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Einleitung
Die Amygdala

1. Einleitung

Lebende Organismen sehen sich dem Konflikt gegegabtellt, einerseits neue
Umgebungen zu explorieren und anderseits potewgiddihrliche Situationen zu meiden. Bei
dieser ambivalenten Situation spielen die Schmdmmehmung und das angst- und schmerz-
bezogene Verhalten eine wichtige Rolle.

Zwischen dem Registrieren einer Gewebsschadigungchd Schmerzsensoren
(Nozizeptoren) und der Schmerzwahrnehmung liegea ¥ielzahl von Nervenverbindungen
(Synapsen), wobei die urspringliche Informationrithe Reizstarke stets modifiziert werden
kann. Dieser polysynaptische Informationssfluss hhagerstéandlich, dass meist eine
eindeutige Korrelation zwischen der eigentlichennzBtérke und der empfundenen Schmerz-
intensitat nicht gegeben ist. Die Nozizeptorensemgiren Schmerzreize Uber das Zusammen-
spiel von ionotropen und metabotropen RezeptorentlE die Transduktion von thermischen
und chemischen Reizen wichtiger Vertreter ist depgsaicin-Rezeptor TPRV1rénsient
receptor_ptential \anilloid 1), der auch den brennenden CharaktemgernPaprika-Sorten
(Capsicum) vermittelt. Die Ubergeordnete Funkti@s dRPV1-Rezeptorkanals liegt in der
Integration verschiedenster noxischer Stimuli zmeei einzigen nozizeptiven Antwort
(Polymodalitat) und er stellt damit einen wichtigaolekularen Anfangspunkt des Schmerz-
sinnes dar. Die Nozizeptoren werden Uber die A&tiviig des TRPV1-Rezeptorkanals
depolarisiert und senden diese Information an dsdrale Nervensystem (ZNS) uber die
Hinterwurzel in das Rickenmark. Dort erfolgt die &bhaltung auf das zweite Neuron,
welches im so genannten Vorderseitenstrang deseRiwkrks (Tractus spinothalamicus) zu
den Thalamuskernen aufsteigt. Im Verlauf werdenl&etalen abgegeben, beispielsweise
zum Hirnstamm fir die Beeinflussung des Wachheatdggs und der Atem- und Kreislauf-
zentren. Durch die thalamische Projektion zum sos®tsorischen Kortex erfolgt das
Bewusstwerden des Schmerzes und die genaue Schkadisdtion, wahrend die qualitative
Bedeutungszuschreibung (affektiv-emotionale Kompégle durch die Projektion ins
limbische System ermoglicht wird. Da ein eigentishSchmerzzentrum fehlt, werden die
Schmerzimpulse auf den verschiedenen genannteneBbees ZNS modifiziert. Ferner

existieren deszendierende und segmentale Hemmmisctean
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Ein Bestandteil des limbischen Systems ist die gadaya. Sie ist ein definiertes Kern-
gebiet des Gehirns und spielt eine wichtige Ralledléer Schmerzwahrnehmung. Man geht
heute davon aus, dass die Amygdala das neuronbitr&uder Interaktion zwischen Schmerz
und Emotionen darstellt (Heinricher & McGaraught999, Fields 2000, Meagher et al.
2001), da beispielweise eine Lasion der Amygdala emer Abnahme der emotionalen
Schmerzreaktion einhergeht (Charpentier 1967, Galet al. 1982, Manning & Mayer
1995a/b, Werka 1997, Manning 1998, Bourgeais €2@01). Die Bedeutung des subjektiven
Charakters des Schmerzes unterstreicht auch @nationale Gesellschaft zum Studium des
Schmerzes (IASP). Sie definiert Schmerz als einapgenehmes Sinnes- und Gefiihls-
erlebnis, das mit tatsachlicher oder drohender ®ewsehadigung einhergeht oder von
betroffenen Personen so beschrieben wird, als wire solche Gewebeschadigung die
Ursache.” (National Institute of Health 2001)

Es ist interessant, dass der in den Nozizeptoem gut untersuchte TRPV1-
Rezeptorkanal auch im limbischen System nachgewiegerden konnte (Sanchez et al.
2001). Die Funktion des TRPV1-Rezeptors in diesehifaregion ist jedoch weitgehend un-
bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Kldguder Frage, ob dieser Rezeptor

funktionell aktiv ist und ob er Plastizitatsph&neomein der Amygdala modifizieren kann.

1.1. Die Amygdala

Die Amygdala (von griech. amygdala = Mandes$t ein sich paarig im anteriomedialen Teil
des Temporallappens befindliches Kerngebiet, welehd Grund des mandelférmigen Aus-
sehens auch als Corpus amygdaloideum (Mandelkeg®i¢hnet wird. Bei dem Mandelkern-
komplex handelt es sich phylogenetisch um eineim éritstandenen Teil des Telencephalons,
der aus 13 verschiedenen Kernen und kortikalen dRegi besteht (Price et al. 1987,
McDonald 1998, Pitkdnen 2000, Sah et al. 2003).
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1.1.1. Anatomie und neuronale Verschaltungen der Amygdala

Die Amygdala bildet eine zytoarchitektonisch inhameoe Struktur, deren einzelne Kern-
gebiete eine grol3e Anzahl intranuklearer Verschgkn aufweisen und in unterschiedlichem
Maf3e mit anderen Regionen im ZNS verbunden sind{des et al. 1985, McDonald 1998,

Pitkanen 2000, Sah et al. 2003). Die einzelnen &&ommunizieren lber internukleére Ver-
bindungen, wobei ein Grof3teil dieser Verbindungesthselseitig ausgebildet ist (Pitkanen
2000). Die neuroanatomische Komplexitat der Amygdat Ausdruck der multiplen Ver-

schaltungen und hat zur Folge, dass unterschiedkdassifikationsschemata zur Einteilung
der amygdalaren Strukturen existieren. Nach der éiiatur von Pitkanen kann die

Amygdala in oberflachliche, tiefe und tbrige Ke nat entsprechenden Unterkernen) unter-
teilt werden. Eine andere Gliederung geht von deteifung in den basolateralen, zentro-
medialen und Kortex-ahnlichen Komplex aus (Pricalefi987, McDonald 1998), wobei der

basolaterale Kernkomplex den tiefen Kernen der difiksition von Pitk&nen entspricht.

1.1.2. Funktionelle Einordnung der Amygdala

Hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir assoziatives Lerneann die Amygdala in die neuro-
anatomisch, wie auch funktionell gut zu unterscheten basolateralen und zentralen Kern-
komplex unterteilt werden (Davis et al. 1994, Le®di995, Maren et al. 1996, Maren 1996,
2001).

Der basolaterale Teil der Amygdala erhalt Infoioran aus samtlichen Sinnes-
systemen und stellt eine sensorische Schnittstéiekonvergierende Eingdnge aus dem
Thalamus und dem somatosensorischen, visuellenauddiven Kortex dar. Als Teil des
limbischen Systems ist die Amygdala auch mit denppdcampus, dem temporalen,
frontalen, perirhinalen Kortex, Gyrus cinguli unérdnsula verschaltet (Pitkanen et al. 2000,
2002, Price 2003). Die innerhalb des basolateraléernkomplexes verarbeiteten
Informationen werden danach an den zentralen Keitergeleitet.

Der zentrale Kern der Amygdala kann als Hauptauggstation bezeichnet werden, da
von dort aus ein Grol3teil der Efferenzen zu vegetatZentren des Hypothalamus (z.B. zur
Sympathikusaktivierung) und des Hirnstamms (z.Br ¥igilanz- und Nervus Vagus-
Beeinflussung) ausgehen. Die Reaktion auf ReizeSimme einer Verhaltensreaktion wird
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Uber die Verbindung zum Hirnstamm realisiert, wakdre@egetativ-hormonelle Anpassungs-
reaktionen Uber den Hypothalamus ausgel6st werden.

Die unterschiedlichen Kerne ermdglichen in ihrezs@mtheit, Sinneseindriicken eine
emotionale Signifikanz zu verleihen (Holland et20100, Schafe et al. 2001, McGaugh 2002).
Ein hierfir gut etabliertes experimentelles Moddtellt die Pawlowsche Furcht-
konditionierung dar (LeDoux et al. 1997, Schafeakt2001), wobei hierbei der laterale
(Rogan et al. 1997a/b, Blair et al. 2001) und katechle Kern (Maren 2003) der Amygdala
eine zentrale Position einnehmen. Bei diesem Molkafidelt es sich um eine Form des
assoziativen Lernens, bei der ein neutraler (sestdwar) Reiz und ein aversiver, unbedingter
Reiz (z.B. Schmerzreiz) zeitlich miteinander gel&ppverden. Durch die zeitlich nahe
Reizdarbietung wird der anfangs neutrale Reiz zomdkionierten Reiz. Der konditionierte
Reiz erhédlt damit eine neue Bedeutung, da er sdi@nalleiniger Gabe ein aversives

Verhalten auslost (z.B. Flucht).

1.1.3. Nozizeption und die Rolle der Amygdala

Als ein wichtiger Bestandteil des limbischen Systespielt die Amygdala eine Schlusselrolle
in der Genese von Emotionen, emotionaler Bewertgrgsorischer Stimuli, emotionalem
Lernen und Gedéachtnis sowie Angst und Depressi@vi€Dl998, Gallagher & Schoenbaum
1999, Maren 1999, Aggleton 2000, LeDoux 2000, Gealdet al. 2002, Davidson 2002, Zald
2003). Die Amygdala weist ein hohes Mal3 an Pld&tizuf, die in verschiedenen Modellen
auf der Ebene der synaptischer Veranderung (z.Bgzeitpotenzierung; Maren 1999) und
auch auf der Ebene der Verhaltensmodifikation (ABgstkonditionierung; LeDoux 2000)
nachgewiesen werden konnte.

Der Schmerz hat eine stark emotionale Komponentt ahronischer Schmerz ist
signifikant assoziiert mit Depression und Angstst@en (Huyser & Parker 1999, Millan
1999, Wilson et al. 2001, McWilliams et al. 200Bje Beziehung zwischen Schmerz und
negativem Affekt ist reziprok zueinander, da an f@epion und Angst leidende Patienten eine
verstarkte Schmerzempfindung zeigen, wahrend AmgdtStress die Schmerzwahrnehmung
inhibieren (Haythornthwaite et al. 1991, Wilsorakt2001, Rhudy & Meagher 200&s wird

vermutet, dass die Amygdala das neuronale SuluB&ser Interaktion zwischen Schmerz und
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Emotionen darstellt (Heinricher & McGaraughty 19%%lds 2000, Meagher et al. 2001).
Diese Uberlegung wird durch die Tatsache untetstric dass bei Erkrankungen, die mit
einem verstarkten negativen Affekt einhergehen .(z[Bepression, Dysthymie), eine
VergroRerung der Amygdala in der Magnetresonanzg¢papiie beobachtet wird (Tebartz
van Elst et al. 1999, Bremner et al. 2000, TebaatzElst et al. 2000). Dem gegenubergestellt
ist bei Patienten mit Borderline-Personlichkeitast@en, die haufig mit selbstverletzendem
Verhalten einhergehen, eine Verkleinerung der Amaj@dm bis zu 30 % zu finden (Schmahl
et al. 2003, Vermetten et al. 2006). Auch bildgelgeNerfahren mit Darstellung von Stoff-
wechselvorgangen (funktionelle Magnetresonanztoapige) konnten die wichtige Stellung
der Amygdala in der Schmerzwahrnehmung untersieiclia Signalveranderungen der

Amygdala bei Schmerzexpositionen zu finden sindiBovd et al. 2002).

1.1.4. Neurotransmission in der Amygdala

Nervenzellen kommunizieren miteinander tber Korsighien, den Synapsen, wobei ein
chemischer Informationsaustausch durch Molekulertdeche Synapsen) von einer direkten
elektrischen Weiterleitung Uber zellulare Verbingskanale (elektrische Synapsen, gap
junctions) unterschieden wird. Die chemische Syadasn in ihrer Wirkung hemmend oder
erregend sein. In erregenden Synapsen ist Glutdendiedeutendste Ubertragerstoff (Neuro-
transmitter), wahrend in hemmenden Interneuronen Ataygdala _@Gmmaanino-hutter-
saure(aid) (GABA) der wichtigste Transmitter ist.

DarlUber hinaus existieren noch eine Reihe weitdodéenstoffe wie Dopamin, Serotonin,
Acetylcholin, Histamin und verschiedene Peptides dowohl eine hemmende als auch
erregende Wirkung entfalten kdnnen. Auch ATP une ldicht diffusiblen Radikale NO
(Stickstoffmonoxid) und CO (Kohlenstoffmonoxid) kien transmitterahnliche Funktionen

ubernehmen und modulieren die Antwort auf die kt&@$en Transmittersubstanzen.

1.1.4.1. Glutamat-Rezeptoren

Viele Formen der synaptischen Plastizitdt im ZNSdea durch die glutamaterge Neuro-
transmission vermittelt. Die Entwicklung von selekh Glutamat-Analoga (z.B. NMDA,
AMPA, Kainat) und Glutamat-Rezeptor-AntagonistenB(zD-APV, CNQX) ermdglichte
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eine spezifische Erforschung der Funktion und Meidmen einzelner Glutamat-Rezeptoren
(Clarke et al. 1997, Bleakman 1999, Bortolott@let1999). Dabei hat sich eine Einteilung
der Glutamat-Rezeptoren in zwei funktionelle Artetabliert: Man unterscheidet die
schnellen, ligangenbindenden ionotropen Rezeptouew die langsamen G-Protein-
gekoppelten metabotropen Rezeptoren.

Auf Grund pharmakologischer Eigenschaften lassem slie ionotropen Glutamat-
rezeptoren in NMDA-Rezeptoren und non-NMDA-Rezeptounterteilen, wobei sich die
non-NMDA-Rezeptoren weiter in AMPA- und Kainat-Rpmmren untergliedern. Die
Namensgebung der Rezeptoren resultiert aus denfispeen Agonisten_MNMethyl-D-
Aspartat (NMDA), a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpopionsaure(@d) (AMPA)
und Kainat (Watkins & Evans 198Die Rezeptoren besitzen eine grundlegende struldure
Ahnlichkeit, weisen jedoch durch GentranskriptionRNA-Modifikation und alternatives
Splicen eine grol3e Variationsbreite in Bezug aufid&on und Struktur auf.

Der spannungsabhéngige NMDA-Rezeptor ist unter Rwngbranbedingungen durch
Magnesium-lonen blockiert. Eine starke Depolargsativerringert diese Blockade und
aktiviert den NMDA-Rezeptor. Der daraus resultigieialzium-Einstrom tragt einerseits zu
einer weiteren Depolarisation bei und vermitteldemerseits eine Langzeitpotenzierung.
Unter Ruhemembranbedingungen vermitteln die AMPAd Kainat-Rezeptoren die basale,
synaptische Aktivitat in der basolateralen Amygd@ainnie et al. 1991a). Auch in extra-
zellularen Ableitungen im horizontalen Hirnschnitéiparat der lateralen Amygdala bewirkt
die Blockade der AMPA- und Kainat-Rezeptoren dur€NQX ein fast komplettes
Verschwinden der Feldpotenziale (Pollandt et ad3}0

Die metabotropen Glutamat-Rezeptoren sind Uberrdgee (Guanosintriphosphat
aktiviertes Protein) mit dem Enzym Phospholipasge€oppelt, so dass intrazellulare Boten-

stoffe im Sinne einer Signalkaskade aktiviert warkiénnen.

1.1.4.2. GABA-Rezeptoren

GABA (y-Aminobuttersaure) ist der entscheidende Neurotn@tes von Interneuronen im
ZNS des Saugetiers. Die in der Regel hemmende iemnkon GABA wird durch die in der
Zellmembran befindlichen GABA-Rezeptoren vermitteitd fihrt zu einer Reduktion der

neuronalen Erregbarkeit. Es konnten bis jetzt @iggien von GABA-Rezeptoren charakteri-
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siert werden: GABA-, GABAg- und GABAc-Rezeptoren. Der im ZNS weit verbreitete
GABAA-Rezeptor ist ein Liganden-gesteuerter Chloridiedanal, der sich durch GABA-
Bindung 6ffnet und ein schnellgshibitorisches pstgnaptisches &enzial (IPSP) auslost.

GABA-Rezeptoren sind Heteropentamere, das heil3t, s&ternsaich aus funf ver-
schiedenen Untereinheiten zusammen, wobei jederéinteit die Zellmembran viermal
durchspannt. Bis jetzt wurden 16 Untereinheitemtifigiert, die man in 6 Gruppernu(j, v,

9, &, m) einteilt. Entsprechend weisen GARBARezeptoren eine unterschiedliche molekulare
Zusammensetzung auf. Gabazin (SR95531), Bicucuwlhd Picrotoxin sind spezifische
Rezeptor-Antagonisten, wobei auch Barbiturate, Bdiazepine und Alkohol die
Offenwahrscheinlichkeit der GABARezeptoren modulierekbnnen. GABA-Rezeptoren
sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und eine Addivmg fuhrt zu einer erhéhten Kalium-
Leitfahigkeit. GABAc-Rezeptoren sind wie GABARezeptoren Liganden-gesteuerte
Chloridionen-Kanéle.

Der basolaterale Komplex der Amygdala setzt sichi2z % aus GABAergen Inter-
neuronen zusammen (McDonald & Augustine 1993). ®ikssen an den amygdalaren
Projektionszellen schnelle und langsame IPSP’s(Rasnie et al. 1991b). Sie haben Uber
diesen Mechanismus einen starken Einfluss auf digygdlala, so dass die spontane Ent-
ladungsrate der lateralen Amygdala eine der geengsn Gehirn ist (Quirk et al. 1995,
Albrecht et al. 2000, Pare & Collins 2000). Die GA&ge synaptische Transmission
unterliegt einem erregenden Einfluss des serotogéme Systems (Stutzmann & LeDoux
1999, Stein et al. 2000), des noradrenergen Sydfieines al. 2002und der Aktivierung von
Kainat-Rezeptoren (Braga et al. 2003).

