersystems werden aber auch bei pathophysiologischen Zustinden wie
psychotischen FErkrankungen angenommen. Das Subikulum nimmt als wesentliche
Ausgangsstruktur der hippokampalen Formation eine Schliisselfunktion in der Interaktion
zwischen Hippokampus und kortikalen und subkortikalen Strukturen ein. Auf zelluldrer Ebene
gilt die synaptische Langzeitpotenzierung (LTP) als ein an Lern- und Gedéichtnisvorgingen
beteiligter Mechanismus. Die vorliegende Publikationsdissertation umfasst drei elektrophysio-
logische in vitro Studien an Hirnschnitten der Wistar-Ratte zur LTP im Subikulum. Diese
Studien zeigen, dass die Induktionsschwelle zur Auslosung einer postsynaptischen und
N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor (NMDAR)-abhiingigen LTP am monosynaptischen Eingang aus
dem entorhinalen Kortex ins Subikulum (EC-Sub Synapse) hoher als am hippokampalen
Eingang aus der Area 1 des Cornu Ammonis ins Subikulum (CA1-Sub Synapse) ist und somit
eine eingangsspezifische Form der LTP vorliegt. Die Aktivierung von DI1/D5
Dopaminrezeptoren (D1/D5R) setzt die Schwelle zur Induktion der prédsynaptischen,
NMDAR-abhédngigen LTP an der CAI1-Sub Synapse herab. Im MK-801 Tiermodell der
Psychose konnten wir im Hippokampus erstmals selektiv an der CAI1-Sub Synapse eine
gesteigerte, prasynaptische, NMDAR-unabhingige LTP zeigen. Diese Form der LTP benétigt
die Aktivierung von D1/DSR und der Adenylatzyklase-zyklisches Adenosinmonophosphat-
Proteinkinase A Signalkaskade. AuBerdem wird sie iiber spannungsabhingige Kalziumkanile
vom L-Typ moduliert. Unsere Arbeiten verdeutlichen zum einen, wie mithilfe der
unterschiedlichen Formen der LTP Signale im Subikulum eingangsspezifisch verarbeitet werden
konnen. Zum anderen wird mit der erleichterten Induktion von LTP im Subikulum nach
kurzzeitiger Dopaminrezeptoraktivierung ein Mechanismus gezeigt, der es ermdglicht, neue
Information zu kodieren und so das hippokampale Ausgangssignal entsprechend zu modulieren.
Im MK-801 Tiermodell der Psychose wird mit der gesteigerten LTP an der CA1-Sub Synapse
ein moglicher zellularer Mechanismus fiir die fehlgesteuerte Verarbeitung hippokampaler
Information im Rahmen psychotischer Episoden dargestellt. Die Arbeit verdeutlicht, wie eine
tempordre NMDAR-Hypofunktion eine Verstirkung des hippokampalen Ausgangssignals
bedingt und somit zu einer positiven Riickkopplung innerhalb des Schaltkreises mit dem
ventralen Tegmentum fiihren kann. Diese positive Riickkopplung kann zu einer dopaminergen

Hyperfunktion fiihren, wie sie bei Psychosen beschrieben ist.
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[In mammals, the hippocampal formation contributes to learning and memory. Dopaminergic
neuromodulation seems to be crucial particularly for novelty detection. The hippocampal
formation and dopaminergic dysfunction have also been implicated with pathophysiological
conditions like psychotic disorders. The subiculum is the major output of the hippocampal
formation and plays a pivotal role in interaction with cortical and subcortical target structures.
Long-term potentiation (LTP) is considered a cellular model of learning and memory. The
present doctoral thesis comprises three electrophysiological in vitro studies on LTP in the
subiculum using hippocampal slices of Wistar rats. These studies demonstrate that the induction
of an input-specific N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR)-dependent LTP at the
monosynaptic input from the entorhinal cortex to the subiculum (EC-Sub synapse) shows a high
induction-threshold compared to the hippocampal input from area 1 of the Cornu Ammonis to
the subiculum (CA1-Sub synapse). Activation of D1/D5 dopamine receptors (D1/D5R) reduces
the induction-threshold of a presynaptic, NMDAR-dependent LTP at CA1-Sub synapses. Using
the MK-801 rodent model of psychosis, our study reveals an enhanced, presynaptic,
NMDAR-independent LTP selectively at CA1-Sub synapses in the hippocampus. This LTP is
dependent on the activation of DI1/D5SR and the adenylate cyclase-cyclic adenosine
monophosphate-proteinkinase A signaling cascade. Moreover, it is modulated by L-type
voltage-gated calcium channels. Our studies demonstrate how the subiculum may
input-specifically process signals by different forms of LTP. The facilitated LTP induction
following activation of D1/D5R presents a mechanism for differential processing of novel
sensory information leading to modulation of the hippocampal output. The enhanced LTP at
CA1-Sub synapses in the MK-801 model of psychosis may provide a cellular mechanism for
aberrant hippocampal information processing in psychotic states. This study demonstrates how
transient NMDAR hypofunction may lead to an enhanced hippocampal output and a positive
feedback in the hippocampus-ventral tegmental area-loop. This positive feedback might result in

an overdrive of the dopamine system as reported in psychotic states.]