1.1.4.3. L-Typ-Kalzium-Kanale

An glutamatergen Synapsen der Amygdala kdnnen apamnungsabhangige Kalzium-
Kanale vom L-Typ (L-type-sltage _@gted alcium dannels, L-type-VGCC) pré- und post-
synaptisch lokalisiert sein (Chin 1998). Ein Ubersd Kandle vermittelter prasynaptischer
Kalzium-Einstrom kann zu einer verbesserten Tratierfrieisetzung fihren, wahrend ein
postsynaptischer Kalzium-Einstrom mit verschiedeBamnalkaskaden und langanhaltenden

Veranderungen in Verbindung gebracht wird.
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1.2. Erscheinungsformen der synaptischen Plastizitat

Unter der neuronalen Plastizitat versteht man dipakitat von Nervenzellen, ihre Funktion,
elektrophysiologischen Eigenschaften, biochemiscReofile oder Strukturen zu andern.
Diese adaptiven Veranderungen der synaptischentidgang zwischen Neuronen spielt eine
zentrale Rolle fur Lern- und Gedachtnisvorgange.Mittelpunkt des Interesses steht die
Synapse als Substrat der neuronalen SignalUbengaguobei die synaptische Plastizitat in
zeitlich unterschiedliche Phasen unterteilt wirdeidpiele flr kurzzeitige Formen der
synaptischen Plastizitdt (Kurzzeitplastizitat) sidie synaptische Fazilitierung und die
synaptische Depression, die auf einer Modulation T@nsmitterfreisetzung in der Pra-
synapse beruhen. Beispiele fur langfristige Formden synaptischen Plastizitat sind die
Langzeitpotenzierung (LTP) und —depression (LTDgi &er Untersuchung der synaptischen
Plastizitdt und der Gedéachtnisbildung der Amygdadéd sich das Modell der Langzeit-
potenzierungin-vitro (Chapman et al. 1990, Chapman & Bellavance 199%) in-vivo
(Clugnet & LeDoux 1990) etabliert.

1.2.1. Langzeitpotenzierung in der lateralen Amygdala

Die Langzeitpotenzierungaihg-eerm potentiation, LTP) stellt ein synaptisches Model diie
Untersuchung von Lernprozessen dar. Seit der Ektdgcder LTP im Jahre 1973 an Zellen
des Gyrus dentatus (Bliss & Gardner-Medwin 1973sBEK Lomo 1973) konnte dieses
Phanomen auch in anderen Strukturen des ZNS repsytiwerden. In der Amygdala konnte
die LTP durch tetanische Stimulation unterschiddiier Afferenzernn-vivo charakterisiert
werden, wie beispielsweise des piriformen KortexaqiRe et al. 1983), des Corpus
geniculatum mediale (Clugnet & LeDoux 1990) und H@&spocampus (Maren & Fanselow
1995). Die LTP in der lateralen Amygdala (LA-LTPumde erstmal@-vitro in horizontalen
Hirnschnitten charakterisiert, wobei Fasern geremmrden, die durch die externe Kapsel
(external_@psule, EC-Reizung) verlaufen.

Die LA-LTP weist die gleichen Merkmale auf, die prignglich fir hippocampale
Neurone beschrieben wurden: Sie lasst sich sclmdilizieren und bleibt auf die erregten
Synapsen beschrankt (Inputspezifitat). Ferner eing Kooperation einer Mindestmenge von

Synapsen zur Induktion benétigt, wobei eine gledttige Aktivierung der pré- und post-
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synaptischen Zellen erfolgt (Assoziation). Die LAR kann durch tetanische Stimulation in
horizontalen (Chapman & Bellavance 1992, Schubdrtak 2005) und coronalen
Hirnschnitten (Gean et al. 1993) induziert werdewpei inhibitorische Mechanismen im
coronalen Hirnschnitt stéarker ausgepragt sindralder horizontalen Schnittebene (Samson et
al. 2003).

In horizontalen Hirnschnittewerden bei EC-Reizung kortikale Fasern gereizh(vo
Bohlen und Halbach & Albrecht 2002). So konnten lmrizontalen Hirnschnitt durch
Tracerstudien Projektionen aus dem lateralen eimi@dn und dem perirhinalen Kortex
nachgewiesen werden, die die laterale Amygdala @lerexterne Kapsel erreichen. Im
coronalen Hirnschnittverlaufen in der externen Kapsel hauptsachlicheffasdie aus den
sensorischen kortikalen Arealen entspringen (decSlet al. 1985). Der coronale Hirnschnitt
bietet die Moglichkeit der gleichzeitigen Untersuoljy der kortikalen und thalamischen
Eingdnge in die Amygdala, welche relevant fur diecklanismen der Angstkonditionierung
sind (Rogan et al. 1997a/b). Im Gegensatz zur E@eRg werden beintraruklearer
Stimulation (IN-Reizung) zusatzlich Afferenzen amleren amygdalaren Strukturen erfasst,
wie z.B. die zentrale, basale und mediale Amygdala.

In dieser Arbeit wurde die klassische Hochfrequeizemg (ligh-frequency-
stimulation, HFS) durch Stromapplikationen der REk&ode genutzt (Chapman et al. 1990,
Gean et al. 1993, Watanabe et al. 1995, von BalmehHalbach & Albrecht 1998a). Diese
Reizung ist so stark, dass pra- und postsynaptigelen gleichzeitig aktiviert werden (Bliss
& Lomo 1973). Im Folgenden werden die molekulareachbnismen des genannten Lern-
und Gedachtnismodells genauer vorgestellt.

1.2.1.1. Molekulare Mechanismen der LA-LTP

In der LA werden Feldpotenziale, welche durch IMeoEC-Stimulation ausgeltst wurden
durch den Glutamat-Rezeptor-Antagonisten CNQX imzoatalen (Pollandt et al. 2003) und
coronalen Hirnschnitt (Lin et al. 2001) fast kontplaockiert. Diese Ergebnisse stutzten die
Vermutung, dass Glutamat der wichtigste Transmitezitatorischer Synapsen der LA ist
(Weisskopf et al. 1999, Huang et al. 2000). DunehAktivitat prasynaptischer Neurone wird

Glutamat freigesetzt, welches unterschiedliche &hatt-Rezeptoren der Pyramidenzellen
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besetzt (Rodrigues et al. 2004a). Uber die GlutéBiadung an AMPA-Rezeptoren der
postsynaptischen Membran kommt es zur Ausbildungse&zitatorischen pstg/naptischen

Potenzials (EPSP, Abb. 1.1. A). Die HFS-induzier#&-ILTP in horizontalen und coronalen
Hirnschnitten ist von NMDA-Rezeptoren abhangig (Huia&& Kandel 1998, Tsvetkov et al.
2002, Schroeder & Shinnick-Gallagher 2004, Drepétalal. 2006, Mduller et al. 2009).
Aus pharmakologischer Sicht existieren in der &E&r Amygdalazwei unterschiedliche
LTP-Formen

1. Die hochfrequente und wiederholte Depolarisatidhrt zu einer Freigabe des
physiologischerweise mit Magnesium-lonen blockiertdMDA-Rezeptorkanals und
veranlasst die Kanal6ffnung wodurch bei gleichgeiti Glutamat-Bindung ein
Kalzium-Einstrom in die postsynaptische Zelle ertiwbg wird (Abb. 1.1. B).

2. In Abhangigkeit vom Reizparadigma und der getesthlSchnittebene kann die
induzierte LA-LTP zusétzlich abhangig von L-Typ-Kaim-Kanéalen sein (Abb. 1.1.
E; Bauer et al. 2002, Drephal et al. 2006). Jedoehdtigen Kalzium-Kanale zur
Aktivierung eine starke Depolarisation, so dassklaidige Aktionspotenziale
zusatzlich zu einer Membrandepolarisation nétiglsum die Erregung zu verstarken
(Jaffe et al. 1992, Magee & Johnston 1997, Studtiégisser 2001).

Das in die Zelle einstromende Kalzium tragt zurdiiing dieser alfihe LTPbezeichneten
Phase (early-LTP, acquisition) bei, indem es di&’/Calmodulin-abhangige Proteinkinase II
(CaMKIl), Proteinknase C (PKC) und rBteinknase A (PKA) aktiviert. Beispielsweise
kommt es bei Angstkonditionierung zu einer Zunaldae Autophosphorylierung und damit
zu einer Aktivierung von CaMKIll-alpha in der LA (Biogues et al. 2004b). Ferner kann die
LA-LTP durch den PKA-Inhibitor Rp-8-CI-cCAMPS bloakit werden (Schafe et al. 2000).
Die Stimulierung dieser unterschiedlichen Kinasétiveert die mtogendtivierte Rotein-
kinase (MAP-Kinase, Abb. 1.1. D). Diese Proteinkaraphosphorylieren AMPA-Rezeptoren
und erhéhen damit deren Aktivitat. Nach aktuellensd&nsstand erscheint es sicher, dass ein
wichtiger Mechanismus fiir die Ausbildung der LA-LBr Einbau von AMPA-Rezeptoren
in die postsynaptische Membran ist (Abb. 1.1. C).

13



Einleitung
Erscheinungsformen der synaptischen Plastizitat

Kalzium aus

_ . , Postsynapse
intrazellularem Speicher

metabotroper
Glutamat- © / Slele
Rezeptor 5 ————
PKC 2" TSN
o Zellkern -,
NMDA- \ i %
Rezeptor f 3

O
o0 .
\ Ol" PKA —> @ MAPK —> CREB —> Synthese

@ cCanmkil \ P

- — -

AMPA- o

Rezeptor

/ Proteine ?
de-novo-Proteinbiosynthese
Maobilisierung ruhender Synapsen

L-Typ Kalzium- e Neubildung von Synapsen

kanal (L-VGCC) %
@® Glutamat
QO Kalzium
Acquisition (frithe Phase der LTP) Konsolidierung (spite Phase der LTP)

Rezeptor, Kandle —» Aktivierung von Molekillen — second-Messenger, — struktureller Umbau,
an der Synapse Signaltransduktion Synthese von Makromolekiilen

Abb. 1.1.: Mechanismen der Langzeitpotenzierung in der lateralen Amygdala.

Schema synaptischer Verbindungen, wobei prasynaptisch freigesetztes Glutamat eine De-
polarisation der postsynaptischen Membran induziert, wodurch eine De-Blockierung des
NMDA-Rezeptors bewirkt wird (B). Der daraus resultierende Kalzium-Einstrom setzt eine
Kaskade von Botenstoffen in Gang, die eine Rezeptorphosphorylierung (C) und uber
Mitogen-aktivierende Proteinkinasen (MAP-Kinasen) die Genexpression im Zellkern
induziert (D). Der Kalziumeinstrom kann auch NMDA-Rezeptor-unabhangig tber L-Typ-
Kalziumkanale erfolgen (E). (modifiziert nach Rodrigues et al. 2004b)

Die spate Phase der LTRate-LTP, consolidation) beginnt nach 30 bis 6th\Men, wobei

Gentranskriptionen und Proteinsyntheseder postsynaptischen Membran bei der Aufrecht-

erhaltung der Potenzierung dominieren. Die molakuMerbindung der frihen und spaten
LTP scheint die MAP-Kinase zu sein (Huang et aD@O0In unserem Labor konnte gezeigt
werden, dass im horizontalen Hirnschnitt der MARPd&e-Inhibitor SKF 86002 die LA-LTP
reduziert (Schubert et al. 2008). In der lateradenygdala spielt die x@razellulare Signal-

regulierende_khase (ERK) eine wichtige Rolle, die einer Subfaniler MAP-Kinasen
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angehort (Schafe et al. 2000). ERK phosphorylietsehiedene intrazellulare und intra-
nukleare Molekile (Transkriptionsfaktoren) und \e=mkert damit in ihrer Gesamtheit die
synaptische Effizienz nicht nur post- sondern apcisynaptisch. Immunhistochemische
Untersuchungen zeigen, dass aversives TrainingRKk-Phosphorylierung im ventralen Tell
der LA erhoht (Radwanska et al. 2002). Eine Rethre Minweisen zeigen, dass diese Kinasen
den Transkriptionsfaktor CREB A8P response lement_linding protein) phosphorylieren.
Bei Abfrage des Angstgedachtnisses wird beispietavdie CREB-Phosphorylierung in der
Amygdala induziert (Hall et al. 2001). In phospHmitem Zustand bindet CREB an den
Promotor CRE (BMP response lement) und induziert die Expression einer Kaskaole
Zielgenen. Diese CREB-vermittelten Mechanismen erroeispielsweise fur die Ausbildung
des konditionierten, geschmacksaversiven Gedasksisbenottigt (Lamprecht et al. 1997,
Josselyn et al. 2004). In ihrer Gesamtheit konneesed Phanomene sogar zu
elektronenmikroskopisch sichtbaren Veranderungen dan Synapse fihren, die die
Gedéachtnisausbildung stabilisieren (Bliss & Collidge 1993, Bailey & Kandel 1993,
Kandel 1997, Woolf 1998, Rampon & Tsien 2000, Béial. 2001, Sweatt 2004).

Nachdem ausfihrlich die postsynaptischen Vorgaregedér Ausbildung der LA-LTP
beschrieben wurden, soll auf das funktionelle Zusamspiel der Pra- und Postsynapse ein-
gegangen werden. Dieses ist von entscheidendemuBetdg da im coronalen Hirnschnitt die
prasynaptische Aktivitat bei der Ausbildung der LAP von grol3er Bedeutung ist (Tsvetkov
et al. 2002). Die LA-LTP kann andererseits aberhakemplett unabhangig von der post-
synaptischen Aktivitat induziert werden (Humeau aét 2003). In diesem Kontext ist
erwahnenswert, dass der NMDA-Rezeptor in der LAiniwur postsynaptisch sondern auch
prasynaptisch lokalisiert sein kann (Farb et a@5)9

Zu bericksichtigen ist aber auch die Beeinflussiergprasynaptischen Membran durch
die Postsynapse. Retrograde Botenstoffe kbnneRrdigynapse erreichen und beispielsweise
eine ErhOhung der Freisetzung der Neurotransmésgkel bewirken. Dabei sind viele
maogliche Kandidaten im Gesprach, wie Lipoxygenasmlikte der Arachnoidonsaure,
Plattchen-aktivierender Faktor (platelet-activatirigctor) und neuroaktive Gase, wie
Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) und Karbonmodd (Medina & Izquierdo 1995). Ein
Durchbruch gelang mit der Entdeckung von NO alsogedder Botenstoff. Schafe und
Mitarbeiter (2005) konnten zeigen, dass NO firAlisbildung der LA-LTP bei akustischer
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Angstkonditionierung benétigt wird. Weiterhin wurdee wichtige Rolle retrograder Endo-
cannabinoide in der basolateralen Amygdala bedmmi€Zhu & Lovinger 2005). Im ZNS
sind Endocannabinoide Neuromodulatoren, die diesymaptische Transmitterfreisetzung
hemmen. In der Amygdala spielen Endocannabinoideein- und Gedachtnisprozessen eine
Rolle (Marsicano et al. 2002).

1.3. Der TRPV1-Rezeptor und sein Agonist Capsaicin

Das molekulare Angriffsziel von Capsaicin wurdet @897 identifiziert, indem es dem Team
um David Julius gelang, denavilloid-Rezeptor 1 (VR1) zu isolieren und zu klonieren
(Caterina et al. 1997). Erst die genaue Analyse Rleseptoraufbaus zeigte strukturelle
Ahnlichkeiten (hohe Sequenzhomologie) mit Rezeptogamer schon bekannten lonkanal-
Familie, der_Tansient_Rzeptor_Btential (TRP). Daraufhin wurde 2002 der Vanilloid-
Rezeptor 1 in flansient_Rceptor_Btential Vanilloid 1 (TRPV1) umbenannt, der damit den
ersten Vertreter der Vanilloid-Subfamilie darsteldie Familie der TRP-Kanédle werden
sowohl in Vertebraten sowie Invertebraten exprimierd Gben eine wichtige Funktion in
primaren Signalwegen fur den regulierten Einstroon \Kalzium in die Zelle aus. Im

Gegensatz zu anderen lonenkandlen wurden neue HR&& Uber Sequenzhomologien
identifiziert und nicht durch Liganden. Die TRP-FHaenkann in sieben Subfamilien eingeteilt
werden (Montell 2005, Nilius et al. 2007, Vennekenal. 2008, Vriens et al. 2009).

1.3.1. TRPV1-Lokalisation

Eine hohe TRPV1-Rezeptor-Dichte befindet sich in sehmerzleitenden, afferenten Nerven-
fasern, die Uber die Hinterwurzel in das Rickenmarhktreten, wobei die hochste
Konzentration der Rezeptor-mRNA in den Ganglien sfgnalen Hinterwurzel zu finden ist
(Sanchez et al. 2001). Zusétzlich sind TRPV1-Rexeptin den trigeminalen Ganglien und
Kernen, dem Ganglion nodosum und dem Nucleus sailitarius vorhanden (Caterina et al.
1997, Tominaga et al. 1998, Guo et al. 1999, Miclgadriestly 1999, Ma 2002). Das
Vorhandensein der TRPV1-Rezeptoren im ZNS wurde umiterschiedlichen Methoden
gepruft, wie der in-situ-Hybridisierung, der revamnsPolymerasekettenreaktion (RT-PCR) und

der[*H]-Resiniferatoxin-Autoradiographie. Diese Studientda das Vorhandensein (in-situ-
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Hybridisierung, RT-PCR) von potentiell funktionshiigen (Autoradiographie-)TRPV1-
Rezeptoren in verschiedenen Hirnregionen an, st seien Thalamus, hypothalamische
Kerne, Locus coeruleus, periaquaduktales GraunKim, Kortex und das limbisches System
genannt (Mezey et al. 2000, Roberts et al. 200i4tiGo et al. 2006).

Obwohl immunhistochemisch die Existenz von TRPVYat&lnen in der Amygdala der
Maus an Projektionsneuronen inzwischen nachgewiesarde (Micale et al. 2009),
existieren bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keinaagen Befunde zur Lokalisation im
lateralen Kern der Amygdala. In Zusammenarbeit Brivf. Dr. Oliver von Bohlen und
Halbach konnte mittels polyklonaler Antikérper gegeverden, dass der TRPV1-Rezeptor
auch in der lateralen Amygdala der Maus exprimiard (Abb. 1.2.).

Abb. 1.2.: Nachweis des
TRPV1-Proteins in der
lateralen Amygdala.
Polyklonale Antikorper
des Kaninchens der
Firma Abcam (ab31895)
grun: Neurotrace
(Darstellung der Neurone)
blau: DAPI

(DNA-Farbung,

Darstellung der Zellkerne)

rot: TRPV1

Das TRPV1-Protein scheint sowohl auf der Zellmemprals auch in intrazellularen

Strukturen lokalisiert zu sein. Bei den Zellen &ne kraftige Expression bis in die
Endigungen der neuronalen Auslaufer erkennbareEksiswertungen dieser Daten zeigen,
dass TRPVL1 in der lateralen Amygdala starker exprimst als im zentralen Kern der

Amygdala (Abb. 1.3.).
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Fur TRPV1 wird neben der Expression in sensorisdiernvenfasern und distinkten Gehirn-
regionen die Expression in neuronalen Fasern gezkgbestimmte Organe innervieren, wie
beispielsweise in der Lunge, im gastrointestindleakt, in der Harnblase, Prostata und in den
Zahnhalsen (Yiangou et al. 2001a/b, Renton etGd32Van der Azt al. 2003, Ward et al.
2003, Kollarik & Undem 2004, Gevaert et al. 200@herraschenderweise konnte auch die
Expression in nichtneuronalem Gewebe wie Keratiteozyder Epidermis (Southall et al.
2003), Blasenurothel- und glatten Muskelzellen dBir et al. 2001), Leber (Reilly et al.
2003), Makrophagen (Chen et al. 2003) und GrantdozyHeiner et al. 2003) gezeigt
werden, wobei sogar eine Rolle des TRPV1-Protemslaer Zellmigration nachgewiesen
werden konnte (Waning et al. 2007).

18



Einleitung
Der TRPV1-Rezeptor und sein Agonist Capsaicin

1.3.2. TRPV1-Aufbau

Der TRPV1-Rezeptor ist ein aus 838 Aminosaurenebestdes Membranprotein mit einer
molekularen Masse von 95 kDa. Er ist sowohl an éf3evie auch an intrazellularen
Membranen lokalisiert, wie beispielsweise am endsplatischen (Eun et al. 2001, Marshall
et al. 2003) und sarkoplasmatischen Retikulum (&inal. 2005). Wie in Abbildung 1.4.
vereinfacht dargestellt, ist das TRPV1-Proteinreait-selektiver Kationenkanal, der sich aus
vier Untereinheiten zusammensetzt (Abb. 1.4. A, VRH etrameren; Conway 2008). Jede
dieser vier einzelnen TRPV1-Untereinheiten bestelederum aus sechsahsnembranen
Doménen (Abb. 1.4. B, TM1 — TM6).

Porenbildende

e Schleife

e Y e

- Na® und Ca’
\ ‘ Hr 2 \
; H|tzel
/ (C]

extrazelluldar

{_ e o Zellmembran

intrazellular

-~

~ ., Capsaicin ™™
v
Na” und Ca’

Abb. 1.4.: Schematische Darstellung des mdglichen TRPV1-Rezept or-Aufbaus.
Man geht davon aus, dass sich der tetramere Rezeptor aus 4 TRPV1-Untereinheiten zu-
sammensetzt (unten), wobei jede einzelne TRPV1-Untereinheit aus sechs transmembranen
Doménen besteht (oben) . Da Capsaicin lipophil ist, kann es die Zellmembran passieren (E).
(modifiziert nach Conway 2008)
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Zwischen den Domanen TM5 und TM6 ist eine hydroghBegion eingelagert, die eine Pore
bildet. Der pH-Sensor befindet sich extrazelluldblf. 1.4. C), wahrend die Bindestelle fur
Vanilloide (z.B. Capsaicin) intrazellular lokalisiest (Abb. 1.4. D; Jung et al. 1999, Jordt et
al. 2000, Jordt & Julius 2002, Ferrer-Montiel et24104).

Am N-terminalen Ende befinden sich drei Ankyrin-Diamen (Abb. 1.4. F), die mit
zytosolischen Proteinen interagieren kbnnen, wabes zum jetzigen Zeitpunkt nur fur
Calmodulin nachgewiesen worden ist. AuRerdem drfeige Regulation der Rezeptor-
Aktivitat durch Phosphorylierung zytosolischer Damaé an Serin und Threonin. Hierbei von
Bedeutung ist die CaMKIl (Jung et al. 2004), PKAoglshire & Nicol 1998) oder PKC
(Premkumar & Ahern 2000). Es existieren bei vemgbnen Lebewesen Variationen im
Rezeptoraufbau, woraus eine unterschiedliche Emijpéimkeit gegeniiber Agonisten und
Antagonisten resultiert. Beispielsweise werden TRPV1-Proteine bei allen S&ugetieren
durch Vanilloide aktiviert, wéahrend der Rezeptor Nicht-Saugetieren nur hitze- oder

protonensensitiv zu sein scheint.

1.3.3. TRPV1-Wirkungsweise

Nozizeptive Nervenendigungen werden durch Bradykimder durch NGF_grve gowth
factor) sensibilisiert. Beide Substanzen koppeln d&PV1 an den BWeg, d.h. sie
aktivieren die Phospholipase C, die ihrerseits(IRositol-1,4,5-triphosphat) bildet, welches
den TRPV1 phosphoryliert und aktiviert. TRP-Kanatgehoren zu den auswarts-
gleichrichtenden (outwardly rectifying) lonenkandlelie nach ihrer Aktivierung durch vor
allem Kalzium-Einstrom das Neuron bis auf etwa O opolarisierer(Nilius et al. 2005).
Der TRPV1-Rezeptor vermittelt eine DepolarisatioonvNervenzellen, wobei in der
Dermatologie TRPV1-Rezeptor-Agonisten paradoxemveia Salben zur Behandlung
verschiedenster Schmerzsyndrome genutzt werderchDeine starke TRPV1-Aktivierung
werden nozizeptive sensorische Nervenzellen ddsbsigrt (LaMotte et al. 1992, Caterina
et al. 2000). Diese widersprichliche Wirkungswdiest sich dadurch erklaren, dass die
Aktivitat der TRPV1-Rezeptorkanale entsprechendidgazelluaren Kalziumkonzentration
uber die PKA und PKC moduliert wird. Bei erhohteral®umeinstrom wird die TRPV1-
Aktivitat durch eine Autodesensibilisierung limitigToth et al. 2005, Zhang et al. 2005,
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Varga et al. 2006), wahrend bei erniedrigtem Kafeidinstrom die Autodesensibilisierung
wieder rickgangig gemacht werden kann (Vellani.2@01, Mandadi et al. 2004, 2006).

1.3.4. Endogene TRPV1-Agonisten

Es wird davon ausgegangen, dass die Offenwahrdicdindi@it des TRPV1-Rezeptorkanals
von einer Vielzahl direkter Aktivatoren und inditek Modulatoren beeinflusst wird.
Protonen (erniedrigter pH-Wert) kbnnen sowohl d&PV1 direkt stimulieren, als auch den
Rezeptor fir TRPV1-Agonisten sensitivieren (Caterét al. 1997, Tominaga et al. 1998).
Ferner funktioniert der Rezeptor wie ein mikroslsgpies Thermometer, da er durch hohe
Temperaturen im noxischen Bereich (> 42° Celsiud)viert wird, wobei der genaue
Mechanismus der Temperatursensitivitat bislang amidt (Cesare & McNaughton 1996,
Reichling & Levine 1997). Die modulierende Wirkungrschiedenster inflammatorischer
Mediatoren (z.B. Bradykinin, extrazellulares ATRo$taglandine, NGF) spiegelt die zentrale
Stellung des Rezeptors im Entziindungs- und Schraschghen wider.

Interessanterweise ist der TPRV1-Rezeptor im ZN&htnso leicht durch erhdhte
Temperaturen und erniedrigte pH-Werte zu aktivierene in den Nozizeptoren des
peripheren Nervensystems (PNS). Diese Erkenntmidefizu der Vermutung, dass im ZNS
vor allem andere endogene Liganden (z.B. Anandatitjocannabinoide) funktionelle
Agonisten darstellen (Huang et al. 2002, Marinetlial. 2003, Van Der Stelt & Di Marzo
2004, De Petrocellis & Di Marzo 2005, Marsch et 2007). Ahnlich der beobachteten
modulierenden Wirkung von inflammatorischen Mediato kann auch Anandamid die
Effektivitat anderer Agonisten steigern.

1.3.5. Exogene TRPV1-Agonisten

Abgesehen von der grol3en Vielfalt endogener TRPY&msten existieren eine Reihe
exogener Aktivatoren, die nicht in Saugetieren Isgtisiert werden. Der am langsten
bekannte TRPV1-Agonist ist Capsaicin. In den 198@mren wurde aus Euphorbien als
weiterer Agonist Resiniferatoxin extrahiert, welsheine groRe Ahnlichkeit zu Capsaicin
aufweist (deVries & Blumberg 1989, Szallasi & Blueng 1989). Weitere Agonisten mit

geringer Rezeptoraffinitat sind Zingeron und Pipewelche fir die Scharfe des Ingwers und
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schwarzen Pfeffers verantwortlich sind (Sternerz&altasi 1999, Witte et al. 2002). Zudem ist
der TRPV1-Rezeptor durch Ethanol (Trevisani et 2102) reduzierende Verbindungen
(Vyklicky et al. 2002), ungesattigte 1,4-Dialdehy@eB. Isovelleral; Sterner & Szallasi 1999)
und durch das Antibiotikum Clotrimazol aktivierb@leseguer et al. 2008). Im Folgenden

soll der in der vorliegenden Arbeit genutzte TRPMjonist Capsaicin vorgestellt werden.
1.3.5.1. Capsaicin

Die Gattung Paprika (Capsicum) wurde schon 500Chr. in Mexiko und 2000 v. Chr. in
Peru kultiviert (Perry et al. 2007). Der Arzt DrieQo Alvarez Chanca, Begleiter Columbus’
1494 auf der Fahrt nach Westindien, erwéhnte Capsa&rstmals schriftlich (Andrews 1995).
Der Handel mit diesen Gewdrzpflanzen breitete sicdiesem Zeitraum weltweit aus. Der
beim Verzehr von Paprika- oder Chilischoten empémedScharfereiz wird durch Capsaicin
hervorgerufen. Der fehlende Scharfereiz der Gendjséq, die fast kein Capsaicin enthélt,
erklart sich durch besondere Zichtungen seit d&®dJahren. Capsaicin wurde erstmals
1846 von Tresh isoliert, wobei die Bestimmung deeroischen Struktur erst 1919 durch
Nelson gelang. Mittlerweile wurden tber 20 Capsaicle beschrieben, die sich lediglich im
Aufbau der Fettsaurekette unterscheiden.

Capsaicin ist ein Abwehrmechanismus gegen Fraldeowl Pflanzen der Gattung
Capsicum. Es wird in der Plazenta der Frucht dutal Enzym Capasaicin-Synthase aus
Vanillylamin und einer mittellangen Fettsdure komslert (Dasgupta & Fowler 1997). Beim
Verzehr von Chili- oder Paprikaschoten und dem &koSven Kontakt mit der
Mundschleimhaut kommt es durch die Bindung an dd®V1-Rezeptoren der Nozizeptoren
zu einem Hitze- und Scharfereiz. Die primaren sessloen und unmyelinisierten C-Fasern
sind besonders Capsaicin-sensitiv, so dass es lagioh Hautkontakt zu einer TRPV1-
Aktivierung kommt. Beziglich der genauen CapsaRimdungstelle an den TRPV1-
Rezeptor gibt es unterschiedliche Hypothesen, webeieiner Bindung an TM2 und TM3
(Jordt & Julius 2002) oder zwischen TM3 und TM4 y&a et al. 2004) ausgegangen wird.
Durch die Bindung von Capsaicin an den TPRV1 etfeig intrazellularer Natrium- und
Kalzium-Einstrom mit konsekutiver DepolarisationieBer Effekt wird nur bei Saugetieren

verursacht, so dass Vogel diesen Schmerzreiz merispiren und fur die Samenverbreitung
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der Pflanzen beitragen kénnen (Jordt & Julius 200 Anwendung von Capsicum bei der
Zubereitung von Nahrungsmitteln ist aus folgendeiin@en vorteilhaft:

1. Einerseits werden beim Verzehr von Speisen ddielVasodilatation benachbarte Ge-
schmacksnerven besser durchblutet, so dass im 8ineeGeschmacksverstarkung die
verschiedenen Geschmacksrichtungen siuf3, saueer hittd umami besser wahr-
genommen werden kénnen.

2.  Andererseits reagiert der Korper auf die Gewel&rmung (Warmereiz) mit einer ge-
steigerten Transpiration, so dass der Genuss sclpeisen in warmen Regionen auch
durch die Senkung der Korpertemperatur zu erklaseninteressanterweise bewirkt
auch die experimentelle systemische, intraperiteneand intrahypothalamische
Capsaicin-Injektion eine Hypothermie (Szolcsanyd£0

3. Aber auch die antibakterielle und fungizide Wik des Capsaicin bei der
Konservierung von Speisen ist vorteilhaft (Lee le803). Capsaicin besitzt in hohen
Konzentrationen sogar eine neurotoxische Wirkungerd®n beispielsweise neu-
geborene Ratten mit Capsaicin behandelt, so redu#tine irreversible Ablation der

afferenten C-Fasern (Nagy et al. 1980).

1.3.6. TRPV1-Antagonisten

In dieser Arbeit wurde der TRPV1-AntagoniSapsazepineingesetzt. Capsazepin ist ein
Thioharnstoff, der einige strukturelle Ahnlichkeitenit den Vanilloiden aufweist (Bevan et
al. 1992). Es kann die durch Protonen, Anandamgl ¢titze vermittelte TRPV1-Aktivitat
blockieren, wobei signifikante Unterschiede in @¢dirke der Blockierung bei verschiedenen
Organismen bestehen. Beispielsweise gentigt eingdfdration von 1 mM Capsazepin, um
beim Menschen und Meerschweinchen eine protonengidi TRPV1-Aktivierung zu
blockieren, wobei eine zehnfach héhere Konzentndtigi Ratten zur Inhibition benétigt wird
(Mcintyre et al. 2001). In mikromolaren Konzentostén kann Capsazepin auch an andere
Molektle binden, beispielsweise an nikotinerge Ao#iolin-Rezeptoren (Liu & Simon
1997).
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Ein weiterer TRPV1-Antagonist isRuthenium Redwelches ein stark geladenes
organisches Kation darstellt. Es ist ein nichtkomiper TRPV1-Antagonist, indem es den
Kanal blockiert (Dray et al. 1990, Maggi 1993, Ceta et al. 1997). Verglichen mit
Capsazepin ist sein Bindungssprektum relativ unBpelz, so dass er auch eine Vielzahl
anderer nichtselektiven Kationenkanale blockied anch intrazellulare Kalziumkanale tber
den Ryanodin-Rezeptoren inhibiert.

Es wurde eine Vielzahl weiterer TRPV1-Antagonisemwickelt, da ein mdglicher
pharmakologischer Nutzen bei verschiedenen Schmkeardkungen vermutet wird.
Beispielhaft seien A-425619, AMG-0347, AMG-8163, JJN/203212 und SB-705498
genannt. Diese Substanzen befinden sich in untedidhen Phasen der klinischen Prifung,
wobei ein mdgliches therapeutisches Einsatzgebigtbelle 1.1. genannt wird (Backonja et
al. 2003, Walker et al. 2003, Ghilardi et al. 20Bfnore et al. 2005, Culshaw et al. 2006,
Chizh et al. 2007).

TRPV1- TRPV1-
Substanz Rezeptor- Rezeptor- Madglicher therapeutischer Nutzen
Agonist Antagonist
Capsaicin N - Arthritische Schmerzen
WL-1002 N - Osteoarthritische Schmerzen
WL-1001 N - Post-Zoster-Neuralgie, Migrane
A-425619 - N Entzindliche / postoperative Schmerzen
AMG-0347 - N Schmerzen beim (operativen) Hautschnitt
AMG-8163 - N Hyperthermie
JNJ-17203212 - N Schmerz bei Knochenmalignomen
SB-705498 - N Migrane

Tabelle 1.1.: Mdglicher therapeutischer  Nutzen von TRPV1-Agonisten/-Antagonisten.
(modifiziert nach Jara-Oseguera et al. 2008)
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Nachdem die erste Phase der klinischen PrafungSB»705498&n freiwilligen Teilnehmern
erfolgreich abgeschlossen wurde, befindet sichedig®PV1-Antagonist nun in der zweiten
Phase. SB-705498 bietet den Vorteil, dass es imedsayz zu Capsazepin bei oraler
Applikation gut resorbiert wird und im Vergleich mgiigere pharmakokinetische
Eigenschaften aufweist (Szallasi & Appendino 2008apsazepin hat sich hingegen in
zahlreichen pharmakologischen Studien zur Untersughdes TRPV1-Rezeptorkanals
bewahrt. Die meisten anderen Antagonisten sindglealierte Vanilloide (z.B. Resinifertoxin;
Wabhl et al. 2001).

Zusatzlich zu diesen synthetischen Antagonistert g# Hinweise, dass bestimmte
endogene Molekile die Fahigkeit besitzen, den TRR¥Zeptor zu inhibieren. Neben der
hemmenden Wirkung von Calcineurin bei erhdhterargtularer Kalziumkonzentration, ist
Phosphatidyl-hositol-Bisphosphat (PIP2) ein weiterer TRPV1-Rezeptor-Modujateobei
vermutet wird, dass PIP2 konstitutiv mit dem TRPA&koziiert ist (Chuang 2001, Prescott &
Julius 2003, Lukacs et al. 2007).

1.4. Ziele der Arbeit

Das TRPV1-Protein ist ein wichtiger polymodaler Ba&pr, in dem unterschiedliche

schmerzproduzierende Stimuli konvergieren. Wahmegben Lokalisation und Funktion im

peripheren Nervensystem gut untersucht ist, istatedRolle im limbischen System weit-

gehend unerforscht. Hinsichtlich seiner Funktiomd@&r Amygdala liegen keine Befunde vor.
Als ein wichtiger Bestandteil des limbischen Systespielt die Amygdala eine Schlisselrolle
in der emotionalen Bewertung sensorischer Stimall in der Genese von Angst und
Depression. Der TRPV1-Nachweis in der lateralen gdaya und die Erkenntnis, dass der
TRPV1 auch fur das angstbezogene Verhalten einletigec Rolle zu spielen scheint, waren
Grinde, den Einfluss des TRPV1 auf die Langzeitppggung im Rahmen der vorliegenden
Arbeit zu prufen.

Als potenter TRPV1-Agonist wird Capsaicin verwenden den TRPV1-Rezeptor zu
stimulieren. Im ersten Schritt der Arbeit soll (tréft werden, ob Capsaicin einen Einfluss
auf die Input-/Output-Kurve hat und somit die bas@fansmission im lateralen Kern der
Amygdala beeinflussen kann. Davon ausgehend, dasdgjandenbindung an das TRPV1-

Protein einen nichtselektiven Kationenkanal 6ffretdl im Hippocampus gezeigt wurde, dass
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Capsaicin die HFS-induzierte LTP fazilitiert, soller Capsaicin-Effekt auf die
Langzeitpotenzierung in der lateralen Amygdala (LAP) untersucht und auf eventuelle
Hemispharendifferenzen, Geschlechtsunterschiede unpdit-Spezifitat geprift werden.
Allerdings lieRen Daten aus Vorversuchen einen hengden Capsaicin-Effekt auf die LA-
LTP vermuten. Sollte sich diese Hypothese im Lalde Experimente bestatigen, so wird
Uberprift, ob der Einfluss durch einen TRPV1-Antagten blockierbar ist. Hierbei sollte der
TRPV1-Antagonist Capsazepin verwendet werden, da& dndungsspektrum der
Alternativsubstanz Ruthenium Red relativ unspedifist (Kapitel 1.3.6.).