2. Einfiihrung

Neuronale Plastizitit erlaubt die Anpassung an verdnderte Umwelt- und Lebensbedingungen und
ermdoglicht Lernen und Gedéchtnisbildung. Ein hieran beteiligter Mechanismus ist die Langzeit-
potenzierung (LTP), unter der man die aktivitdtsabhingige und langandauernde Verstarkung der
synaptischen Ubertragung versteht. Sie wurde erstmals im Hippokampus beschrieben (1) und gilt
als zelluldres Korrelat von Lernen und Gedichtnis (2; 3). Der im Temporallappen gelegene
Hippocampus proper besteht in Sdugetieren aus den Regionen des Ammonshorns (Cornu
Ammonis, CA1-CA3/4). Zur hippokampalen Formation zdhlen daneben noch die angrenzende
Area dentata (dentate gyrus, DG), das Subikulum (Sub) und je nach Literatur auch das Pri- und
Parasubikulum sowie der entorhinale Kortex (EC) (4). Das Subikulum bildet die
Hauptausgangsstruktur der hippokampalen Formation und stellt eine anatomisch-funktionelle
Schnittstelle zwischen Hippokampus und (sub)kortikalen Zielstrukturen dar (5). Die
hippokampale Formation ist entscheidend an der Bildung deklarativer und episodischer
Gedichtnisinhalte, der Neuheitsdetektion und der rdumlichen Orientierung beteiligt (6-8). Eine
spezifische Rolle des Subikulums bei Gedédchtnisvorgédngen (9) und rdumlicher Orientierung (10)
konnte gezeigt werden. Studien zur synaptischen Plastizitit im Subikulum haben sich bisher
hauptsichlich auf die CA1-Sub Synapse konzentriert (Ubersicht in (11)), die als Fortsetzung der
trisynaptischen Schleife (Informationsfluss iiber drei hintereinander geschaltete exzitatorische
Synapsen EC-DG, DG-CA3, CA3-CAl) den hippokampalen Eingang ins Subikulum bildet.
Subikulédre Pyramidenzellen lassen sich anhand ihres Entladungsverhaltens nach Depolarisierung
in einen burst-feuernden und einen regulir-feuernden Typ einteilen. Der iiberwiegende Teil der
Pyramidenzellen im Subikulum der Ratte gehort zum burst-feuernden Typ (12) und antwortet
mit einer initialen schnellen Folge von gruppierten Aktionspotentialen (bursts).
Regulir-feuernde Pyramidenzellen antworten mit einzelnen Aktionspotentialen. Fiir beide Typen
subikulédrer Pyramidenzellen konnten spezifische Formen der LTP identifiziert werden (13; 14).
Pyramidenzellen vom burst-feuernden Typ zeigen eine priasynaptische, N-Methyl-D-Aspartat
Rezeptor (NMDAR)-abhédngige Form der LTP, die die Aktivierung der Adenylatzyklase
(AC)-zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP)-Proteinkinase A (PKA) Kaskade benétigt. Die
LTP der regulir-feuernden Pyramidenzellen ist von der Aktivierung postsynaptischer NMDAR
und postsynaptischem Ca®* abhingig. Daneben erhilt das Subikulum iiber die
temporoammonische Projektion noch einen monosynaptischen kortikalen Eingang aus Schicht
IIT des EC (15). LTP wurde an dieser Synapse bislang nicht systematisch untersucht.

Im Tier und im Menschen konnte ein Zusammenhang zwischen Detektion und Speicherung

neuer sensorischer Information und dopaminerger Neuromodulation im Hippokampus gezeigt
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werden (16). Sowohl im DG (17) als auch in CA1 (18-21) kann durch Aktivierung von D1/D5SR
die Schwelle zur Induktion einer LTP gesenkt werden. Dopaminerge Fasern aus der ventralen
tegmentalen Area (VTA) projizieren in die hippokampale CA1 Region und das Subikulum (22).
Das Subikulum sendet exzitatorische, glutamaterge Projektionen zum Nucleus accumbens, der
iber eine polysynaptische Verschaltung die dopaminergen Neurone der VTA disinhibiert, d. h.
aktiviert (23; 24). Hippokampus und VTA bilden somit eine funktionelle Schleife. Ob
Aktivierung von D1/D5R auch die Induktion der LTP an der CA1-Sub Synapse moduliert, ist
nicht bekannt.

Die hippokampale Formation ist neben diesen physiologischen Prozessen auch an
pathophysiologischen Zustinden wie den Schizophrenien und psychotischen Erkrankungen
beteiligt (25; 26). Die dopaminerge Dysfunktion ist ein anerkanntes pathophysiologisches
Konzept in Pathogenesemodellen der Psychose. Die sogenannte Dopaminhypothese griindet zum
einen auf der Beobachtung, dass antipsychotisch wirksame Pharmaka Dopaminrezeptoren
blockieren (27). Zum anderen konnen Substanzen, die die dopaminerge Transmission erhohen,
Psychosen mit Symptomen auslosen, die denen der Positivsymptomatik von Schizophrenien
gleicht (28). Dissoziative Anésthetika, die antagonistisch an glutamatergen NMDAR wirken,
konnen neben positiven Symptomen (Ich-Storungen, Halluzinationen, Wahn) auch negative
(sozialer Riickzug, Apathie, Anhedonie, Affektverflachung) und kognitive Symptome
(inkohdrentes  Denken, Aufmerksamkeits- und Lerndefizite) einer Psychose in
Schizophrenie-Erkrankten aber auch in Gesunden auslosen (29). Diese Befunde bildeten die
Grundlage fiir die Hypothese einer NMDAR-Hypofunktion bei Psychosen und etablierte die
systemische Applikation von NMDAR-Antagonisten im Tier oder Mensch als Modellpsychose
(30; 31). Aktuelle Modelle betonen die Interaktionen zwischen glutamatergem und
dopaminergem Neurotransmittersystem stdarker (32). Zudem wird iiber eine zugrundeliegende
Hippokampuspathologie, die sekunddr zu Dysbalancen im dopaminergen System fiihrt,
spekuliert (26). Pathogene Verdnderungen in der Interaktion zwischen Hippokampus und
mesolimbischem dopaminergen System werden fiir kognitive Storungen der Schizophrenie
verantwortlich gemacht (16). Interessanterweise konnen NMDAR-Antagonisten wie MK-801 die
Dopaminausschiittung im Hippokampus erhohen (33). Unklar ist bisher, welchen Einfluss die
MK-801-induzierte Freisetzung von Dopamin langfristig auf die synaptische Transmission und

Plastizitiat im Subikulum hat.



3. Fragestellung

Folgende Fragen sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit:

Studie 1: Liegen im Vergleich zur CA1-Sub Synapse an der EC-Sub Synapse eingangs-
spezifische Induktions- und Expressionsmechanismen vor (prd- oder postsynaptische Lokali-

sation, beteiligte Rezeptoren und Signalkaskaden)?

Studie 2: Senkt die Aktivierung von D1/D5R die Schwelle zur Induktion einer LTP an CA1-Sub

Synapsen?

Studie 3: Im Rahmen dieser Studie wird aufbauend auf den Ergebnissen der zweiten Studie die
Interaktion zwischen NMDAR-Funktion und dopaminerger Neuromodulation im MK-801
Tiermodell der akuten Psychose untersucht, um grundlegende Mechanismen hippo-
kampusabhingiger Defizite im Rahmen psychotischer Stérungen besser zu verstehen. Wir gehen
der Frage nach, ob MK-801 Applikation die Schwelle zur Induktion einer LTP an der CA1-Sub
Synapse senkt.

4. Methodik

Die Experimente wurden an Hirnschnitten 3-6 Wochen alter Wistar-Ratten durchgefiihrt
(Studie 1 und 2 Ratten beider Geschlechter, Studie 3 nur ménnliche Ratten). Sowohl die Haltung
und Behandlung als auch die Totung sind in Ubereinstimmung mit nationalen und
internationalen Richtlinien durchgefiihrt worden (Tierschutzgesetz, Richtlinie 2010/63/EU), die
Genehmigungsnummern beim zustdndigen Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin lauten

T0413/94, G0159/05 und G0329/11.

4.1 MK-801 Tiermodell der akuten Psychose

Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten einmalig eine intraperitoneale Injektion physiologischer
Kochsalzlosung (10 ml/kg Korpergewicht), wihrend den Tieren der Behandlungsgruppe ein-
malig intraperitoneal der NMDAR-Antagonist MK-801 (0,5 oder 5 mg/kg Korpergewicht, in
physiologischer Kochsalzlosung gelost) appliziert wurde (34).

4.2 Praparation der Hirnschnitte
Die Priparation von horizontalen, 350-400 um dicken, entorhinal-hippokampalen Hirnschnitten

erfolgte fiir intrazelluldre Messungen mit scharfen Mikroelektroden in gekiihlter (0-4 °C) und
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begaster (95 % O, 5 % CO., pH 7,4) kiinstlicher Hirnfliissigkeit (ACSF). Anschlieend wurden
die Hirnschnitte in einer Interface-Kammer aufbewahrt und elektrophysiologisch untersucht. Fiir
Messungen mit der Patch-Clamp Technik wurde in Saccharose-basierter ACSF mit erniedrigtem
Natrium- und Kalziumgehalt prépariert und die Hirnschnitte zunéchst fiir 30 Minuten bei 35 °C
in dieser Losung inkubiert, um eine anoxische Depolarisation und den Einstrom von Na*, Ca**
und Cl™-Ionen mit nachfolgender Zellschwellung wihrend des Schnittvorgangs zu reduzieren und
so einen besseren Zellerhalt zu erreichen (35). Die Aufbewahrung und elektrophysiologische
Untersuchung der Hirnschnitte in ACSF erfolgte submerged, die Hirnschnitte waren also
vollstindig von Perfusionslosung umgeben. In Studie 1 wurden CA1-Sub-EC Minischnitte
benutzt, um eine unspezifische Faseraktivierung iiber DG und CA3 weitestgehend zu verhindern

(siehe Abb. 1A in Studie 1).

4.3 Elektrophysiologische Untersuchungen

Es wurden intrazelluldre Einzellzellableitungen zum einen mit scharfen Mikroelektroden
durchgefiihrt, um das intrazelluldre Milieu intakt zu halten und ein Auswaschen postsynaptischer
Signalmolekiile zu verhindern. Die Messungen wurden bei Ruhemembranpotential in der
Stromklemme/Briickenmodus durchgefithrt. Zur Messung von spontanen, Aktionspoten-
tial-unabhédngigen, exzitatorischen Miniaturstromen (mEPSC) und bei postsynaptischer
Applikation des Kalziumchelators BAPTA (30 mM) wurden zudem Ganzzell-Ableitungen mit
der Patch-Clamp Technik durchgefiihrt. Der sehr hohe Abdichtungswiderstand zwischen
Zellmembran und Pipettenspitze (im Bereich von GQ) bedingt ein gegeniiber scharfen
Mikroelektroden besseres Signal-Rausch-Verhiltnis und ermdoglicht so die Messung sehr kleiner
Strome oder Potentialdanderungen (36). Zusitzlich konnen durch die Verwendung niederohmiger
Pipetten in der Ganzzell-Konfiguration der Pipettenlosung zugesetzte Pharmaka gut in die Zelle
diffundieren. Die Patchpipetten waren mit einer dem intrazelluldaren Milieu angepassten Losung
gefiillt. Die Ableitungen erfolgten in der Spannungsklemme (-60/-70 mV). Der Serienwiderstand
wurde kontinuierlich kontrolliert und Messungen mit Anderungen von > 20 % im Verlauf des
Experiments wurden verworfen. Eine Kompensation des Serienwiderstands wurde nicht
durchgefiihrt. Messungen von mEPSC erfolgten bei 32-34 °C unter Zusatz von Tetrodotoxin
(1 uM) und Bicucullin (10 pM) zur Perfusionslosung (siehe auch Supplementary Information
Materials and Methods zu Studie 3).

Um die synaptische Plastizitit an glutamatergen Synapsen zu untersuchen, erfolgten die meisten
Experimente unter Blockade von GABAAa-Rezeptoren. Dabei wurde die Konzentration von

MgSO4 und CaCl; in der ACSF auf 4 mM erhoht, um polysynaptische Antworten, die unter
6



Blockade von GABAAa-Rezeptoren bei repetitiver Stimulation aufgrund der rekurrenten Verbin-
dungen im subikuldren Netzwerk hiufig auftreten, zu vermeiden (37; 38). Wir konzentrierten
unsere Untersuchungen im Subikulum auf Pyramidenzellen vom burst-feuernden Typ, zu denen

der iiberwiegende Teil der subikuldren Pyramidenzellen gehort (12).

4.3.1 Stimulationsprotokolle

Es wurde mit pseudounipolaren Glas- oder bipolaren Platindraht-Elektroden mit Doppelpulsen
(50-60 ms Interstimulusintervall) elektrisch stimuliert und die Intensitdt so reguliert, dass die
Amplitude der evozierten EPSPS/EPSCs etwa 30-50 % der Maximalamplitude betrug. Nach
Aufzeichnung von stabilen Kontrollwerten (sogenannte Baseline) wurden abhingig vom
Experiment vier verschiedene hochfrequente Stimulationsprotokolle (high frequency stimulation,
HES) eingesetzt: 250 ms mit 40 Hz, 500 ms mit 50 Hz, 4 s mit 50 Hz, viermal 1 s mit 100 Hz im
Abstand von 10 s. AnschlieBend wurde fiir weitere 30 min eine Postinduktionsphase aufge-

zeichnet.