Bei Bestatigung eines hemmenden Einflusses vonaiapsauf die LA-LTP an einer
groReren Stichprobe sind die weiteren Untersuchungarauf gerichtet, beteiligte
Mechanismen aufzuklaren. Es wird die Arbeitshyps¢éhaufgestellt, dass fur die Vermittlung
der suppressiven Wirkung des Capsaicins auf die.TR-GABAerge Interneurone beteiligt
sind, da in der lateralen Amygdala eine Reihe voan3mittern ihre Wirkung Uber eine
Aktivierung der Interneurone entfalten (Albrechtakt2000, Stein et al. 2000). Aul3erdem ist
aus der Literatur eine Capsaicin-ausgeldste Bemisifing der GABAergen Transmission be-
kannt (Derbenev et al. 2006, Ferrini et al. 200&)s spezifische GABA-Rezeptor-
Antagonisten sollen der selektive GABARezeptor-Antagonist Gabazin (SR95531) und der
GABAGg-Rezeptor-Antagonist CGP (CGP55845) zum Einsatzrkem Im Rahmen dieser
pharmakologischen Uberpriifung ware es eventueligndlie Magnesium- und Kalzium-
Konzentrationen der ACSF zu erh6hen, da ansongtefBathnitte epileptisch werden kdnnten.
Ist der hemmende Capsaicin-Einfluss nicht durch demannten GABA-Antagonisten
blockierbar und wenn damit eine Beteiligung des @&RBen Systems ausgeschlossen
werden kann, sind weitere mogliche Mechanismen @psaicin-induzierten Plastizitats-
anderung zu prifen. Davon ausgehend, dass die i&king des TRPV1 auch zu
Veranderungen der prasynaptischen Freisetzung Votar@at fuhren kann (Marinelli et al.
2002, Jin et al. 2009), soll analysiert werdenNgb als retrograder Messenger involviert ist.
Zumindest in der Peripherie kann Capsaicin die N@uBg beeinflussen (Bartho et al.
2002). Es erscheint sinnvoll zuerst Uber L-NAME dWO-Synthase unspezifisch zu
blockieren und somit die NO-Bildung generell zueardtiicken. Eine Spezifizierung kann
dann durch den Einsatz von nNOS-defizienten Tieealisiert werden. Sollte der hemmende
Effekt von Capsaicin auf die LA-LTP in den Hirnsdten, die mit L-NAME perfundiert
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wurden, fehlen und in den nNOS-Knockout-Mausen tnmkhr nachweisbar sein, ware zu
prufen, welche anderen Transmitter durch eine e NO-Synthese beeinflusst werden
konnen. Da eine TRPV1-Aktivierung auch die Anandh®ynthese stimulieren kann (Téth
et al. 2009), soll schlief3lich getestet werdendigoHemmung der LA-LTP indirekt Gber eine
Anadamid-Wirkung zustande kommen konnte. Als er&ehritt dazu soll bei Blockade der
CB1-Rezeptoren durch AM251 erneut der CapsaiciekEffauf die LA-LTP analysiert

werden. Eine Blockierung des hemmenden EinflussesGapsaicin auf die LA-LTP liel3e

vermuten, dass eine prasynaptische Reduzierungldematergen Transmission durch die
Wirkung von Anandamid an den CB1-Rezeptoren einothgtischer Mechanismus der
hemmenden Wirkung von Capsaicin auf die LA-LTP tHlen kdnnte. Gleichzeitig wirde

durch Anandamid die NO-Synthese reduziert werdeelches ebenfalls die hemmende

Wirkung von Capsaicin bestimmen wurde.
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2. Material und Methodik

2.1. Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden insgesamt 60 Mause verwendebei 240 erfolgreiche Versuche fir
die statistische Analyse genutzt wurden. Die Vdustiere gehérten zu dem Stamm C57BL/6
(Zuchter: Harlan Winkelmann) und hatten zum Zeilguder Experimente ein Alter von 18 —
23 Tagen oder 8 — 12 Wochen und ein Gewicht vor 32 Gramm. Die nNOS-Knockout-
(Stamm: B6,1298losI™P" urspriinglich von The Jackson Laboratory, Maine AY8nd
NNOS-Wildtyp-Mause (Stamm: C57BL/6djaren 1 Jahr alt und hatten ein Gewicht von 32 —
42 Gramm. Sie wurden uns freundlicherweise ausZdeht von Prof. Patzak (Institut fur
Vegetative Physiologie) zur Verfligung gestellt. Alliere erhielten Wasser und Futter ad
libitum und wurden unter standardisierten Laborbgdngen gehalten (22 1° Celsius
Raumtemperatur, 60 — 65% relative Luftfeuchtigkeitd 12h/12h alternierender Tag-Nacht-
Zyklus).

2.1.1. Narkose und Praparation

Die Tiere wurden in einem Glaszylinder mit Atherkutisiert, dekapitiert und das Gehirn
schnellstmdoglich freiprapariert. Es wurde darauédjget, dass kein Hautkontakt mit der
Atherflussigkeit méglich war, um Hautreizungen armaeiden. Hierbei wurde auf eine kurze
und atraumatische Praparation geachtet. Danachewde$ Praparat in ein ACSF-Bad
(artificial cerebroginal fluid) Gberfihrt, welches eine auf 4° Celsius geteitdrtifizielle
cerebrospinale Flussigkeit enthielt (Zusammensegtzt4 mM NaCl; 3 mM KCI; 1,6 mM
CaClb; 1,8 mM MgSQ; 1,25 mM NaHPQ,; 10 mM Glukose und 26 mM NaHGQoH-Wert:
7,4) und carbogengesattigt (95 %, ® % CQ) war. Die Dauer der Narkose und die damit
verbundene Narkosetiefe wurde moglichst kurz gehalim eine durch den Blutdruckabfall
verursachte relative cerebrale Minderperfusion mumeiden. Es wurde von einer aus-
reichenden Betaubung ausgegangen, wenn das TiedewufSeite lag, ohne dass die
Extremitaten Kontakt zum Boden hatten. Alle Expente erfolgten nach Totungsanzeige
beim Landesamt fir Gesundheit und Soziales (TO3}4/8d wurden gemal der Richtlinien

zur Umsetzung des Tierschutzgesetzes an der Chatitgiversitatsmedizin Berlin (Stand:
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September 2006) durchgefiihrt. Auf3erdem wurden dreiEkperimenten wie bei der Gesamt-
erstellung der Promotion die ,,Grundsétze der Céanitr Sicherung guter wissenschaftlicher
Praxis* eingehalten.

Nach wenigen Minuten wurde das Gehirn auf eineigdétale gelegt, um die beiden
Hemispharen mit einer Rasierklinge in der Mediaalireu teilen, sowie Reste des
Cerebellums zu entfernen. Jede Hemisphéare wurdesimeim Cyanoacrylat-Kleber (Patex)
auf der Halterung des Schnittgerates (Motorized akded Vibroslice, World Precision
Instruments) fixiert und die umgebene Kammer mikidpter, sauerstoffgesattigter ACSF-
Losung aufgefullt. Mit Hilfe des Vibroslicers wunaldnorizontale oder coronale Hirnschnitte
mit einer Dicke von 400 pm angefertigt. Bei denirmmtalen Schnitten wurden die ersten
beiden Schnitte verworfen, da nur die Schnitte 8 biden lateralen Kern der Amygdala
enthalten (von Bohlen und Halbach & Albrecht 1998bie einzelnen Hirnschnitte wurden
auf ein dreilagiges Linsenpapier (Kodak) in die m@SF perfundierte (Flussrate 1 ml/min)
und gut temperierte (35 = 1° Celsius; Heizgeraterim4-Sensor; Schlauchpumpe: Minipuls
3, Abimed Gilco) sowie begaste (95 %,3 % CQ) Messkammer Uberfuhrt. Nach einer

zweistlindigen Ruhephase wurde mit dem Experimegurioeen.
2.2. Versuchsaufbau
2.2.1. Elektroden

2.2.1.1. Stimulationselektroden

Zur Herstellung der Stimulationselektroden (Reiketeden) wurde ein ca. 0,5 cm langer
Platindraht (Durchmesser 50 pm) mit einem ca. Aagen Silberdraht verlotet. Jeweils ein
so vorbereiteter Draht wurde soweit in je eine tédkiner doppellumigen Glaskapillare
(Thetaglas) eingefuihrt, dass der Platindraht ausSgp#ze herausragte. Die beiden aus der
Kapillarspitze herausragenden Platindrahte wurdenh erhitztem Schelllack mit einem
Abstand von 300 bis 600 um parallel zueinandeeftxium einen Kurzschluss zu vermeiden.
Schlief3lich wurden die Silberdrahte mit Dentalwafikiert und somit das Kapillarende ver-

schlossen.
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2.2.1.2. Ableitelektroden

Die Mikroelektroden fir die extrazellulare Ableiirwurden aus Borsilikatglaskapillaren
(GB 120 F-10, Firma: Science Products GmbH, D-Hoffyenit einem Durchmesser von 1,2
mm mit Hilfe eines Elektrodenziehgerates (Flamimgi& Micropipette Puller Model P-87,
Sutter Instruments Co., USA) durch Erhitzung eifdsatinbleches bei 545° C gezogen.
Danach besalien die Ableitelektroden einen Wideadstam 10 — 15 MR, der durch das
kontrollierte Abbrechen der Elektrodenspitze unteikroskopische Sicht auf ca. 3 M
verringert wurde. Das Lumen wurde mit ACSF-Losuefjibt und die Ableitelektrode wurde
in einer Halterung am Mikromanipulator befestigir Ankopplung an den Impedanzwandler

und den Verstarker wurde ein chlorierter Silbertieahgefuhrt.

2.2.2. Messkammer

Die Messungen erfolgten in einer Interface-Messkamighie sich auf einem schwingungsarm
gelagerten und geerdeten Arbeitstisch befand. Zesskammern zusammen bildeten eine
Messeinheit, welche auf einem Plexiglaskorper adtgg und von einem Plastikdeckel

bedeckt war. Eine rechteckige Offnung der oberemletkung diente dem Einfiihren der
Elektroden, wahrend zwei neben den Kammern betindliOffnungen eine Verbindung zum

Hohlraum des Plexiglaskorpers darstellten. Der Hualth war mit ca. 500 ml Aqua destillata
gefillt und wurde Uber eine Heizplatine auf 35 + @Qé&lsius beheizt. Ein Temperatur-

messfihler Uber der Flissigkeit stellte im sauffiggeattigten Raum eine konstante
Temperatur Uber das Heizgerat sicher. Uber einafew des Wasserbads mit 95 %udd

5 % CQ Carbogengemisch entstand auf diese Weise eineugaswasserdampfgesattigte

Atmosphére, die Kontakt zu den Hirnschnitten hddie. Hirnschnitte wurden von Sauerstoff-

gesattigter und vorgewarmter (35° Celsius) ACSFuingsmit Hilfe einer Schlauchpumpe

perfundiert.

2.2.3. Extrazellulare Ableitung

Beide Elektroden wurden an Magnet-Manipulatorene$tgft, wodurch einerseits eine

millimetergenaue Positionierung ermdglicht wurded tandererseits eine anndhernd gleich
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bleibende Fixierung der Elektroden in den Hirnstteni gewahrleistet wurde. Die
Stimulationselektrode war Uber Klemmen an einez&gheit (Isostimulator) verbunden, der
eine Reizstarke von 1,0 — 10,0 V (100 — 1000 u A¢egte.

lateral

ventral 4—1—» dorsal

medial

Abb. 2.1.: Horizontaler Hirnschnitt mit Positionierung der Rei z- und Ableitelektroden.
Positionierung der Ableitelektrode und der Reizelektrode bei EC- oder IN-Reizung.
EC: Capsula externa (externe Kapsel), L. Lateraler Kern der Amygdala, B: Basolateraler
Kern der Amygdala, CA1, CA2, CA3, GD: Hippocampus und Gyrus dentatus. Die Fotografie
wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Oliver von Bohlen und Halbach zur Verfiigung gestellt.
(angelehnt an Paxinos & Watson 1998)

Die Abbildung 2.1. zeigt, dass ihorizontalen Hirnschnittlie Reizelektrode entweder in der
externen Kapsel (EC-Reizung) oder innerhalb deerdwn Kerns der Amygdala (IN-
Reizung) positioniert wurde, wahrend die Ableitételle stets in der lateralen Amygdala
platziert wurde. Wie in Abbildung 2.2. zu erkennst) wurde flur diecoronalen Hirnschnitte
nur die EC-Reizung verwendet, wobei auch hier diele®elektrode in der lateralen
Amygdala positioniert wurde.
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Ableit-
elektrode

Reiz-
elektrode

dorsal

lateral 4—1—» medial

ventral

Abb. 2.2.: Coronaler Hirnschnitt mit Positionierung der Reiz- und Ableitelektroden.
Positionierung der Ableitelektrode und der Reizelektrode bei EC-Reizung. EC: Capsula
externa (externe Kapsel), L: Lateraler Kern der Amygdala, B: Basolateraler Kern der
Amygdala, PC: Piriformer Kortex. (modifiziert nach Sah et al. 2003)

Mit Hilfe eines Signal-Online-Skript-Programms (Brammierung: Dr. HerbeBiegmund)
wurden die unterschiedlichen Reizparadigmen (Kiit8.) tber das Micro-CED 1401
gesteuert. Vor- (10-fach) und Nachverstarker (18xhf vergrofRerten die Signale, die auf
einem Oszillographen dargestellt wurden und UbeereiAnalog-Digital-Wandler (Micro-
CED 1401) an einen Windows © XP-fahigen Computeeriiagen wurden. Die Auf-
zeichnung der Daten erfolgte Uber die Software &ign© der Firma Cambridge Electronic
Design.
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2.3. Reizparadigmen

2.3.1. Die Input-/Output-Kurve (Eingangs-/Ausgangskurve)

Nach der Darstellung eineslBpotenzials (FP) mittels Oszillograph und Signal-$afte,
erfolgte die Erstellung einenput-/Qutput-Kurve (I/O-Kurve, Eingangs-/Ausgangskurve)) u
die synaptische Erregbarkeit zu charakterisiereazuDwurde 6-mal alle zehn Sekunden ein
definierter Reiz (Input) zwischen 1,0 und 10,0 V@AOO — 1000 pA) gegeben, um die
erhaltenen sechs Amplituden (Output) Gber eine kMizu mitteln. Es erfolgte eine Erh6hung
des Reizes, bis die maximale Feldpotenzialamplierdeicht wurde. Bei weiterer Erh6hung
der Reizstarke konnte somit keine weitere ZunahenAdhplitude erreicht werden. Aufgrund
der fehlenden Laminierung im lateralen Kern der Adwsla, wurde fur die weiteren
Untersuchungen eine Reizstarke gewahlt, die 50% maximalen Stimulusintensitat

entsprach.

2.3.2. Einwaschen eines Pharmakons

Alle 10 Sekunden wurde ein Reiz mit einer defimrrReizstarke (50 % des maximalen I/O-
Kurven-Wertes) und einer Dauer von 0,1 ms gegebeneils 6 Reizantworten wurden tber
eine Minute gemittelt. Die Feldpotenzialamplitudedérungen durch das Einwaschen des
Pharmakons wurden 30 Minuten beobachtet. Das ewpatelle Vorgehen bei den Kontroll-
messungen und beim Einwaschen von Pharmaka wirDBetail in Abbildung 2.3. wieder-
gegeben. Im Allgemeinen wurde erst die Input-/Otutpurve und die Baseline fur 30
Minuten (bei Kontrollmessungen, Abb. 2.3. A) bzv@. Bis 45 Minuten (beim Einwaschen
von Pharmaka, Abb. 2.3. B) ermittelt. Danach ettvldas Stimulationsparadigma (HFS),

woraufhin die Feldpotenzialamplituden fur 60 Minueufgezeichnet wurden.
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A |voxuve g min L 60 min

B |votkuv RITITII AR — 60 min
¢ 10min * 30min *

Dis  » Antagonist *

* 15min - .

oooooooooooooooo

mit Pharmakon — ceeeeeeeee
ohne Pharmakon — —

Abb. 2.3.: Flussdiagramme zur Verdeutlichung des ex  perimentellen Vorgehens.
A: Vorgehen bei den Kontrollmessungen. B: Vorgehen bei Messungen unter Pharmakon-
Applikation (I/O-Kurve: Input-/Output-Kurve, HFS: Hochfrequenzstimulation, gepunktete
Linie: Einfluss unter Pharmakon, durchgezogene Linie: Einfluss ohne Pharmakon).

2.3.3. Das LTP-Paradigma

Die Langzeitpotenzierung wurde durch einen stattechfrequenzsmulus (HFS) ausgelost.
Als HFS wurde eine Impulsserie von 100 Reizen instAbd von 10 Millisekunden appliziert,
die nach einem Intervall von 30 Sekunden wiedenhaitde (2 x 100 Hz). Wenn es bei einer
Messung um eine Vergro3erung der FP-Amplitude umdestens 20 % zum Baseline-Wert
Uber einen Zeitraum von 20 Minuten kam, so wurdss dils Langzeitpotenzierung gewertet
(Watanabe et al. 1995). Nach einer Stunde nach Ihd@gktion wurde der Versuch beendet,

um ein neues Feldpotenzial in einem anderen Him#cu suchen.
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2.3.4. Verwendete Substanzen

Eine Ubersicht der verwendeten Pharmaka gibt Tatll. Alle Substanzen wurden nach
Lésung in konzentrierter Form in Eppendorf-GefaBgneinem Volumen von 1 ml bei einer
Temperatur von - 18° Celsius aufbewahrt. Etwa 15U#n vor Messbeginn wurden die
Substanzen aus dem TiefkUhlfach entnommen und bsimRmperatur aufgetaut.
Anschlie3end wurden die Substanzen mit einer Eppéiipette (1 ml Volumen) in den mit
entsprechender ACSF-L6sung gefullten Messzylindeerfihrt und bei 35° Celsius mit
Carbogen gesattigt. Mit dem Beginn der Datenaulfaeing wurden die Perfusionsschlauche
aus dem ACSF-Bad genommen und in den Messzylindtedem Pharmakon tberfuhrt. Da
es etwa 10 Minuten dauerte, bis die SubstanzeNldgskammer erreichten, stellen die ersten
10 Minuten in den graphischen Darstellungen dealeassynaptischen Ubertragung noch

keinen pharmakologischen Effekt dar.

Substanz Rezeptorselektivitat Verwendete Konzentrationen
Capsaicin TRPV1-Rezeptor-Agonist 1,3,10 uM
Capsazepin TRPV1-Rezeptor-Antagonist 10, 50 uM
Gabazin (SR95531) GABA\s-Rezeptor-Antagonist 0.1,0.2,10 uM
CGP55845 GABAg-Rezeptor-Antagonist 1uM
L-NAME NO-Synthase-Inhibitor 200 uM
AM251 CB1-Rezeptor-Antagonist 3uM
Tabelle 2.1.: Name und wichtige Eigenschaften der  verwendeten Substanzen.
Hersteller aller Pharmaka war Tocris Bioscience, Bristol, GroRRbritannien.