4.3.2 Datenerfassung und -analyse

Nach adiquater Verstirkung und Filterung (2-3 kHz Tiefpass) wurden die Signale mithilfe eines
AD/DA-Wandlers und eines PC, der mit entsprechender Software zur Datenaufnahme und
-analyse ausgestattet war, mit einer Abtastfrequenz von 10 kHz erfasst und gespeichert.
EPSPs/EPSCs wurden relativ zur Baseline normalisiert. Um das Ausmaf der LTP zu berechnen,
wurden die letzten 5 min der Baseline mit den letzten 5 min der Postinduktionsphase ins
Verhiltnis gesetzt. Um auf den Expressionsort (prid- oder postsynaptisch) der LTP schlieBen zu
konnen, wurden verschiedene Parameter herangezogen. Der Doppelpulsindex (50-60 ms
Interstimulusintervall) wurde als Amplitude des zweiten EPSP dividiert durch die Amplitude des
ersten EPSP berechnet (39). Der Variationskoeffizient (CV) (40) wurde vor und nach
LTP-Induktion als CV2 = (Mittelwert EPSP/Standardabweichung EPSP) berechnet. In Studie 3
wurde zusitzlich an der CA1-Sub Synapse die Fehlerrate bei Stimulation mit minimal notiger

Intensitit (41) vor und nach LTP-Induktion analysiert.

4.4 Ca**-Imaging

In Studie 3 wurden akute Hirnschnitte mit der zellpermeablen AM-Esterform des
Kalziumindikators Oregon Green 488 BAPTA-1 (OGB-1) gefiarbt und mit einem konfokalen
Spinning Disk Mikroskop Stimulus-induzierte (bipolare Stimulationselektrode, 1 s mit 20 Hz)

OGB-1-Fluoreszenzinderungen im Subikulum detektiert (sieche auch Supplementary Information
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Materials and Methods zu Studie 3). Um prisynaptische Ca**-Transienten zu differenzieren
(Abb. S7 in Studie 3), wurde die postsynaptische glutamaterge und GABAerge Transmission
pharmakologisch geblockt (42) und Regionen zur post-hoc Auswertung gewdhlt, die keine
neuronalen oder glialen Zellkorper enthielten. Stimulus-induzierte Verdnderungen der
prisynaptischen Ca®*-Fluoreszenz wurden als Maximalwert AF/FO bestimmt, wobei FO als

Durchschnittswert der Fluoreszenz vor elektrischer Stimulation berechnet wurde.

4.5 Erginzende Untersuchungen

In Studie 3 wurde der endogene Dopamingehalt in Subikulumproben mittels Hochdruck-
flissigkeitschromatographie mit elektrochemischer Detektion wie bereits beschrieben bestimmt
(43). Ebenfalls wurden an einzelnen Biocytin-markierten subikuldren Pyramidenzellen D1R und
D5R an CA1-Sub Synapsen immunohistochemisch dargestellt und die Kolokalisation der DIR
und D5R mit prda- und postsynaptischen Markern analysiert (siehe auch Supplementary

Information Materials and Methods zu Studie 3).

4.6 Statistische Auswertungen

Je nach Art und Umfang der vorliegenden Stichproben (Verteilungsform, Abhingigkeit, Anzahl
der Gruppen) wurden zur statistischen Auswertung t-Test, Wilcoxon-Test, Kolmogorov-
Smirnov-Test, einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) oder Kruskal-Wallis H-Test mit
entsprechenden post-hoc-Tests durchgefiihrt. Das Signifikanz-Niveau wurde auf p < 0,05 fest-
gelegt.

5. Ergebnisse

Studie 1 (FidzinskKi et al. 2012)

Wir konnten zeigen, dass sich Expressions- und Induktionsmechanismen der LTP in subikulédren
Pyramidenzellen an der CA1-Sub Synapse und der EC-Sub Synapse unterscheiden und
eingangsspezifische Formen der LTP vorliegen. Wie bereits beschrieben (13), induzierte HFS an
der CA1-Sub Synapse eine LTP (Abb. 1E in Studie 1). Das Ausmal} der LTP lie sich durch
Badapplikation von GABAAa-Rezeptorantagonisten (Abb. 1I in Studie 1) verstirken. Die LTP
ging mit einer Erniedrigung des Doppelpulsindex einher (Abb. 3A in Studie 1), was fiir einen
prasynaptischen Expressionsmechanismus spricht. An der EC-Sub Synapse konnte unter
Kontrollbedingungen keine LTP induziert werden (Abb. 1C in Studie 1). Erst unter pharma-
kologischer Blockade inhibitorischer GABAa-Strome, eine MaBBnahme die im Hippokampus
bekanntermallen die LTP-Induktion erleichtert (44), konnte mit HFS-Protokollen eine im
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Vergleich zur CA1-Sub Synapse schwichere LTP ausgeldst werden (Abb. 1G in Studie 1). In
vielen Hirnregionen bendtigt die LTP-Induktion eine ausreichende EPSP-Summation und
postsynaptische Depolarisation wiéhrend der repetitiven Stimulation. Deshalb wurde die
EPSP-Summation wihrend HFS an beiden synaptischen Eingéingen ausgewertet. Sie war an der
EC-Sub Synapse schwicher als an der CA1-Sub Synapse (Abb. 2A-D in Studie 1). Diese
Befunde sprechen fiir eine erhohte Induktionsschwelle der LTP an der EC-Sub Synapse
verglichen mit der CA1-Sub Synapse. Mehrere Experimente weisen auf einen postsynaptischen
Expressionsort der LTP an der EC-Sub Synapse hin: 1. Der Doppelpulsindex dnderte sich nach
LTP-Induktion an der EC-Sub Synapse nicht (Abb. 3A in Studie 1). 2. Hyperpolarisation des
Membranpotentials der Pyramidenzellen auf -80 mV wihrend der HFS verhinderte die
LTP-Induktion an der EC-Sub Synapse (Abb. 3B in Studie 1). 3. Pufferung des postsynaptischen
Ca’*-Spiegels mit dem Chelator BAPTA verhinderte ebenfalls die Expression der LTP an der
EC-Sub Synapse (Abb. 3D in Studie 1). Auch an der EC-Sub Synapse war die LTP wie an der
CA1-Sub Synapse NMDAR-abhingig (13), da sie durch Badapplikation des
NMDAR-Antagonisten D-APS5 blockierbar war (Abb. 3C in Studie 1). Somit ist hier von einer
NMDAR-abhéngigen, postsynaptisch exprimierten LTP auszugehen.

Studie 2 (Roggenhofer et al. 2010)

In dieser Studie konnten wir zeigen, dass eine D1/D5R-Aktivierung prasynaptisch die Schwelle
zur Induktion einer NMDAR-abhidngigen LTP an der CA1-Sub-Synapse nicht aber an der
CA3-CAI1 Synapse herabsetzt. Unterschwellige HFS induzierte nach vorangehender kurzzeitiger
Aktivierung des DI/D5SR mit dem spezifischen Agonisten SKF38393 LTP an der CAl-Sub
Synapse nicht aber an der CA3-CA1 Synapse (Abb. 1f, g in Studie 2). Die synapsenspezifische,
durch den DI1/D5R-Agonisten SKF38393 induzierte Bahnung der LTP beruht auf der
Koaktivierung von D1/D5SR und NMDAR, da sie durch Badapplikation der entsprechenden
Antagonisten (SCH23390, D-APS) blockiert werden konnte (Abb. 4a, b in Studie 2). Die
D1/D5R-vermittelte, faszilitierte LTP in subikulidren Pyramidenzellen konnte durch Inkubation
mit dem PKA-Antagonisten H89 verhindert werden (Abb. 4c in Studie 2), was auf eine
Beteiligung der AC-cAMP-PKA-Kaskade an der LTP hinweist. Zur Bestimmung eines pra- oder
postsynaptischen Expressionsortes der LTP wurden mehrere Methoden eingesetzt. 1. Der
Doppelpulsindex und der Variationskoeffizient #dnderten sich nach der LTP-Expression
(Abb. 5d-f in Studie 2). 2. Postsynaptische Applikation des Ca**-Puffers BAPTA konnte eine
LTP nicht verhindern (Abb. 5b in Studie 2). 3. Nach Badapplikation des zellpermeablen
BAPTA-AM (somit sowohl prd- als auch postsynaptische Aufnahme) war keine LTP mehr
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induzierbar (Abb. 5c in Studie 2). Diese Befunde lassen auf einen prisynaptischen
Expressionsort und auf eine Beteiligung prisynaptischer Ca’*-Signalkaskaden an der

LTP-Induktion in subikuldren Pyramidenzellen vom burst-feuernden Typ schlieB3en.

Studie 3 (Bartsch et al. 2015)

Wir konnten im MK-801 Tiermodell der Psychose zeigen, dass nach transienter Blockade der
NMDAR die synaptische Plastizitit im Hippokampus selektiv an der CA1-Sub Synapse iiber
einen Dopaminrezeptor-abhingigen Mechanismus verstdrkt ist. Ein HFS-Protokoll (250 mis,
40 Hz), das in Kontrolltieren keine LTP induziert, 16ste in MK-801-behandelten Ratten eine
ausgeprigte LTP selektiv an der CA1-Sub Synapse aus (Abb. le, f in Studie 3). Die
Faszilitierung der LTP trat bereits eine Stunde nach MK-801-Behandlung auf und wurde bis eine
Woche nach MK-801-Behandlung beobachtet (Abb. Slc in Supplementary Information zu
Studie 3). Alle weiteren Experimente wurden 24 h nach MK-801 Applikation durchgefiihrt.
Diese Form der LTP unterschied sich in ihrem zeitlichen Verlauf und den Induktions- und
Expressionsmechanismen von der im Kontrolltier beschriebenen LTP (13; 14). Die Potenzierung
der EPSP-Amplituden nahm iiber den zeitlichen Verlauf nach HFS stetig zu und war auch nach
Badapplikation des NMDAR-Antagonisten D-APS auslosbar und somit NMDAR-unabhéngig
(Abb. 2a in Studie 3). Mehrere Experimente sprachen fiir eine spezifische Rolle der Aktivierung
von D1/D5R wihrend der LTP-Induktion: 1. der spezifische D1/D5R-Antagonist SCH23390
(Abb. 2¢ in Studie 3) nicht aber der D2 Dopaminrezeptor (D2R)-Antagonist Sulpirid (Abb. 2b in
Studie 3) konnte die LTP-Induktion verhindern. 2. Unter pharmakologischer Blockade der
D1/D5R in Hirnschnitten MK-801-behandelter Ratten war die synaptische Kurzzeitdepression
wihrend der 40 Hz Stimulation verstiarkt (Abb. 2f, g in Studie 3). 3. Chemische Aktivierung des
DI1/D5R durch den spezifischen Agonisten SKF38393 1oste in MK-801-behandelten Ratten
ebenfalls eine Zunahme der EPSP-Amplituden in subikuldren Pyramidenzellen aus (Abb. 2h, i in
Studie 3).

Um den Expressionsort (prda- oder postsynaptisch) der LTP zu bestimmen, wurden mehrere
Methoden eingesetzt. Sowohl der Doppelpulsindex als auch der Variationskoeffizient dnderten
sich nach LTP-Induktion (Abb. 3a und Abb. S4 in Studie 3). Zudem sank die Fehlerrate bei
minimaler afferenter Stimulation (Abb. 3b in Studie 3). Postsynaptische Pufferung mit dem
Kalziumchelator BAPTA konnte die LTP nicht blockieren (Abb. 3c in Studie 3). Diese Befunde
weisen auf einen priasynaptischen Expressionsort hin. Immunofluoreszenz-Aufnahmen von
Hirnschnitten, die eine mit Biocytin markierte subikuldre Pyramidenzelle enthielten und

zusitzlich gegen vGIuT1 (vesikuldrer Glutamattransporter 1, prasynaptischer Marker) und den
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D1R oder D5R markiert waren, gaben Hinweis auf eine pri- und postsynaptische Expression der
D1/D5R an der CA1-Sub Synapse (Abb. 4a, b in Studie 3). Um zu priifen, ob die priasynaptisch
lokalisierten D1/D5R funktional sind, wurden mEPSC-Messungen durchgefiihrt. Studien zeigen,
dass Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren die spontane, Aktionspotential-
unabhiingige Transmitterfreisetzung modulieren kann (45). Der D1/D5R ist ebenfalls ein
G-Protein-gekoppelter Rezeptor (46). Blockade der DI/D5SR durch Badapplikation des
Antagonisten SCH23390 fiihrte nur in MK-801-behandelten Ratten zu einer Reduktion der
mEPSC Frequenz ohne Anderung der mEPSC Amplituden (Abb. 4c-f in Studie 3). Dies lisst
darauf schlieBen, dass die prisynaptisch lokalisierten DI/D5R funktional und in
MK-801-behandelten Ratten bereits basal tonisch aktiviert sind.