Mit der Gabe des in Kapitel 2.3.3. beschriebenenhftequenzstimulus erfolgte eine Ruck-
verlagerung des Perfusionsschlauches in die phamfrghe ACSF-Losung. Auf Grund des
noch vorhandenen Volumens in den Schlauchen, wudderschnitte in den folgenden 10
Minuten noch mit der Substanz durchflutet, bevasdiwieder ausgewaschen wurde. Dieses

Vorgehen war bei allen pharmakologischen Versudigaen identisch.
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2.4. Datenauswertung

Herr Dr. Siegmund stellte Signal-Scriptfiles flied\uswertung der extrazellular ermittelten
Feldpotenzialamplituden zur Verfigung. In AbbilduBigl. A ist die typische Form eines
Feldpotenzials dargestellt, welches aus einem ab-aufsteigenden Schenkel besteht, die
beide in einem Maximuml( 3) beginnen bzw. enden. Die Scriptfiles ermdglichegme off-
und online Datenermittlung und legten eine Tangenteh beide Maxima. Dabei wurde die
Koordinate 4), die den Schnittpunkt der Tangente mit einer &mtkken durch das Minimum
(1) des Potenzials darstellte, als gréf3ter Potenmatdlag gewertet. Die Feldpotenzial-
amplitude wurde danach nach der Formel [(4) —({8)mV) berechnet, wobei die Ergebnisse
auf Prozent normiert wurden.

Fur die Kontrollmessungen erfolgte zusatzlich dexdghnung der Neigung oder auch
der Steilheit des abfallenden Potenzialschenkétgp€$. Durch zwei von Herrn Dr. Siegmund
erstellte Scriptfiles erfolgte eine Auswertung dgmittelten Daten offline unter Sicht-
kontrolle (Abb. 2.4. B). Die Ergebnisse bei Beraamgp der Amplitude glichen den Werten
bei Verwendung des Slopes, wobei letztere gegersitdgrauschen anfalliger waren und die
Schwankungsbreite der Feldpotenziale war vor absmnintraamygdalarer Reizung starker
ausgepragt als bei Amplitudenbestimmung. Wie auuthei@e Autoren feststellen konnten
(Doyere et al. 2003) waren nicht alle Messungen dntser Methode zufriedenstellend
auswertbar. So unterschieden sich die Anzahl der dar statistischen Analyse
beriicksichtigten Messungen bei beiden Verfahres. diesen Griinden wurde fur die weitere
Analyse (Input-/Output-Kurve, Pharmakologie) dier@dnung der Feldpotenzialamplituden
bevorzugt.

Die Ergebnisse der Berechnung der Feldpotenzialardph und der Input-/Output-
Kurve wurden mit Hilfe des Tabellenkalkulationspra@gms Microsoft ® Excel weiter-
verarbeitet. Berechnet wurde die prozentuale Amuprder Feldpotenzialamplitude nach

LTP-Induktion mit und ohne Pharmaka.
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Reizartefakt Reizartefakt
b 4 v
A vor Stimulus nach Stimulus

Feldpotenzialamplitude (mV,

1T mVY

5ms
Zeit in Millisekunden

B vor Stimulus nach Stimulus

Slope
7
|

1 mVY

5ms
Zeit in Millisekunden

Abb. 2.4.. Darstellung eines typischen Feldpotenzia Is vor und nach Stimulus.

A: Berechnung der Feldpotenzialamplitude nach der Formel [(4) — (2)]. 1: erstes Maximum,
2: Minimum, 3: zweites Maximum, 4: Schnittpunkt einer Senkrechten durch das Minimum (2)
mit einer Tangente durch die Maxima (1) und (3). B: Berechnung des ,Slopes* A und B
durch Anstiegsbestimmung des abfallenden Potenzialschenkels vor und nach Gabe des
Stimulus. Hierbei wurden die ersten (5) und letzten (6) 20% des gemessenen Schenkels
nicht bertcksichtigt. Man fordert, dass die Gerade mdglichst nahe bei den Stitzpunkten vor-
beifiihren soll, da die Gerade normalerweise nicht alle Stitzpunkte enthalten kann. Auf
Grund des geringeren Rechenaufwands betrachtet man die Punktabstinde von der Geraden
in y-Richtung und fordert, dass die Summe der quadrierten Abstande mdglichst klein sein
soll. Durch das Quadrieren wird die Unterscheidung positiver und negativer Absténde erspart
und grol3e Abstande werden starker gewichtet. Die Ergebnisse werden auf Prozent normiert.
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2.5. Statistik

Grafiken, Mittelwert, Standardfehler und die stizgishen Tests wurden anschliel3end mit dem
Programm GraphPad Prism 5 © ermittelt bzw. durfilgé Den statistischen Berechnungen
zur Wirkung der Pharmaka liegen Feldpotenzialamg@én der letzten zwdlf Minuten vor
Zugabe des jeweiligen Stimulus (HFS) zu Grunaebei fur die statistische Ermittlung des
Signifikanzniveaus jeweils die letzten vier Minuteser 60-minttigen LTP-Messung
genommen wurden. Da die Normalverteilung bei derchftoben der vorliegenden
Experimente nicht gegeben war, wurden fir die sthé Analyse nichtparametrische Tests
gewdahlt. Der Mann Whitney-Test wurde flir die Bettaog von zwei unabhangigen Stich-
proben genutzt (z.B. LTP unter Kontrollbedingungen LTP unter pharmakologischen
Einfluss). Als signifikante Anderung zwischen deerstichsgruppen wurde p < 0,05 fest-
gelegt (*). Alle Daten sind durch Mittelwert + Stiardfehler mit Angabe der GroRe der
Stichprobe (n = Anzahl der Hirnschnitte) reprasamti
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3. Ergebnisse
3.1. Langzeitpotenzierung unter Kontrollbedingungen
3.1.1. Der horizontale Hirnschnitt

Zunéchst wurde versucht, Langzeitpotenzierungererukbntrollbedingungen durch eine
Hochfrequenzstimulation (HFS) durch Reizung dereendn Kapsel (EC-Reizung) zu
induzieren. Zur Stabilisierung wurde die basale apyische Aktivitdt fur 30 Minuten
aufgenommen. Die Veranderung der Feldpotenzialangdi nach HFS wurde anschlieRend
fur weitere 60 Minuten registriert (Kapitel 2.3.2fine Stunde nach HFS wurde ein
Mittelwert von 150,5 = 5,5% [n = 10] bestimmt (AbB.1.). Die hochfrequente Stimulation
unter Kontrollbedingungen bewirkte eine Erhdhung Eeldpotenzialamplitudenwerte in der
lateralen Amygdala um 50% und entsprach gemal’ demiflon einer erfolgreichen
Langzeitpotenzierung. Um methodenspezifische Umsacliir mdogliche Unterschiede
auszuschliel3en, wurde in der Folge darauf geaatdss an einem Tier sowohl Messungen

ohne und mit Pharmaka stattfanden.

a1
<

HFS

Feldpotenzialamplitude (%)

e Kontrolle (horizontal)
T T T 1

0 T T T T T
-30 -20 -10 0O 10 20 30 40 50 60

Zeit in Minuten

Abb. 3.1.: Langzeitpotenzierung im horizontalen Hir ~ nschnitt.
Die Langzeitpotenzierung im horizontalen Hirnschnitt [n = 10] bei Kontrollmessungen.
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3.1.2. Der coronale Hirnschnitt

Daten aus der Literatur zeigen, dass sich in céeonand horizontalen Hirnschnitten die
neuroanatomische Verschaltung unterscheidet (KdphRel.). Es existieren Befunde, wonach
inhibitorische Mechanismen im coronalen Schnitrk&& ausgepragt sind (Samson et al.
2003, Samson & Pare 2006), so dass im né&chstenttSdier LA-LTP der beiden unter-
schiedlichen Hirnschnittebenen unter Kontrollbedimgen miteinander verglichen wurden.
Hierbei zeigte sich (Abb. 3.2.), dass die LA-LTRImadFS-Stimulation im coronalen Hirn-
schnitt signifikant geringer ist (120,5 = 3,2% [n8} als im horizontalen Schnitt (150,5 +
55% [n = 10]; p < 0,05). Es konnte damit erstmaligter gleichen Ableitbedingungen
bewiesen werden, dass die Starke der LA-LTP beor@der Schnittrichtung signifikant
geringer ist als in horizontalen Hirnschnitten, albhvbei coronaler Schnittfihrung juvenile

Mause verwendet wurden, bei denen plastische Anderuleichter auslésbar sein miissten.

250+ —
< Kontrolle
9\_/ {horizontal},
o 200+ HFS
°
=
5 1504
S
)
B 100 -t eiriotengussnine
N
C
§ 50 Bk~
= i
i HES . Kontrolle (horizontal) Y ormlie
o (coronal},
e 9 l o Kontrolle (coronal) HFS
T T T T T T T T 1
30 20 -10 0 10 20 30 40 50 6 Hmiy
Zeit in Minuten 5ms

Abb. 3.2.: Vergleich der Langzeitpotenzierung im ho rizontalen und coronalen Hirn-
schnitt unter Kontrollbedingungen.

A: Vergleich der Langzeitpotenzierung im horizontalen [n = 10] und coronalen [n = 8] Hirn-
schnitt bei Kontrollmessungen. B: Exemplarische Darstellung eines Feldpotenzials unter
Kontrollbedingungen im horizontalen und coronalen Schnitt vor und nach HFS.
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3.1.3. Hemisphéarendifferenz

In der Literatur wurden amygdalare Asymmetrien lgdzti der Verteilung von Neuro-

transmitter (Andersen & Teicher 1999), des Blusks (Schneider et al. 1997) und auch

bezuglich der Genese des Angstverhaltens beschriéBaker & Kim 2004). Auch die

Erfahrungen der Arbeitsgruppe durch Untersuchumgewistar-Ratten (Schubert et al. 2005)

lieRen eine mdgliche Hemispharendifferenz beztigdeh LA-LTP im horizontalen Hirn-

schnitt unter Kontrollbedingungen vermuten. Die Kolimessungen zeigten (Abb. 3.3.),
dass die LA-LTP der linken Hemisphare (152,0 + 6[f% 11]) signifikant grof3er war als in
der rechten (139,6 = 4,5% [n = 14]; p < 0,05). BreBefund der Kontrollmessungen war

Anlass, auch die folgenden Experimente auf mogliemaisphéarendifferente Unterschiede zu

prufen.

Kontrolle (links),
HFS

507 HES & Kontrolle (links) —
* Kontrolle (rechts) Kontrolle (rechts),
0 , T T T T 1 HFS

T T

20 -10 O 10 20 30 40 50 60

.o . 1mvV
Zeit in Minuten

Feldpotenzialamplitude (%)

5ms

Abb. 3.3.: Hemispharendifferenz der Langzeitpotenzi erung bei Kontrollmessungen.
A: Vergleich der Langzeitpotenzierung in der rechten [n = 14] und linken [n = 11]
Hemisphére bei Kontrollmessungen. B: Exemplarische Darstellung eines Feldpotenzials

unter Kontrollbedingungen der rechten und linken Hemisphare vor und nach HFS.
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3.2. Einfluss von Capsaicin auf die basale Aktivitat und_.TP

Im weiteren Schritt der Untersuchung wurde in Anlkehg an aktuelle Studien aus dem
Hippocampus eine Capsaicin-Konzentration von 1 U#1Aaisgangswert festgelegt, wobei

eine Erh6hung auf bis zu 10 uM als geeignet eraqlgson et al. 2008, Li et al. 2008).

3.2.1. Die Input-/Output-Kurve

Zunachst erfolgte die Prufung des Einflusses variMLund 10 uM Capsaicin auf die Input-
/Output-Kurve. Fur die Darstellung wurden nur sel¢turven verwendet, deren spatere LTP-
Messungen bei der Analyse Verwendung fanden. WicAlbildung 3.4. zu sehen ist,
unterschieden sich die Input-/Output-Kurven, weloheh Badapplikation von 1 uM [n = 9]
oder 10 pM Capsaicin [n = 9] registriert wurdengchii signifikant von den Kontroll-

messungen [n = 9] (p > 0,05).

g

—— Kontrolle
—— 1 uM Capsaicin
| —— 10 uM Capsaicin

N

=
|

Feldpotenzialamplitude (mV)

O T T T T T T T T T I
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 60

Stromintensitat (LA)

Abb. 3.4.: Einfluss von 1 pM und 10 puM Capsaicin au f die Input-/Output-Kurve.
Aufzeichnung des Input-/Output-Verhaltens bei Kontrolle und bei 1 und 10 uM Capsaicin.
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3.2.2. Der horizontale Hirnschnitt

Nachdem im ersten Abschnitt erfolgreiche LA-LTP am&ontrollbedingungen induziert
werden konnten, die eine Hemispharendifferenz eerjgivurde im nachsten Schritt der
Einfluss des TRPV1-Agonisten Capsaicin auf die LAPLuntersucht (Abb. 3.5.). Hierbei
erfolgte die Reizung der externen Kapsel im hotialam Schnitt, wobei die LA-LTP unter 3
UM Capsaicin auf 118,8 + 2,9% [n = 9] signifikaatluziert wurde (p < 0,05) verglichen mit
der Kontrolle (150,5 + 5,5% [n = 10]).

>
GO

Kontrolle, HFS

N N W
g o u o
T 9

Feldpotenzialamplitude (%)

Kontrolle

3 UM Capsaicin

10 uM Capsaicin ] 3 uM Capsaicin,
0 T T T T HFS

T T T 1
-30 -20 -10 O 10 20 30 40 50 60
Zeit in Minuten

-1 ® o O

Abb. 3.5.: Einfluss des TRPV1 -Agonisten Capsaicin auf
die LA-LTP.

A: Vergleich der Kontrollmessungen [n = 10] nach Hoch-

frequenzstimulation (HFS) mit Messungen unter dem o

Einfluss von 3 uM Capsaicin [n = 9] und 10 uM Capsaicin [n ﬁv
=g]. 10 uM Capsaicin,
B: Exemplarische Darstellung eines Feldpotenzials unter HIFS
Kontrollbedingungen, 3 uM und 10 uM Capsaicin vor und 1 my
nach HFS. 5ms
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Ob die Erh6hung der Capsaicin-Konzentration einehnstdrkere Hemmung der LA-LTP
bewirkt, wurde mit einer Konzentrationserhéhung HufuM untersucht: Der Einfluss von 10
UM Capsaicin auf die LTP ergab eine LA-LTP von 20%,3,7% [n = 8] (Abb. 3.5.). Diese
Hemmung der LTP war im Vergleich zur Kontrollmessumd zur Messung unter 1 uM

Capsaicin jeweils signifikant geringer (Abb. 36 0,05).

200 %
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Abb. 3.6.: Einfluss von Capsaicin in den Konzentrat  ionen 3 uM und 10 pM auf die HFS-
induzierte LA-LTP.

Balkendiagramm der prozentualen Anderung der Feldpotenzialamplituden nach HFS unter
Kontrollbedingungen und unter 3 bzw. 10 uM Capsaicin (* = signifikanter Unterschied p <
0,05 gegenuber der Kontrolle).

3.2.3. Der coronale Hirnschnitt

Nachdem Li et al. (2008) an coronalen Schnitterefuier Ratten eine Capsaicin-vermittelte
Verstarkung der hippocampalen LTP zeigen konntemrden im nachsten Schritt
Experimente an coronalen Schnitten durchgefiihrt, mm prifen, ob in coronalen
Hirnschnitten juveniler Mause (18 — 23 Tage) demimende Effekt von Capsaicin auf die
LA-LTP reproduzierbar ist (Abb. 3.7.). Obwohl di&LTP im coronalen Hirnschnitt unter
Kontrollbedingungen im Vergleich zu Messungen inrizmntalen Schnitt per se reduziert
war (Kontrolle: 120,5 + 3,2% [n = 8]), inhibiertea@saicin die LA-LTP auch in coronalen
Schnitten signifikant (1 pM Capsaicin: 107,3 £+ 3,5% 7]; p < 0,05).
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250+

—5 Kontrolle,
HFS

Feldpotenzialamplitude (%)

50

HES Kontrolle (coronal)
0 | | . T 1IuM (Ilapselucm (Icororllal) ] 1 UM Capsaicin,
30 20 -10 O 10 20 30 40 50 60 HFS

Zeit in Minuten Tmy

5ms

O

Abb. 3.7.: LA -LTP unter dem Ei n-
fluss von Capsaicin im coronalen
Hirnschnitt.

A: Vergleich der Messungen nach
Hochfrequenzstimulation unter dem
Einfluss von 1 uM Capsaicin [n = 7]
und Messungen unter Kontroll-
bedingungen [n = 8].

B: Exemplarische Darstellung von
Feldpotenzialen unter Kontroll-
bedingungen und unter 1 pM
Capsaicin vor und nach HFS.

C: Balkendiagramm der prozentualen
Anderung der Feldpotenzial-
amplituden nach HFS im horizontalen
und coronalen Schnitt bei Kontroll-
messungen und bei der Gabe von 1
MM  Capsaicin (* = signifikanter
Unterschied p < 0,05 gegenuber der
Kontrolle).

175+

1501~

125+

100+

Feldpotenzialamplitude (%)

Nachdem ein hemmender Capsaicin-Einfluss auf dieLTR sowohl im horizontalen als
auch im coronalen Hirnschnitt gezeigt werden konrgellte der Capsaicin-Effekt im
Folgenden auf eine mdgliche Hemispharendifferemaytispezifitdt, Geschlechts- und Alters-
abhangigkeit geprift werden. In der Folge wurdee dieiteren Experimente nur an

horizontalen Hirnschnitten durchgefthrt.
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3.2.4.

Hemisphéarendifferenz

Nachdem eine dosisabhangige Hemmung der LTP dugchl 3ind 10 uM Capsaicin nach-
gewiesen wurde und auch die LA-LTP unter Kontradibgungen heimsphéarendifferent war

(Kap. 3.1.3.), stellte sich die Frage einer evdigneHemispharendifferenz des Capsaicin-

vermittelten Effektes. Um den Effekt von Capsai@of die jeweils rechte und linke
Hemisphare zu Uberprifen, wurde 1 uM Capsaicinesuagchen (Abb. 3.8.). Es zeigte sich,
dass Capsaicin die LA-LTP in der rechten Hemisplséggifikant starker inhibiert (102,2 £

4,8% [n =7]) als in der linken (125,7 £ 4,3% [ITE p < 0,05).

HES « 1M capsaicin (links)

Feldpotenzialamplitude (%)

0

-30 -2

Abb. 3.8.: Untersuchung der Hemispharendifferenz der

o 1 uM Capsaicin (rechts)
T T 1

T T T T T
0O -10 0 10 20 30 40 50 60
Zeit in Minuten

Langzeitpotenzierung unter 1 uM Capsaicin.

A: Einfluss von 1 uM Capsaicin auf die LTP registriert in der

rechten [n = 7] oder linken [n = 7] Hemisphare.

B: Exemplarische Darstellung von Feldpotenzialen unter 1 pM
Capsaicin in der linken und rechten Hemisphére vor und nach

HFS.

—

1 uM Capsaicin

(links), HFS

1 UM Capsaicin
(rechts), HFS

1my

Sms

Beim Vergleich der Hemispharendifferenz der Korinelssungen zeigte sich des Weiteren
eine signifikante Verringerung (p < 0,05) der LTéf der jeweiligen Hemisphare bei Gabe

von 1 uM Capsaicin (Abb. 3.9.). Die induzierten gaeitpotenzierungen waren bei den

Kontrollmessungen im Hemispharenvergleich in dekdn Hemisphéare signifikant grofier,
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wahrend der hemmende Effekt von Capsaicin auf dié In der linken verglichen mit der

rechten Hemisphéare geringer war.

200+

'—\
A
<

Feldpotenzialamplitude (%)
o S
< <

o

Abb. 3.9.. Zusammenfassendes Balkendiagramm zur Ver deutlichung der
Hemispharendifferenz der LA-LTP unter Kontrollbedin gungen und bei Capsaicin-
Gabe.

(* = signifikanter Unterschied p < 0,05 gegentber der Kontrolle).
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3.2.5. Inputspezifitat

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob der Capsé&ffekt auf die LA-LTP input-

spezifisch ist. Nachdem eine Capsaicin-vermitteleenmung der LA-LTP bei EC-Reizung
nachgewiesen wurde, sollte untersucht werden, gis&@en die LA-LTP auch bei intra-

nuklearer Reizung im horizontalen Schnittpraparaeitflusst. Bei der intranukleéren
Stimulation (IN-Reizung) werden zusatzlich Afferenz aus anderen Strukturen der
Amygdala erfasst (Kapitel 1.2.1.). Es zeigte sidass die LA-LTP bei IN-Reizung unter
Kontrollbedingungen (133,6 = 2,5% [n = 6]) vergkech mit Messungen bei EC-Reizung
(150,5 £ 5,5% [n = 10]) signifikant erniedrigt (& < 0,05). Wie in Abbildung 3.10. zu sehen
ist, ist auch bei IN-Reizung die LA-LTP unter 1 p®apsaicin im Vergleich zu den
Kontrollmessungen signifikant erniedrigt (123,3 2% [n = 6]; p < 0,05). Damit konnte
gezeigt werden, dass Capsaicin sowohl bei EC-Rgizals auch bei intranuklearer
Stimulation eine Hemmung der LA-LTP bewirkt. Sonmst der Capsaicin-Effekt nicht

inputspezifisch.

A B

250+ —s Kontrolle,
g HFS
o 200
o
2
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]
S 100+
N
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g HES = Kontrolle (IN-Reizung)
5 * 1 pM Capsaicin (IN-Reizun ] -
Ij.l'.’ 0 T T T T |u T pl |( ] g) 1 UM Capsaicin,
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Zeit in Minuten 1 mv

5ms

Abb. 3.10.: Langzeitpotenzierung unter dem Einfluss von Capsaicin bei IN-Reizung.
A: Vergleich der Langzeitpotenzierung nach HFS unter Kontrollbedingungen [n = 6] und
unter 1 uM Capsaicin [n = 6]. B: Exemplarische Darstellung von Feldpotenzialen unter
Kontrollbedingungen und unter 1 pM Capsaicin bei intranukleérer Reizung vor und nach
HFS.
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3.2.6. Geschlechtsabhangigkeit

Ob der Capsaicin-Effekt auf die LA-LTP geschlechtgingig ist, sollte im nachsten Schritt
Uberprift werden. Wie in Abbildung 3.1%ku sehen ist, zeigte die LTP-Hemmung im
horizontalen Hirnschnitt bei intranukledrer Reizungter 3 pM Capsaicin  keine
Geschlechtsabhangigkeit (mannliche Mause: 1386/9% [n = 9] versus weibliche Mause:

120,1+ 6,5% [n = 7]; p > 0.05).

250+

a1
Q

HES 3 UM Capsacin, weibliche Mause

o 3 UM Capsacin, mannliche Mause
T T T T 1

Feldpotenzialamplitude (%)

0 T T T T
-:30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60

Zeit in Minuten

Abb. 3.11.: Geschlechtsabhangigkeit des Capsaicin-E ffekts auf die LA-LTP.
Vergleich der Langzeitpotenzierung bei weiblichen [n = 7] und ménnlichen Mausen [n = 9]
unter 3 uM Capsaicin bei intranuklearer Reizung.

3.2.7. Altersabhangigkeit

Der hemmende Capsaicin-Effekt auf die LA-LTP wanghbl bei 10 Woche alten Mausen im
horizontalen Hirnschnitt nachweisbar (Kapitel 3.p&s auch bei 18 — 23 Tage alten Mausen
im coronalen Schnitt (Kapitel 3.2.3.). Im Folgendsuollte untersucht werden, ob dieser
Einfluss auch bei 1 Jahr alten Mausen nachweisbaDiese Experimente wurden an NOS-
Wildtyp-Mausen durchgefiihrt. Hierbei zeigte siclassl auch bei 1 Jahr alten Mausen der
inhibitorische Effekt von Capsaicin reproduziertrden konnte (Abb. 3.12.). Wahrend bei
den Kontrollmessungen eine EC-induzierte LA-LTP btR2,7 £ 4,6% [n = 8] gemessen

wurde, konnte 10 uM Capsaicin die LTP &8,8 + 3,3% [n = 8] signifikant verringern (p <
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0,05). Der Capsaicin-Effekt war einerseits sowatiljovenilen als auch bei adulten Mausen
und andererseits auch an zwei unterschiedlichensdiaimmen (C57BL/6N, C57BL/6J)
reproduzierbar. Somit ist der Capsaicin-Effekt dig LA-LTP nicht altersabhangig. Auch

hinsichtlich der Ableitungen ohne Capsaicin-Gabenrite keine

abhangigkeit der LTP-Amplitude nachgewiesen werden.

signifikante Alters-

>
GO

0 e 10 uM Capsaicin (1 Jahr alte Mause) |
T T T T T T T T 1
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Abb. 3.12.: Langzeitpotenzierung unter dem Einfluss von 10 uM Capsaicin bei 1 Jahr

alten Mausen (nNOS-Wildtyp).

A: Vergleich der Messungen nach Hochfrequenzstimulation unter Kontrollbedingungen [n =
8] mit Messungen unter 10 uM [n = 8] Capsaicin. D: Exemplarische Darstellung von Feld-

potenzialen unter Kontrollbedingungen und unter 10 pM Capsaicin
Mausen vor und nach HFS.

bei nNOS-Wildtyp-

3.2.8. Rezeptorspezifitat

Nachdem eine hemisphéarendifferente, jedoch altemst geschlechtsunabhéngige Wirkung
von Capsaicin auf die LA-LTP gezeigt werden konmtay zu klaren, ob dieser Effekt auf
eine rezeptorspezifische Wirkung zurtckzufihren. wierzu wurde der TRPV1-Antagonist
Capsazepin gewahlt (Kapitel 2.3.4.). Bei der Wahl Qapsazepin-Konzentration wurde sich
an aktuelle Untersuchungen orientiert (Gibson e2@08) und eine Ausgangskonzentration

von 10 puM festgelegt. Uber 10 Minuten wurde erst Aletagonist allein und dann tiber 30
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Minuten zusammen mit 1 pM Capsaicin eingewaschapifgl 2.3.2.). Nach Koapplikation

induzierte die hochfrequente Stimulation eine LTHe signifikant grol3er als die unter

Capsaicin allein war (1 pM Capsaicin: 1133,3 % versus 10 uM Capsazepin + 1 uM

Capsaicin: 132,4 5,0 %; p < 0,05). Somit konnte mit dieser Capseez&pnzentration nur

eine partielle Blockierung des hemmenden Capsé&itfiektes erreicht werden (Abb. 3.13.).

1 pM Capsaicin + 50 uM Capsazepin

507 HES o 1 pM Capsaicin + 10 uM Capsazepin
T

Feldpotenzialamplitude (%)

1 pM Capsaicin

0 T T T T T T T 1
-30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 6

Zeit in Minuten

Abb. 3.1 3.: Einfluss von Capsazepin bei Koapplikation von
Capsaicin auf die LA-LTP.

A: Vergleich der Messungen nach Hochfrequenzstimulation
unter dem Einfluss von 10 pM [n = 8] und 50 uM [n = 12]
Capsazepin bei gleichzeitiger Gabe von 1 uM Capsaicin mit
der alleinigen Gabe von 1 pM Capsaicin [n = 14].

B: Exemplarische Darstellung von Feldpotenzialen unter 1 pM
Capsaicin mit 10 oder 50 uM Capsazepin und unter 1 uM
Capsaicin ohne Antagonist jeweils vor und nach HFS.

1 UM Capsaicin +
50 pM Capsazepin,
HFS

1 pM Capsaicin +
10 pM Capsazepin,
HFS

1 yM Capsaicin,

HFS

"l my

5ms

Ob der hemmende Effekt von 1 uM Capsaicin auf déelLTP durch eine noch héhere

Capsazepin-Konzentration komplett blockiert werlann, wurde im néachsten Schritt unter-

sucht. Dazu wurde eine Capsazepin-Konzentration5@opM gewahlt (Abb. 3.13.). Hierbei

bewirkte 50 uM Capsazepin eine im Vergleich zurafieeitigen Gabe von 1 uM Capsaicin
und 10 uM Capsazepin signifikant hohere LA-LTP @8,4 + 3,5% [n = 12] (p < 0,05), die
sich auch signifikant von der LTP-Messung mit 1 Clsfpsaicin unterschied (p < 0,05). Diese
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Befunde zeigen, dass Capsazepin dosisabhangigeteménden Effekt von Capsaicin auf
die LA-LTP signifikant blockierte (Abb. 3.13. A, Ab 3.14)). Zwischen den
Kontrollmessungen und der Koapplikation von Antagbrund Agonist konnten keine

signifikanten Unterschiede gefunden werden.

200
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Abb. 3.14.: Prifung auf Rezeptorspezifitit der Caps aicin-vermittelten Hemmung.
Balkendiagramm der prozentualen Anderung der LA-LTP bei Koapplikation von 1 puM
Capsaicin mit verschiedenen Capsazepin-Konzentrationen und 1 pM Capsaicin allein (* =
signifikanter Unterschied p < 0,05 gegeniber der Capsaicin-Applikation allein).
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3.3. Einfluss des GABA\-Rezeptor-Antagonisten Gabazin

Nachdem ein hemmender Effekt von Capsaicin aut.dieyzeitpotenzierung in der lateralen
Amygdala gezeigt werden konnte und der TRPV1-Rezepls Angriffspunkt identifiziert
werden konnte, sollte der mogliche MechanismusQigsaicin-induzierten LTP-Hemmung
untersucht werden. Wie in Kapitel 1.3.3. beschmeli®ewirkt die Aktivierung des TRPV1-
Rezeptors eine Depolarisation von Nervenzellen.daasaicin in der lateralen Amygdala
jedoch die LTP hemmt, wurde die Arbeitshypothedgesiellt, dass Capsaicin méglichweise
GABAerge Interneurone aktivieren kénnte. Diese Wktiung kbnnte die Freisetzung des
inhibitorischen Neurotransmitters GABA erhdhen (Kelp 1.1.4.2.) und die Inhibition
exzitatorischer Neurone verstarken. Auf diese We&idente damit die Capsaicin-induzierte
LTP-Hemmung vermitteln werden.

Auf den exzitatorischen Neuronen der Amygdala vaded GABAs-Rezeptor deutlich
starker exprimiert als der GABARezeptor. Aus diesem Grund wurde im ersten Sotheitt
selektive GABA\-Rezeptor-Antagonist Gabazin (SR95531) mit Capsakaappliziert. Es
war zu erwarten, dass eine Gabazin-vermittelte ide der Inhibition die basale synaptische
Aktivitat und die Desynchronisation der Neuronetérth Deshalb wurde anfangs eine geringe
Gabazin-Konzentration gewahlt, die keine Beeinflmgsder I/O-Kurve verursachte. Bei der
Wahl der Gabazin-Konzentration wurde sich an fréhddntersuchungen der Arbeitsgruppe
orientiert und eine Konzentration von 0,1 uM gewablie dadurch ausgeldste partielle
Blockierung der GABAergen Transmission fihrte zueeiFazilitierung der LA-LTP (164,6 £
5,7% [n = 10], Abb. 3.15. A). Beim Einwaschen vat QM Gabazin fur 10 — 15 Minuten
und daraufhin folgendem gleichzeitigen Einwaschem 0,1 uM Gabazin und 1 uM
Capsaicin wurde eine signifikante LTP-Verringerang 110,3 = 2,3% [n = 7] gemessen (p <
0,05). Die Abbildung 3.15. C zeigt, dass sich eeeSteigerung der Gabazin-Konzentration
auf 0,2 uM die LA-LTP unter Kontrollbedingungen d@1,7 + 5,4% [n = 10] minderte und
Capsaicin erneut die LA-LTP signifikant reduzigft88,0 + 5,3% [n = 7]; p < 0,05).
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Abb. 3.15.: Langzeitpotenzierung unter dem Einfluss von Gabazin und Capsaicin.

A: Vergleich der Messungen nach Hochfrequenzstimulation unter dem Einfluss von 0,1 uM
Gabazin [n = 10] mit Messungen bei Koapplikation von 0,1 uM Gabazin und 1 uM Capsaicin
[n = 7]. B: Exemplarische Darstellung von Feldpotenzialen unter 0,1 uM Gabazin und unter
0,1 uM Gabazin und 1 puM Capsaicin vor und nach HFS. C: Vergleich der Messungen nach
Hochfrequenzstimulation unter dem Einfluss von 0,2 uM Gabazin [n = 10] mit Messungen bei
Koapplikation von 0,2 pM Gabazin und 1 pM Capsaicin [n = 7]. D: Exemplarische
Darstellung von Feldpotenzialen unter 0,2 pM Gabazin und unter 0,2 uM Gabazin und 1 pM
Capsaicin vor und nach HFS.
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Wie man in Abbildung 3.16. erkennen kann, gab éseksignifikante Heimspharendifferenz
der LA-LTP unter 1 uM Capsaicin bei Koapplikatiorit 1 uM oder 0,2 uM Gabazin (p >
0,05). Zu bertcksichtigen ist hierbei aber die\Zerfigung stehende geringe Stichprobe.

A

50
HES 0,1 uM Gabazin + 1 uM Capsaicin (links)
e 0,1 uM Gabazin + 1 uM Capsaicin (rechts)
1

Feldpotenzialamplitude (%)

O T T T T T T T T
-30 =20 -10 O 10 20 30 40 50 60
Zeit in Minuten

B 250

504
HES 0,2 UM Gabazin + 1 uM Capsaicin (links)

0 e 0,2 uM Gabazin + 1 uM Capsaicin (rechts)
T T T T T T T T 1

-30 =20 -10 O 10 20 30 40 50 60
Zeit in Minuten

Feldpotenzialamplitude (%)

Abb. 3.16.: Untersuchung der Hemispharendifferenzd  er LA-LTP bei Koapplikation von
Gabazin und Capsaicin.

A: Einfluss von 1 uM Capsaicin und 0,1 uM Gabazin auf die LTP in der rechten [n = 5] und
der linken [n = 5] Hemisphére. A: Einfluss von 1 pM Capsaicin und 0,2 uM Gabazin auf die
LTP in der rechten [n = 4] und linken [n = 4] Hemisphare.
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Diese Ergebnisse mit den unterschiedlichen Konagatren von Gabazin deuten auf eine
additive Wirkung von Gabazin und Capsaicin hin umdht auf eine Blockierung des
Capsaicin-vermittelten Effektes durch partielle édierung des GABA-Rezeptors. Um eine
komplette Blockierung der GABAergen Transmission eweichen ohne ,epileptische”
Schnitte zu erhalten, wurde die Kalzium- und MagmasKonzentrationen auf 3 mM erhoht,
um die neuronale Erregbarkeit zu reduzieren. Dddungrde die Verwendung von hdheren
Gabazin-Konzentrationen mdglich. Wie in Abbildund @ zu sehen ist, war unter diesen
Ableitbedingungen die LA-LTP unter 10 uM Gabazirf 448,2 + 5,6% [n = 10] deutlich
reduziert, wobei 1 uM Capsaicin bei Koapplikationt 10 uM Gabazin die LTP erneut
signifikant auf 105,1 £ 3,5% [n = 10] (p < 0,05hihierte.

2501 —
10 pM Gabazin,
HFS

Feldpotenzialamplitude (%)

5091 HE . =
ls o 10 pM Gabazin \,m +

0 e 10 puM Gabazin + 1 uM Capsaicin 1 UM Capsaicin,
T T T T T T 1 HFS
-10 0 10 20 30 40 50 60
Zeit in Minuten \1 mv
5ms

Abb. 3.17.: Langzeitpotenzierung unter dem Einfluss von Gabazin und Capsaicin unter
hohen Kalzium- und Magnesium-Konzentrationen.

A: Vergleich der Langzeitpotenzierung unter hohen Kalzium- und Magnesium-
Konzentrationen bei 10 uM Gabazin [n = 10] und bei Koapplikation von 10 uM Gabazin und 1
MM Capsaicin [n = 10]. B: Exemplarische Darstellung von Feldpotenzialen unter 10 pM
Gabazin und unter 10 pM Gabazin und 1 pM Capsaicin vor und nach HFS.

56



Ergebnisse
Einfluss des GABAB-Rezeptor-Antagonisten CGP55845

3.4. Einfluss des GABAs-Rezeptor-Antagonisten CGP55845

Da die mit Gabazin durchgefuhrten extrazellulareesdingen wie auch zuséatzliche Patch-
Clamp-Messungen durch Dr. Christine Gebhardt (Khpit3.2.) gegen eine Beteiligung des
GABAx-Rezeptors in der Capsaicin-vermittelten LA-LTP-Heamng sprechen, wurde im
nachsten Schritt eine mogliche Involvierung des @GAHRezeptors analysiert. Die
Messungen wurden erneut unter hohen Magnesium-Kaidium-Konzentration (3 mM)
durchgefuhrt, um neuronale Desynchronisation zumuedern (Abb. 3.18.). Der GABA
Rezeptor-Blocker CGP (CGP55845, 1 uM) konnte dipsamin-induzierte LTP-Inhibition
ebenfalls nicht aufheben (CGP: 144,4 + 7,8% [n wesbus 114,6 = 4,3% [n = 9]; p < 0,05).
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Abb. 3.18.: Langzeitpotenzierung unter dem Einfluss von CGP und Capsaicin bei er-
héhten Kalzium- und Magnesium-Konzentrationen.

A: Vergleich der Messungen nach Hochfrequenzstimulation unter dem Einfluss von 1 pyM
CGP [n = 5] mit Messungen bei Koapplikation von 1 uM CGP und 1 uM Capsaicin [n = 9].
B: Exemplarische Darstellung von Feldpotenzialen unter 1 uM CGP und unter 1 uM CGP
und 1 uM Capsaicin vor und nach HFS.

Die groRere Amplitude der EC-induzierten LA-LTP emkompletter Blockade des GABA
Rezeptors im Vergleich zur Blockade des GABRezeptors zeigt, dass die Interpretation

von extrazellularen Daten bei Hemmung der GABAergemsmission schwierig ist, da die
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unter Gabazin noch vorhandene DesynchronisatioRPgamidenzellen die Gesamtamplitude
der Feldpotenziale reduziert.