D1/D5R sind positiv an die AC-cAMP-PKA Kaskade gekoppelt (46). Wurde dieser Signalweg
durch Inkubation der Schnitte mit dem PKA-Inhibitor Rp-8-CPT-cAMPS unterbrochen, war die
Induktion einer LTP nicht moglich (Abb. 5a in Studie 3). Eine Aktivierung der PKA ist daher
notwendig, um die faszilitierte Plastizitit an der CA1-Sub Synapse zu ermdglichen.

Die Aktivierung des D1/D5R kann die Funktion von spannungsabhingigen Kalziumkanélen
(VGCC) vom L-Typ modulieren (46; 47). Die Badapplikation von zwei verschiedenen Blockern
der L-Typ VGCC (Nifedipin und Diltiazem) fiihrte zu einer deutlichen Abschwichung der LTP
in MK-801-behandelten Ratten (Abb. Sc, d und Abb. S5b in Studie 3). Dieser Befund spricht fiir
eine Beteiligung von L-Typ VGCC an der LTP-Expression. Wir gingen daher der Frage nach, ob
Aktivierung von D1/D5R in MK-801-behandelten Ratten zu einem verdnderten prasynaptischen
Ca?*-Einstrom fithrt und ob L-Typ VGCC dabei eine Rolle spielen. Hierzu wurden
Stimulus-induzierte Verinderungen des prisynaptischen Ca**-Fluoreszenzsignals in der
subikuldren Region vor und nach Aktivierung des D1/D5R durch den Agonisten SKF38393
verglichen. Ausschlielich in MK-801-behandelten Ratten kam es nach Aktivierung von
D1/D5R zu einem deutlichen Anstieg des prisynaptischen Ca®*-Fluoreszenzsignals. Wurde
parallel zum SKF38393 auch der L-Typ VGCC-Blocker Nifedipin appliziert, vergroerte die
Aktivierung von D1/D5R das prisynaptische Ca**-Fluoreszenzsignal nicht (Abb. Se in Studie 3).
Hiermit konnten wir zeigen, dass in MK-801-behandelten Ratten die Aktivierung von D1/D5R
zu einer erhohten Ca?*-Aufnahme unter Beteiligung von L-Typ VGCC fiihrt.

6. Diskussion
Eingangsspezifische LTP im Subikulum
In unserer ersten Studie konnten wir zeigen, dass die LTP an der EC-Sub Synapse

NMDAR-abhiédngig und postsynaptisch exprimiert ist. Damit unterscheidet sie sich von der
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prasynaptischen LTP an der CAI1-Sub Synapse (13; 14) und entspricht im Expressions-
mechanismus der LTP an vielen Synapsen des ZNS einschlieBlich der an der EC-DG und der
CA3-CA1 Synapse des Hippokampus (2). Die Schwelle zur LTP-Induktion nach hochfrequenter
Stimulation lag im Vergleich zu der CA1-Sub Synapse, der CA3-CA1 und der EC-DG Synapse
des Hippokampus wesentlich hoher. Frithere Arbeiten zeigen, dass ins Subikulum projizierende
Neuronen aus Schicht III des EC (4) priferentiell nach niedrigfrequenter (< 10 Hz) Stimulation
Aktionspotentiale feuern (48). Zudem konnte gezeigt werden, dass niedrigfrequente Stimulation
robuste Langzeitdepression an der EC-Sub Synapse induzieren kann (49). Anderungen der
synaptischen Ubertragungsstirke nach repetitiver Stimulation hingen von mehreren pri- und
postsynaptischen Faktoren ab. Dazu zihlen der prisynaptische Ca?*-Einstrom, die Gesamtzahl
synaptischer Kontakte, die Anzahl freisetzungskompetenter Vesikel und der postsynaptische
Rezeptorbesatz und ihr Aktivierungszustand (50). Der Doppelpulsindex weist auf eine initial
bereits hohe Freisetzungswahrscheinlichkeit an der EC-Sub Synapse hin, was das Ausmal einer
LTP einschrinkt, wenn postsynaptische Rezeptoren bereits durch einen Einzelreiz maximal
aktiviert worden sind. Ein weiterer Unterschied zwischen CA1-Sub und EC-Sub Synapsen
besteht in ihrer Verteilung am Dendritenbaum. EC-Terminalen projizieren auf distale Abschnitte
apikaler Dendriten von subikuldren Pyramidenzellen, wihrend CAl-Terminalen am gesamten
apikalen Dendritenbaum gefunden werden (12). Die weiter vom Soma entfernt eingehenden
EPSPs der EC-Terminalen konnen somit einer stirkeren dendritischen Filterung unterliegen und
die gegeniiber dem CA1l-Eingang schwichere EPSP-Summation erklidren (51). Ebenso kénnen
Unterschiede in der Verteilung und Dichte von lonenkanilen entlang des Dendritenbaums
eingangsspezifische Unterschiede in der LTP-Induktion erkldren.

Tierstudien zufolge wird durch die Interaktion von Hippokampus und EC eine Art kognitive
Landkarte entwickelt, die die raumliche Orientierung ermoglicht (6). Im Subikulum werden die
Informationen iiber die riumliche Umgebung aus dem EC und denen, die iiber die hippokampale
trisynaptische Schleife via CA1 eingehen, integriert (5). Die unterschiedlichen Formen der LTP
stellen eine Moglichkeit einer eingangsspezifischen Signalverarbeitung und einer Modulation

des hippokampalen Ausgangssignals dar.