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, @G#d8Aerge Interneurone nicht in den
Mechanismus der Capsaicin-vermittelten VerandeudargPlastizitat involviert sind. Obwohl
in der Literatur gezeigt werden konnte, dass egthalzres Kalzium und Magnesium den
TRPV1-Rezeptor modulieren kénnen, konnte keine idkmsisung der Capsaicin-induzierten
LTP-Hemmung durch Verédnderung der extrazellularemidden-Konzentrationen nach-

gewiesen werden.

3.5. Einfluss von Stickstoffmonoxid (NO)

Im né&chsten Schritt sollte geprift werden, ob Andgen der NO-Produktion die
inhibierende Capsaicin-Wirkung auf die LA-LTP emndé kénnte. Untersuchungen auf3erhalb
des Gehirns konnten namlich einen Zusammenhangclaensder TRPV1- und der NOS-
Aktivitat zeigen (Cella et al. 2008). Es wurde &D-Synthase-Inhibitor L-NAME genutzt,
welcher sowohl die neuronale als auch die endatleeNO-Synthase blockiert (Abb. 3.19.).

A B

250 —

I Kontrolle,
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Feldpotenzialamplitude (%)

504
HES o Kontrolle
0 e 200 uM L-NAME
T T T T T T T T 1 S
-30 -20 -10 0O 10 20 30 40 50 6 200 uM L-NAME,
Zeit in Minuten Hibe

Abb. 3.19.: LA-LTP unter dem Einfluss von L -NAME und 1 mV
unter Kontrollbedingungen.
A: Vergleich der Messungen unter Kontrollbedingungen und 5ms

unter 200 pM L-NAME. B: Exemplarische Darstellung von
Feldpotenzialen der Kontrolle und unter 200 uM L-NAME
vor und nach HFS.
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Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass im hao@em Hirnschnitt verglichen mit
Messungen unter Kontrollbedingungen (150,5 = 5,5% [10]) 200 uM L-NAME die LA-
LTP signifikant reduziert (121,3 + 5,9 [n = 8]; p305). Somit scheint NO an der EC-
induzierten LA-LTP beteiligt zu sein.

Auch hier sollte die Prufung auf eine mogliche Hgphidrendifferenz in der LA-LTP
erfolgen (Abb. 3.20.). Hierbei zeigte sich in Katimessungen, dass sich die LA-LTP unter
200 uM L-NAME in der linken Hemisphare (124,3 £ = 4]) nicht signifikant von der in
der rechten (119,4 £ 8,9% [n = 6]) unterscheidet (p05).
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Abb. 3.20.: Untersuchung der Hemisphéarendifferenz d er LA-LTP unter L-NAME.
Einfluss von 200 pM L-NAME auf die LTP der rechten [n = 6] und linken [n = 4] Hemisphare.

Da L-NAME sowohl die neuronale, als auch endothelidlO-Synthase unspezifisch
blockiert, wurde im nachsten Schritt die LA-LTP @enKontrollbedingungen in Hirnschnitten
von 1 Jahr alten nNOS-Knockout- und nNOS-Wildtyptigén miteinander verglichen (Abb.
3.21.). Dabei zeigte sich, dass sich die LA-LTP O S-Wildtyp-Mause (142,7 + 4,5% [n =
8]) nicht signifikant von denen der nNOS-Knockouéde (133,0 + 7,4% [n = 10])
unterschied (p > 0,05Per Vergleich der Kontrollmessungen unter 200 uMAME (121,3

+ 5,9% [n = 8]) mit der LA-LTP der nNOS-Knockout-Mse (133,0 £ 7,4% [n = 10]) zeigte

keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05).
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o Kontrolle - nNOS [+/+]
0 . KontroIIe nNOS[/]

T T
-30 -20 -10 O 10 20 30 40 50 60
Zeit in Minuten

Feldpotenzialamplitude (%)

o Kontrolle - nNOS [-/-]

. 200 uM L- NANIE
0 T T T T

-:30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60

Feldpotenzialamplitude (%)

a1
T
I
<« T
(9]

Zeit in Minuten

Abb. 3.21.: Langzeitpotenzierung bei nNOS-Wildtyp- und nNOS-Knockout-Mausen
unter Kontrollbedingungen und Vergleich der LA-LTP bei nNOS-Knockout-Mausen
mit Kontrolimausen unter 200 uM L-NAME.

A: Vergleich der Messungen nach Hochfrequenzstimulation bei nNOS-Wildtyp-Mausen [n =
8] mit Messungen bei nNOS-Knockout-Mausen [n = 10]. B: Vergleich der Messungen von
NNOS-Knockout-M&ausen unter Kontrollbedingungen [n = 10] mit Messungen von Kontroll-
mausen unter 200 uM L-NAME [n = 8].

Nachdem gezeigt werden konnte, dass NO in der Kusig der LA-LTP beteiligt ist, sollte

gepruft werden, inwieweit NO auch bei der Ausbilgutler Capsaicin-vermittelten LTP-

Hemmung involviert ist. Wie in Abbildung 3.22. erar ist, blockierte die Perfusion mit

L-NAME (200 pM) fur 10 — 15 Minuten mit anschliefsem L-NAME- und 10 pM
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Capsaicin-Perfusion die hemmende Capsaicin-Wirkan§ die LA-LTP signifikant (L-
NAME: 121,3 + 5,9% [n = 8] versus L-NAME + Capsaicll17,5 + 3,5% [n = 12]; p > 0,05).
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Abb. 3.22.: Langzeitpotenzierung unter dem Einfluss von 200 pM L-NAME.
A: Vergleich der Messungen nach Hochfrequenzstimulation unter dem Einfluss von 200 pM
L-NAME und 10 pM Capsaicin [n = 12] mit Messungen unter 200 pM L-NAME [n = 8].
B: Exemplarische Darstellung von Feldpotenzialen unter 10 uM Capsaicin und 200 pM L-
NAME und unter 200 uM L-NAME vor und nach HFS.

Die Abbildung 3.23. zeigt, dass sich dieser hemragddpsaicin-Effekt auf die LA-LTP bei
Koapplikation von 200 uM L-NAME und 10 uM Capsaiainder linken (118,5 £ 6,5 [n = 6])
und rechten Hemisphére (112,7 £ 5,1% [n = 6]) ngtmifikant voneinander unterschied (p >
0,05).
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Abb. 3.23.: Einfluss von Capsaicin und L-NAME aufd ie LA-LTP der linken und rechten
Hemisphére.

Einfluss der Koapplikation 10 uM Capsaicin und 200 pM L-NAME auf die LA-LTP der linken
[n = 6] und rechten [n = 6] Hemisphare.

Wie in Kapitel 3.2.7. beschrieben wurde, war aueh dben nNOS-Wildtyp-Mausen der
inhibitorische Capsaicin-Effekt auf die LA-LTP repluzierbar. In Abbildung 3.24. kann man
sehen, dass der Capsaicin-Effekt (1 und 10 uM) caef LA-LTP bei nNOS-Knockout-
Mausen nicht mehr nachweisbar war: Unter Kontralibgungen (133,0 = 7,4% [n = 10])
unterschied sich die LTP nicht signifikant von ddassungen mit 1 uM (132,7 + 4,6% [n =
6]) und 10 uM Capsaicin (138,6 £ 6,1% [n = 7]; p,85).

Feldpotenzialamplitude (%)

| o 10 pM Capsaicin - NNOS [-/]
50 HES o  Kontrolle - nNOS [-/-]
0 e 1 puM Capsaicin - NNOS [-/]

T T

T T T T T T 1
-30 -20 -10 O 10 20 30 40 50 60
Zeit in Minuten

Abb. 3.24.: Langzeitpotenzierung unter dem Einfluss von Capsaicin bei nNOS-Knock-
out-Mausen.

Vergleich der Messungen nach Hochfrequenzstimulation unter Kontrollbedingungen [n = 10]
mit Messungen unter 1 UM [n = 6] und 10 uM [n = 7] Capsaicin.
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Auffallig war der steile Anstieg der LA-LTP nachriataschen von 10 pM Capsaicin nach In-
duktion der LTP bei Fehlen der neuronalen NO-Sysgha

A B

300+ )
X 10 uM Capsaicin,
~— 250+ nNOS [-/-] (rechts),
)
2 HFS
2 200
g
@ 150
@
E 100—W
L
o i
s 50 HES 10 uM Capsaicin - nNOS [-/-] (rechts) —
© ° 10 uM Capsalcm nNOS [-/] (links) 10 uM Capsaicin,
e O T T T nNNOS [-/] (links),

-30 -20 -10 O 10 20 30 40 50 60

HFS
Zeit in Minuten 1 my

C 5ms

Abb. 3.25.: Einfluss von Capsaicin nNOS- nNOS-
auf die LA-LTP der linken und 200 Wildtyp Knockout
rechten Hemisphére und

zusammenfassendes Balkendia-

gramm.

A: Einfluss von 10 uM Capsaicin auf 1504

LA-LTP der linken [n = 3] und
rechten [n = 4] Hemisphadre von
NNOS-Knockout-Mausen.

B: Exemplarische Darstellung von
Feldpotenzialen von nNOS-Knock-
out-Mausen unter 10 pM Capsaicin
der linken und rechten Hemisphare
vor und nach HFS.

100+

Feldpotenzialamplitude (%)

50

C. Zusammenfassendes Balken- o
diagramm der Messungen unter NS

Capsaicin, L-NAME und bei nNOS- 0\\®' ,
Knockout- bzw. -Wildtyp-Méausen Q\‘ &
(* = signifikanter Unterschied © o"“Q
p < 0,05 gegeniber der Kontrolle). \9§

Bei der Uberprifung auf eine mogliche Hemispharéaidinz zeigte sich (Abb. 3.25.), dass
die LA-LTP der nNOS-Knockout-Mausen — bei eineriggen n-Zahl — unter 10 uM
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Capsaicin in der rechten (145,1 + 7,8% [n = 4])gOwar als in der linken Hemisphare
(125,3 £5,8% [n = 3)).

3.6. Einfluss des CB1-Rezeptor-Antagonisten AM251

Untersuchungen aul3erhalb des Gehirns konnten zeilgess eine CB1-Aktivierung durch
Anandamid die Aktivitat der NO-Synthase verring@ella et al. 2008). Anandamid ist ein
endogener Agonist, der sowohl zur Aktivierung des”V1- und CB1-Rezeptors flhrt. Zuerst
wurde der Einfluss des CB1-Rezeptor-Antagonisten28M auf die LA-LTP untersucht

(Abb. 3.26.).

A B
250
, AM o

HFS

o Kontrolle

° 3 HM AN|251 ] 3 UM AM251,
HFS

Feldpotenzialamplitude (%)

a1

?
I
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(%2

0 T |
-30 -20 -10 O lO 20 30 40 50 60

Zeit in Minuten \1 mv

C 5ms
Abb. 3.26.: Einfluss von AM251 2507
auf die LA-LTP und Priifung auf >
Hemisphéarendifferenz. © 2007
A: Einfluss von 3 uM AM251 [n = 3 )
9] auf LA-LTP und Vergleich mit 2-150‘
Kontrollimessungen [n = 10]. @
B: Exemplarische Darstellung & 100 ¢"Rssmnragems
von Feldpotenzialen unter §
Kontrollbedingungen und unter 3 ‘g_ 50+ HES
UM AM251 vor und nach HFS. © ’ g “m mggi (Ireﬁhts)
C: Einfluss von 3 uM AM251 auf L o T T T i (links) 1
die LA-LTP der linken [n = 5] und 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60
rechten [n = 5] Hemisphaére. Zeit in Minuten
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Hierbei zeigte sich, dass sich die LA-LTP verglichemit Messungen unter Kontroll-
bedingungen (150,5 £ 5,5% [n = 10]) durch die Gate 3 uM AM251 (108,8 + 4,3% [n =
9)) signifikant reduziert wurde (p < 0,05). Die Alglung 3.26. C zeigt, dass der hemmende
Effekt von 3 uM AM251 in der rechten HemisphareZB1+ 4,5% [n = 5]) nicht signifikant
groRBer war als in der linken (105,3 + 6,8% [n =k 0,05).

Im nachsten Schritt wurde untersucht, inwieweit dlemmende Capsaicin-Effekt auf
die LA-LTP durch AM251 beeinflusst wird. Hierbeidakierte 3 uM AM251 bei Ko-
applikation mit 1 uM Capsaicin partiell den inhdsischen Effekt auf die LA-LTP (Abb.
3.27.): Die LA-LTP war bei Koapplikation mit Capsen signifikant erhdht (126,8 + 2,8% [n
= 10]) verglichen mit der alleinigen Gabe von 3 AM251 (108,8 + 4,3% [n = 9]; p < 0,05).
Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung de$-Ré&eptors an der Vermittlung der
Capsaicin-induzierten Inhibition der LA-LTP hin, &aine additive Wirkung zu beobachten

war.

—
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Q\/ HFS
o 2004
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=
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o 504 HES .
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Abb. 3.27.: Langzeitpotenzierung unter dem Einfluss von AM251 und Capsaicin.
A: Vergleich der Messungen nach Hochfrequenzstimulation unter 3 uM AM251 [n = 9] mit
Messungen bei Koapplikation von 3 pM AM251 und 1 puM Capsaicin [n = 10]. B:
Exemplarische Darstellung von Feldpotenzialen bei Koapplikation von 3 uM AM251 und 1
MM Capsaicin und unter 3 uM AM251 vor und nach HFS.
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Im letzten Schritt erfolgte die Uberpriifung, ob deinfluss auf die LA-LTP bei Ko-

applikation von 3 uM AM251 mit 1 uM Capsaicin eindiemispharenunterschied aufweist
(Abb. 3.28.). Dabei zeigte sich, dass sich die HLunter diesen Bedingungen nicht
signifikant in den Hemisphéaren unterschied (3 pMZ8 + 1 uM Capsaicin (links): 131,0 +
6,2% [n = 4] versus 3 uM AM251 + 1 uM Capsaicircfis): 122,5 + 2,6% [n = 6]; p > 0,05).

100~ meromm g

a1
<

HES o 3 UM AM251 + 1 uM Capsaicin (links)

0 e 3 uM AM251 + 1 uM Capsaicin (rechts)
T T T T T T T T 1

-30 -20 -10 0O 10 20 30 40 50 60

Zeit in Minuten

Feldpotenzialamplitude (%)

Abb. 3.28.: Einfluss von AM251 und Capsaicin auf di e LTP in der linken und rechten
Hemisphére.

Einfluss der Koapplikation 3 pM AM251 und 1 pM Capsaicin auf die LA-LTP der linken [n =
4] und rechten [n = 6] Hemisphare.

3.7. Zusammenfassung der Ergebnisse

Abbildung 3.29. soll abschlieRend die zentraleneBrgsse in Form eines Balkendiagramms
zusammenfassend darstellen. Capsaicin inhibiegte AiLTP UGber Aktivierung des TRPV1-
Rezeptors. Bei Koapplikation von Capsaicin mit L4NE und auch bei nNOS-Knockout-
Mausen fehlte diese Hemmung. Bei gleichzeitigereé3ain Capsaicin und AM251 wurde der
inhibitorische Capsaicin-Effekt auf die LA-LTP redert, obwohl der CB1-Rezeptor-

antagonist selbst einen starken hemmenden Effékti@iEC-induzierte LA-LTP hatte.

66



Ergebnisse
Zusammenfassung der Ergebnisse
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Abb. 3.29.: Zusammenfassendes Balkendiagramm der Me  ssungen unter Capsaicin, L-
NAME und AM251.
(* = signifikanter Unterschied p < 0,05)
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4. Diskussion

4.1. Die basale synaptische Ubertragung

Wie die Ergebnisse zeigen, konnten weder unter 1 noch unter 10 puM Capsaicin
Veranderungen der Input-/Output-Kurve in der ld@raAmygdala nachgewiesen werden.
Diese Konzentrationen von Capsaicin wurden auch Ruckenmark fur ahnliche
Untersuchungen verwendet (Yang et al. 1998, Kinalet2009). Allerdings liegen in der
Literatur bislang keine Daten vor, welche die Madign der Input-/Output-Kurve durch
Capsaicin beschreiben. Diese Ergebnisse wurder diiessungen der spontanen Freisetzung
von Glutamat aus der prasynaptischen Endigungixierif. Hierzu wurden postsynaptische
Strome als weiterer Parameter fiir die basale sigtiet Ubertragung mittels Patch-Clamp-
Ableitungen untersucht. In Zusammenarbeit mit Dhri€line Gebhardt wurden Miniatur-
Strome an coronalen Hirnschnitten juveniler Mausge+ 23 Tage) analysiert, die entstehen,
wenn nach Blockade der schnellen Natrium-Kanéle .baer GABA-Rezeptoren der
untersuchten Nervenzelle spontan synaptische Mesiker Exozytose den Transmitter
freisetzen. Bei den Ableitungen wurden isolierte BA&erge Strome (miniature inhibitory
postsynaptic currents, mIPSC) und glutamatergen&rfminiature excitatory postsynaptic
currents, mEPSC) gemessen. Dazu wurden durch dasl€si Kugelfisches (Tetrodotoxin)
spannungsabhangige Natrium-Kanale blockiert, umiofkpotenziale zu unterdriicken.
Aufgrund von Anderungen der Amplitude und/oder Bezquenz kann man auf post- oder
prasynaptische Wirkungen von Capsaicin schlieRemséicin (1 uM) hatte jedoch keinen
signifikanten Einfluss auf die Frequenz und Ammléwer mIPSCs und der mEPSCs. In der
lateralen Amygdala wird die basale synaptische §massion somit nicht durch Capsaicin
beeinflusst. Im Unterschied dazu erhoht Capsarmirspinothalamischen Trakt des Rucken-
marks die Frequenz von mEPSCs (Kim et al. 2009).

4.2. LA-LTP im horizontalen und coronalen Hirnschnitt

Neben der Prifung eines Einflusses von Capsaicin déel LA-LTP wurden in der
vorliegenden Arbeit erstmalig EC-induzierte LTPder lateralen Amygdala in horizontalen

und coronalen Hirnschnitten unter gleichen Abladihgungen registriert und miteinander
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verglichen. Wie in den Ergebnissen dargestellt, digr LA-LTP in coronalen Schnitten
geringer ausgepragt als in horizontalen. Dieseseliing ist mit elektrophysiologischen
Untersuchungen in Einklang zu bringen, wonach iittiische Mechanismen in horizontalen
Hirnschnitten schwécher sind als in coronalen Stgmi(Samson et al. 2003, Samson & Pare
2006). Neuroanatomische Untersuchungen konnterrfeigen, dass im horizontalen Hirn-
schnitt bei EC-Reizung kortikale Fasern gereiztdear(von Bohlen und Halbach & Albrecht
2002), wohingegen im coronalen Hirnschnitt in detemen Kapsel grof3tenteils Afferenzen
aus sensorischen Kortexarealen aktiviert werder®{des et al. 1985).