Dopaminerge Modulation der LTP im Kontrolltier

Wir konnten zeigen, dass eine transiente D1/DSR-Aktivierung die Schwelle zur Induktion einer
aktivitdtsabhidngigen LTP an der CA1-Sub Synapse herabsetzt. Diese D1/D5R-vermittelte LTP
ist priasynaptisch exprimiert, von NMDAR und der Aktivierung der PKA abhingig, aber

unabhiingig von einer postsynaptischen, Ca’**-abhingigen Signalkaskade. Somit entspricht sie
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mechanistisch der an der CA1-Sub Synapse vorbeschriebenen LTP (13; 14). Es ist anzunehmen,
dass der Gs-Protein-gekoppelte D1/D5SR die AC-cAMP-PKA-Kaskade aktiviert und so zu
erhohten intrazellulidren Ca2+—Spiegeln in CAl-Terminalen fiihrt (46; 47; 52; 53). Studien zeigen,
dass nach einer DI1/D5R-Aktivierung durch die PKA-abhingige Phosphorylierung von
NR1-Untereinheiten des NMDAR und die Aktivierung von VGCC die NMDAR-Antwort
verstarkt werden kann (54). Diese verstirkte NMDAR-Antwort kann zur D1/D5R-vermittelten
Bahnung der LTP an der CA1-Sub Synapse fiihren.

Die dopaminerge Faszilitierung einer LTP ist ein bekanntes Phdnomen. In vivo konnte bereits
gezeigt werden, dass das Erkunden einer neuen Umgebung D1/D5R-abhiéngig zur Faszilitierung
der LTP in CAl fiihrt (21). Auch in vitro konnte eine D1/D5R-Aktivierung die HFS-induzierte
LTP in CA1 verstiarken (18). Die vorliegende Arbeit zeigt allerdings, dass die Faszilitierung der
frithen Phase der LTP (innerhalb der ersten 30 min nach HFS) selektiv an der CA1-Sub Synapse
verstirkt ist und somit die Induktionsschwelle hier regionsspezifisch niedriger liegt. Hierfiir
sprechen auch in vitro Befunde, die zeigen, dass an der CA3-CA1l Synapse die Aktivierung von
D1/D5R die spite Phase der LTP (iiber mehr als 3 h nach HFS hinaus) {iberhaupt ermoglicht und
im Ausmal steigert (19; 55-57).

Legault und Wise berichten, dass in Ratten, die einen neuen Kifigbereich erkunden, das
Subikulum die VTA aktiviert (58). Wie Studien in Ratten zeigen, fiihrt die Aktivierung des
Subikulums durch tetanische Stimulation oder Applikation von NMDA zu einer Dopamin-
freisetzung in der VTA (24; 59). Die VTA sendet wiederum dopaminerge Efferenzen in die
hippokampale CA1 Region und das Subikulum (60). Der hier beschriebene und fiir die CA1-Sub
Synapse spezifische Mechanismus stellt somit eine Moglichkeit dar, durch die der Hippokampus

neue und bekannte sensorische Information differentiell verarbeiten kann.

D1/D5R-abhiingige LTP im Subikulum im MK-801 Tiermodell der Psychose

In dieser Studie untersuchten wir die Interaktion zwischen glutamatergem und dopaminergem
System im MK-801 Tiermodell der akuten Psychose, um grundlegende Mechanismen
hippokampusabhingiger Defizite im Rahmen psychotischer Stérungen besser zu verstehen. Wir
konnten zeigen, dass nach einmaliger Injektion des NMDAR-Antagonisten MK-801 in Ratten
die Schwelle zur Induktion einer LTP an der CA1-Sub Synapse bis zu einer Woche lang
herabgesetzt ist. Die Experimente belegen, dass diese Form der LTP D1/D5R-abhéngig ist und
eine PKA-Aktivierung und einen erhohten Ca’**-Einstrom iiber L-Typ VGCCs in

CAl-Terminalen zur Folge hat. Dieser Mechanismus verdeutlicht, wie nach Blockade von
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NMDAR die Transmitterfreisetzung an der CA1-Sub Synapse iiber die Aktivierung von D1/D5R
durch endogenes Dopamin erhtht werden kann.

G-Proteine modulieren die Transmitterfreisetzung. Es wurde gezeigt, dass cAMP und Ca?*
gemeinsam die Rekrutierung synaptischer Vesikel wihrend repetitiver neuronaler Aktivitit
begiinstigen (61). Auch das cAMP-regulierte Protein Epac (exchange protein directly activated
by cAMP) ist hierbei involviert (62). Studien von Sakaba und Yao verdeutlichen, dass durch
cAMP-Epac-vermittelte Mechanismen hauptsdchlich die Transmitterfreisetzung aus einer
Subpopulation von synaptischen Vesikeln begiinstigt wird, die bereits auf molekularer Ebene auf
die Transmitterfreisetzung vorbereitet sind und in rdumlicher Nédhe zu prisynaptischen
Kalziumkanilen positioniert sind (61). Auch wenn in dieser Arbeit der molekulare Mechanismus
nicht genauer untersucht wurde, lassen sich die vorliegenden Ergebnisse mit dem postulierten
Mechanismus in Ubereinstimmung bringen. Eine Blockade der D1/D5R wiihrend HFS verstirkte
in MK-801-behandelten Tieren die Kurzzeitdepression evozierter EPSPs. Die
D1/D5R-Aktivierung durch endogenes Dopamin scheint demnach in MK-801-behandelten
Ratten einer raschen Entleerung der vesikuldren Glutamatspeicher unter anhaltender, repetitiver
Stimulation (wie z.B. wihrend der LTP-Induktion durch HFS) entgegenzuwirken.
Interessanterweise konnten Ferrero et al. auch in zerebrokortikalen Synaptosomenpréparationen
zeigen, dass nach Stimulation des G-Protein-gekoppelten -Adrenorezeptors Epac aktiviert und
nachfolgend die Glutamatfreisetzung gesteigert wird (63). In einer weiteren Studie an
Hirnschnitten von Miusen konnte in der hippokampalen Region CAl eine verstirkte LTP nach
Applikation von Epac-Aktivatoren gezeigt werden, wobei die basale synaptische Transmission
nicht verdndert war (64).

L-Typ VGCC waren in MK-801-behandelten Ratten an der LTP-Expression und an der
gesteigerten priasynaptischen Ca’*-Aufnahme nach der D1/D5R-Aktivierung beteiligt. Hierfiir
konnen eine erhohte Expression der L-Typ VGCC, eine veridnderte subzelluldare Lokalisation der
L-Typ VGCC oder eine hochregulierte Funktion der L-Typ VGCC verantwortlich sein. D1/D5R
sind positiv an die AC-cAMP-PKA-Kaskade gekoppelt und durch PKA-abhingige Phosphory-
lierung der porenbildenden aic-Untereinheit der L-Typ VGCC kann deren Funktion erhoht
werden (46; 47; 65). Alternativ kann eine Modifikation der Funktion der L-Typ VGCC durch
Proteine der priasynaptischen aktiven Zone in Betracht gezogen werden (65). Hinweise auf eine
Beteiligung der L-Typ VGCC an der LTP-Expression gibt es auch fiir andere Synapsen. Die
prasynaptische LTP am kortikalen Eingang in die laterale Amygdala beruht auf einer L-Typ
VGCC-abhingig erhohten Glutamatfreisetzung (66). Eine weitere Arbeit in Méusen zeigt, dass

der Knockout des fiir die hirnspezifische, porenbildende aic-Untereinheit, Cav1.2, kodierenden
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Gens Cacnalc zum Verlust der spiten, Proteinsynthese-abhingigen Phase einer
NMDAR-unabhidngigen LTP an der CA3-CAl Synapse fiihrt (67). Auch in humanen
genetischen Assoziationsstudien zeigt sich ein Zusammenhang zwischen bestimmten
Polymorphismen des Gens CACNAIC und der Schizophrenie (68). Die klinische Studienlage zur
antipsychotischen Wirkung von Antagonisten an L-Typ VGCC ist allerdings nicht konsistent,
auch wenn im Rahmen Ketamin-induzierter Modellpsychosen und in einigen Therapiestudien
zur Schizophrenie prokognitive Effekte einer Behandlung mit L-Typ VGCC-Antagonisten
berichtet wurden (69; 70). Dies kann daran liegen, dass die eingesetzten Pharmaka nicht
organspezifisch wirken und vermutlich nur das lipophile Nimodipin die Blut-Hirn-Schranke in
einem relevanten Mal} tiberwindet.

In Pathogenesemodellen zur hippokampalen Dysfunktion bei Psychosen werden auch regions-
spezifische Verianderungen der synaptischen Plastizitidt diskutiert (71). Im MK-801 Tiermodell
der Psychose wurde in Kornerzellen des DG und an der CA3-CA1 Synapse der Verlust der LTP
beschrieben (72; 73). Die faszilitierte LTP an der CA1-Sub Synapse konnte zu einer Verstiarkung
des hippokampalen Ausgangssignals und nachfolgend zu einer positiven Riickkopplung inner-
halb des Hippokampus-VTA-Schaltkreises und somit zu einer dopaminergen Hyperfunktion
fiihren. Dieser Mechanismus wire mit dem von Lodge und Grace beschriebenen Modell
vereinbar, demzufolge ein hyperaktiver ventraler Hippokampus reaktiv eine Hyperfunktion des
dopaminergen Systems bewirkt und so zu einer Fehlsteuerung dopaminerger Neurone fithren
konnte (74).

Gingige Antipsychotika wirken vorrangig am D2R (27) und bessern hauptsichlich die
Positivsymptomatik. Sie zeigen jedoch nur eine begrenzte Wirkung auf negative und kognitive
Symptome psychotischer Erkrankungen (75). Die Detektion und Kodierung neuer Informationen
scheint von der zeitlich koordinierten Ausschiittung von Dopamin und der D1/D5R-Aktivierung
im Hippokampus abzuhingen (21). Dabei besteht ein U-formiger Zusammenhang: sowohl
unzureichende als auch exzessive D1/DSR Stimulation beeintrdachtigen den Lernvorgang (76).
Mehrere tierexperimentelle Arbeiten beschreiben teilweise bis zu Monate anhaltende Defizite in
Verhaltenstests zu hippokampusabhingigen Lern- und Gedichtnisprozessen nach einmaliger
Applikation von NMDAR-Antagonisten (72; 77; 78). Die hier beschriebene D1/D5R-abhingige
LTP an der CA1-Sub Synapse in MK-801-behandelten Ratten konnte ein an diesen hippo-
kampusabhingigen Defiziten beteiligter Mechanismus sein und somit auch fiir kognitive
Symptome bei psychotischen Erkrankungen relevant sein. Natiirlich bleibt die Korrelation des
im Tiermodell in vitro beobachteten zelluldaren Phinomens mit der Verhaltensebene spekulativ.

Es ist zudem denkbar, dass die verdnderte LTP in Zusammenhang mit der beschriebenen
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antidepressiven Wirkung von NMDAR-Antagonisten steht (79). Um diese Frage zu kldren,
konnten in weiteren Tierstudien selektive Antagonisten fiir die GluN2B-Untereinheit des
NMDAR eingesetzt werden. Sie wirken antidepressiv aber nicht psychotomimetisch.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein zelluldrer Mechanismus entschliisselt werden, der
Theorien zur glutamatergen NMDAR-Hypofunktion und dopaminergen Hyperfunktion im
Rahmen von Psychosen integriert und L-Typ VGCC als moglichen Angriffspunkt fiir neue

Therapieansitze bei Psychosen in den Blick riickt.

Unsere Arbeiten zeigen, dass im Subikulum unterschiedliche Formen der LTP existieren. Sie
ermoglichen es, Signale sowohl eingangsspezifisch zu verarbeiten, als auch durch ihre
dopaminerge Modulation neue und bekannte sensorische Informationen differentiell zu kodieren.
Die gesteigerte LTP an der CA1-Sub Synapse im MK-801 Tiermodell der Psychose verdeutlicht,
wie eine NMDAR-Blockade zu einer potentiell pathogenen dopaminergen Modulation synapti-
scher Plastizitit fiihren kann. Ein verstédrktes hippokampales Ausgangssignal kann eine positive
Riickkopplung innerhalb des Schaltkreises mit dem ventralen Tegmentum bewirken und eine
dopaminerge Hyperfunktion auslosen, wie sie bei Psychosen beschrieben ist. Somit wird hier ein
moglicher zelluldrer Mechanismus fiir die fehlgesteuerte Verarbeitung hippokampaler Informa-

tion im Rahmen psychotischer Episoden dargestellt.
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