Untersuchungen mittels des radioaktiv markiertétPV1-Agonisten Resiniferatoxin
konnten ein héheres TRPV1-Bindungsvermdgen im a@rirHorn des Ruckenmarks zeigen,
wahrend dies in der Amygdala schwécher ist (Szadkaal. 1995, Acs et al. 1996, Szabo et al.
2002). In Kooperation mit Prof. Dr. Oliver von Behl und Halbach wurde immunhisto-
chemisch die TRPV1-Lokalisation innerhalb der einge amygdalaren Regionen genauer
analysiert. Dabei konnte Uberraschenderweise gewnsglen, dass das TRPV1-Protein im
lateralen Kern starker exprimiert wird als im zafgn Kern. Ob diese TRPV1-Rezeptor-
kanéle in der lateralen Amygdala auch funktionktivasind, sollte im néchsten Arbeitsschritt
untersucht werden. Hierbei konnte erstmalig gezeigtden, dass Capsaicin die LA-LTP
dosisabhéangig sowohl im horizontalen als auch e Hirnschnitt inhibiert. Der
Capsaicin-Effekt ist nicht altersabhangig, da Ceosalie LA-LTP sowohl bei 18 — 23 Tage,
8 — 12 Wochen und auch 1 Jahr alten Mausen henunteere Ergebnisse zeigten dartber
hinaus, dass der Capsaicin-Effekt nicht geschlabhtingig ist. Neben diesen Ergebnissen
sollten im Folgenden zwei neuroanatomischen Fragaohgegangen werden, ob der
Capsaicin-Effekt a) hemispharendifferent und b)®tenulation unterschiedlicher Afferenzen
reproduzierbar ist.

In Kontrollmessungen konnte gezeigt werden, dassAdplitude der LA-LTP in der
linken Hemisphare signifikant grof3er ist als in derhten Hemisphare. Solche Hemispharen-
differenzen konnten nicht in der CA1-Region despggampus gefunden werden (Schubert
et al. 2005). Es wurde im weiteren Schritt untensumb auch der Capsaicin-Effekt
hemispharendifferent ist. Der hemmende CapsaidiekEauf die LA-LTP war in der rechten
Hemisphare groRer als in der linken. Bisher unvenilichte Befunde aus dem Labor

konnten ebenfalls zeigen, dass auch bei nNOS-KnadWéusen der Capsaicin-Effekt
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hemispharendifferent ist. Asymmetrien in der reschtend linken Hemisphare sind nicht

ungewdhnlich und wurden schon in einer Vielzahl eard Kontexte untersucht. Es gibt

beispielsweise Asymmetrien bezuglich der Verteilwmn Serotonin in der Amygdala

(Andersen & Teicher 1999). Haufig ist beispielsweesgich der regionale Blutfluss innerhalb
der Amygdala lateralisiert (Schneider et al. 198aas et al. 2004). L&sionsstudien an
Menschen wie auch an Tieren fihrten zu der Verngjtdiass der rechten Amygdala eine
vorherrschende Rolle beziglich der Genese des vergstitens zuzuschreiben ist (Gazzaniga
et al. 1977, LeDoux et al. 1977, Baker & Kim 2004).

Weiterhin wurde untersucht, ob der Capsaicin-Effkf die LA-LTP inputspezifisch
ist. Bei der intranuklearen Reizung werden — velgin mit der EC-Reizung — Afferenzen
auch aus anderen Amygdala-Kernen stimuliert. Difuisie der vorliegenden Studie zeigen,
dass Capsaicin sowohl bei intranuklearer als awHER-Reizung eine Hemmung der LA-
LTP bewirkte. Es liegt somit kein inputspezifischgffekt vor, obwohl die beteiligten
Mechanismen, die in die Induktion der LTP involvieind, inputspezifisch differieren. Die
LTP ist bei IN-Reizung nur von der Aktivitdt des NIM-Rezeptors abhangig, wohingegen
die Induktion der EC-LTP in der lateralen Amygdaiam NMDA-Rezeptor und L-Typ-
Kalzium-Kanal abhangig ist (Drephal et al. 2006).

Zusammenfassend kann man schlussfolgern, dassaiCapsginen Einfluss auf die
synaptische Langzeitplastizitat in der lateralenyddala nach tetanischer Stimulation hat.
Erste Hinweise, dass der TRPV1-Rezeptor in pldsisdrozessen nicht nur im Ruckenmark
sondern auch in zentralen Strukturen des limbis@&ytems involviert ist, stammen aus den
letzten Jahren. Im Gegensatz zu unseren Befunderdeawu lateralen Amygdala fazilitiert
Capsaicin die LTP in der CAl-Region des Hippocamfliuset al. 2008). Des Weiteren
konnten Marsch et al. (2007) zeigen, dass Mausejéreen durch genetische Manipulation
das TRPV1-Gen inaktiviert wurde, eine verminderiigpbcampale LTP aufweisen. Diese
beiden Befunde waren mit der Hypothese in Einklzmdpringen, dass Capsaicin die LTP im
Hippocampus verbessert. Im Folgenden soll beangivaverden, worauf dieser scheinbar
qualitative Unterschied des Capsaicin-Einflussed die synaptische Plastizitdt im
Hippocampus und in der Amygdala beruhen kénnte.hBlbswerden nachfolgend die

methodischen Unterschiede der oben genannten Rtibhken im Vergleich zur vorliegenden
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Arbeit aufgezeigt, die als Ursache der divergieeendCapsaicin-Wirkung auf die
Langzeitpotenzierung herangezogen werden kdnnen.

Bei der Untersuchung des TRPV1-Proteins ist vomeB&ung, dass der TRPV1-
Rezeptor durch hohe Temperaturen im noxischen &eraiktiviert wird (Cesare &
McNaughton 1996, Reichling & Levine 1997). Um Bederunter méglichst physiologischen
Bedingungen zu erhalten, wurde bei den Experimet¢evorliegenden Arbeit der Hohlraum
Uber eine Heizplatine auf 35 + 1° Celsius behddrt. Gebhardt konnte unter den gleichen
Temperaturen bei Capsaicin-Gabe eine Hemmung deiLTRA mittels Patch-Clamp-
Ableitungen nachweisen, wahrend bei Raumtempeiaume LTP induzierbar war (bisher
unveroffentlichte Daten). Die Experimente von Marsst al. (2007) tuber den Capsaicin-
Einfluss auf die hippocampale LTP wurden jedoch Be&iumtemperatur durchgefihrt.
Insgesamt ist der Vergleich der Befunde aus der ¢gdala und aus der CAl-Region des
Hippocampus aufgrund des unterschiedlichen neutoamschen Aufbaus schwierig (z.B.
Lamellierung des Hippocampus versus nicht lamé#lieAufbau der Amygdala). Da der
TRPV1-Rezeptorkanal erst bei Temperaturen Uber £2I8ius aktiviert wird, ist es eher
unwahrscheinlich, dass die gewahlten Temperatugmwend der Experimente ursachlich fur
den Capsaicin-vermittelten Effekt auf die Langzetigmzierung sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Narkose deaul! vor Dekapitierung Ather
benutzt, da eine Vorbehandlung mit Isofluran diephtade der LTP schwéacher ausfallen
lasst als nach Ather. Das (bliche Narkotikum bepsaécin-Experimenten an Hirnschnitten
ist jedoch Isofluran. Es existieren bislang keinefuBde, dass Ather den TRPV1-Rezeptor
moduliert. Im Gegensatz dazu gibt es eine Vielzainl Publikationen, die unter Isofluran
eine Beeinflussung diverser lonenkanale belegenmf@gna et al. 2003). So konnte
nachgewiesen werden, dass auch der TRPV1-Rezeptoh dsofluran sensibilisiert wird
(Cornett et al. 2008, Matta et al. 2008). Diesesain®men wurde beispielsweise im
Ruckenmark beobachtet (Harrison & Nau 2008). Auchder lateralen Amygdala konnte
unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass Capsaicin naefer tikurzer Isofluran-Narkose
Uberraschenderweise eine Verstarkung der LTP btawifknverdffentlichte Daten). Es ist
auch bekannt, dass Ethanol den TRPV1-Rezeptor sksisren kann (Kapitel 1.3.5.).
Unveroffentlichten Befunden der Arbeitsgruppe zgéolerstarkt Capsaicin die LA-LTP bei

mit Ethanol (10 mM) vorbehandelten Hirnschnitten.
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Da in einer Reihe von Untersuchungen Isofluran alsasthetikum vor der
Hirnentnahme zur Gewinnung von Hirnschnitten benuizirden, kann man deshalb
vermuten, dass die Aussagen zum TRPV1 sich somifich@uf Experimente mit dem
sensibilisierten TRPV1-Rezeptor beziehen. Es ishdd notwendig, zwei verschiedene
Erklarungsansatze bezuglich des Capsaicin-Einftluse# die Langzeitpotenzierung heran-
zuziehen: a) unter Ather-Narkose und b) unter isafi-Narkose (Kapitel 4.5.). Nachfolgend
soll jedoch zunéchst geklart werden, ob es sich de#n Capsaicin-Einfluss um einen

spezifischen Effekt handelt.

4.2.1. Rezeptorspezifitat

Capsaicin beeinflusst die Langzeitpotenzierung ld&aralen Amygdala, doch wird dieser
Effekt auch Uber die Stimulation des TRPV1-Rezeptmrmittelt? Man kann spekulieren,
dass im Falle einer unspezifischen Wirkung von @mps auch die basale Aktivitat
beeinflusst werden konnte. Wie im Kapitel 4.1. distrt wurde, lasst Capsaicin jedoch die
basale synaptische Transmission der lateralen Aaiggdnbeeinflusst. Im Verlauf der
experimentellen Arbeit wurde vermutet, dass Capsaijgezifisch den TRPV1-Rezeptorkanal
aktiviert. Um diese Hypothese zu verifizieren, wairder TRPV1-Antagonist Capsazepin
verwendet, da dieser im Vergleich zu Ruthenium Redzifischer das TRPV1-Protein
inhibiert. Ruthenium Red blockiert nicht nur denFA\RL-Rezeptor, sondern bindet schon bei
geringeren Konzentration unspezifisch an eine Miglzvon anderen lonenkanélen. Des
Weiteren blockiert Ruthenium Red intrazellulare an-Transport-Prozesse und erhoht
damit das intrazellulare Kalzium (Rossi et al. 1973

Capsazepin blockierte dosisabhangig die Capskiemmung der LA-LTP und
weiterfuhrende Untersuchungen der Arbeitsgruppgteej dass die Capsaicin-vermittelte
Hemmung der LA-LTP in TRPV1-Knockout-M&usen nictegproduzierbar war. Diese
Befunde bekréftigen die Hypothese eines TRPV1-§gehen Effekts von Capsaicin.
Obwohl Capsazepin spezifisch den TRPV1-Rezeptorcki#a, wird in der Literatur
beschrieben, dass Capsazepin in bestimmten GamtgeNervensystems auch andere Kanéle
beeinflussen kann. In sensorischen Nervenfaserntgrivurzelganglion) kann Capsazepin
beispielsweise spannungsabhangige Kalzium-Kanabekigren (Docherty et al. 1997).
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Obwohl die LA-LTP bei EC-Reizung im horizontalenh8it vom L-Typ-Kalzium-Kanal
abhangig ist (Drephal et al. 2006), scheint einps@aepin-verursachte Blockierung dieser
Kanale aus folgendem Grund sehr unwahrscheinlitiiteh Experimenten der vorliegenden
Arbeit wurde namlich gezeigt, dass Capsazepin éd.ILP unter Capsaicin fazilitiert. Eine
unspezifische Capsazepin-vermittelte Hemmung volzim-Kanalen misste demzufolge
den gegenteiligen Effekt bewirken. In einer andefebeite wird beschreiben, dass in den
trigeminalen Ganglien Capsazepin dékotinergen_Aetylctolin-Rezeptor (nACh-Rezeptor)
blockieren kann (Liu & Simon 1997). In der lateraldmygdala erscheint jedoch die
Blockierung dieses Rezeptors durch Capsazepinwehahrscheinlich, da eine Aktivierung
von nACh-Rezeptoren die LTP fazilitiert (Huang ét 2008). Eine Blockierung dieses
Rezeptors durch Capsazepin misste demzufolge metr &erschlechterung der LA-LTP
einhergehen. Zusammenfassend kann festgestellt emerdlass eine unspezifische
Beeinflussung der oben genannten Kanale zu einen, id der vorliegenden Arbeit
erhobenen Befunden, gegensatzlichen Effekt fihrersste. Man kann deshalb davon
ausgehen, dass es sich bei der Capsaicin-vermitléfmmung der LA-LTP um einen
rezeptorspezifischen Effekt handelt. Diese Annahwird dadurch bekraftigt, dass auch in
weiterfihrenden Untersuchungen der Arbeitsgruppderan TRPV1-Antagonisten (z.B.
AMG9810) fahig waren, die Capsaicin-vermitteltend&rungen der amygdalaren Plastizitat

zu blockieren (unveréffentlichte Daten).

4.2.2. Bedeutung GABAerger Interneurone

Im Verlauf der experimentellen Arbeit stellte sitle Frage, wie aus einer — Uber die TRPV1-
Aktivierung resultierenden — Depolarisation der M&e eine Hemmung der Langzeit-
potenzierung resultieren kann. Es wurde darauflien Atbeitshypothese aufgestellt, dass
Capsaicin GABAerge Interneurone aktivieren und deldudie Hemmung der Capsaicin-
induzierten LA-LTP vermitteln kbnnte. Da eine Eialehung der GABAergen Transmission
in Capsaicin-vermittelte Plastizitatsveranderungerder Amygdala noch nicht untersucht
wurde, wurden Befunde Uber den Capsaicin-Einflus$ @ie GABA-Freisetzung im

Ruckenmark zur Analyse herangezogen. Die Ergebrsss# jedoch widerspriichlich, da
Capsaicin beispielsweise in den Neuronen der Lanlindie GABA-Freisetzung sowohl

steigern als auch senken kann (Zhou et al. 2007).

73



Diskussion
LA-LTP im horizontalen und coronalen Hirnschnitt

In  Kooperation mit Dr. Gebhardt wurden spontanestpmaptische Stréme
(spontaneous gstg/naptic_airrents, sPSC) abgeleitet. Im Gegensatz zu derrsirgieung der
Miniatur-Strome wurde hierbei Tetrodotoxin nichnhgéwaschen, so dass auch die durch
Aktionspotenziale evozierte Transmitterfreisetzungemessen werden. Im Unterschied zu
den Daten, welche im Ruckenmark (Substantia gelséinder Ratte registriert wurden und
eine Zunahme der sEPSC-Frequenz unter Capsaigarz&onnten (Yang et al. 1998), hatte
Capsaicin (5 uM) bei den Messungen von Dr. Gebhardter lateralen Amygdala keinen
signifikanten Einfluss auf die Frequenz und Ampulgwon sEPSCs.

Um eine mdogliche Rolle GABAerger Interneurone lggiohh des inhibitorischen
Caspaicin-Effekts auf die LA-LTP zu klaren, wurderdselektive GABA-Rezeptor-
Antagonist Gabazin und Capsaicin koappliziert. Bgti durch die extrazellularen
Ableitungen wurden anfangs geringe Gabazin-Kona#iotten verwendet, um eine
Desynchronisation der Neurone zu vermeiden. De&Ediebnisse auf eine additive Wirkung
von Capsaicin und Gabazin hinwiesen, wurden zush&lExperimente durchgefuhrt, die
durch hohe Kalzium- und Magnesium-Konzentrationde &rregbarkeit der Neurone
reduzierten. Bei diesen Experimenten konnte keifié In der lateralen Amygdala ausgel6st
werden. Hohe Gabazin-Konzentrationen fuhrten daaruddass die hochfrequente Reizung
LTP induzierte. Allerdings verursachte Capsaicinhabei 3 mM C&/Mg**-Konzentrationen
eine Hemmung der LTP. Auch unter Blockade des GAR&zeptors durch CGP konnte die
Capsaicin-induzierte Reduzierung der LTP nicht gonésiert werden.

Die Experimente mit GABA-Rezeptor-Antagonisten gesi, dass GABAerge
Interneurone nicht in den Mechanismus der Capsamimittelten Verdnderung der
Plastizitdt involviert sind. Zusatzliche Patch-Ciambleitungen von einzelnen
Projektionszellen der lateralen Amygdala durch D&Gebhardt bestatigten diese
Schlussfolgerung, da unter kompletter Blockade @A8AA-Rezeptors Capsaicin in diesen
Ableitungen ebenfalls eine Capsaicin-vermittelte mdeung der LA-LTP verursachte

(unveroffentlichte Daten).
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4.3. Stickstoffmonoxid (NO)

Die Forschungen der letzten Jahre zeigen, dass iN©wachtige Rolle in der neuronalen
Plastizitat in der Amygdala zu spielen scheint. REDn durch drei unterschiedliche Enzyme
synthetisiert werden: durch dieeuronale (nNOS), die nelotheliale (eNOS) und die
induzierbare_NEBynthase (INOS). Es ist bekannt, dass Projektionmemeuder lateralen
Amygdala nNOS exprimieren (Schafe et al. 2005).der medialen Amygdala erhoht
Capsaicin die Expression der nNOS (Okere et alOR0Bn horizontalen Schnitt ist der
Einfluss von NO auf die LA-LTP bislang unklar gadtien. Friihere Ergebnisse aus unserem
Labor lieRen einen NO-Einfluss zumindest auf die-IlD vermuten, da der NO-Donor
SNAP EC-induzierte LTD verursacht (Albrecht 200&us diesem Grund sollte untersucht
werden, ob NO die LA-LTP im horizontalen Schnitelglusst.

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte erstmgkgeigt werden, dass im
horizontalen Schnitt durch die Hemmung der NO-Sgs¢hmittels L-NAME die LA-LTP re-
duziert wird. Es konnte jedoch nicht hinreichendlge werden, welche unterschiedlichen
Rollen die verschiedenen NOS-Subtypen spielen. iersuchungen von Demas et al.
(1999) zeigen, dass sich die eNOS an den amygdaBimgefaRen befindet und nicht in der
neuronalen Population. Obwohl die eNOS in der CALiBn des Hippocampus auch nur
durch Gefal3e exprimiert wird, ist das Enzym denrencirlastizitatsdnderungen beteiligt. Um
die Rolle der nNOS bei der Ausbildung der LA-LTP untersuchen, wurden die Starke der
LA-LTP eine Stunde nach HFS von nNOS-Knockout- umdiOS-Wildtyp-Mausen unter
Kontrollbedingungen miteinander verglichen. Die BQ@uzierte hochfrequente Reizung
verursachte bei den nNOS-defizienten Mausen zwa geringere, aber nicht signifikante
Reduzierung der LA-LTP im Vergleich zum Wildtyp. €3e Ergebnisse kénnten auf eine
geringe Beteiligung der nNOS an Plastizitatsdndggonin der Amygdala hinweisen.
Ahnliche Befunde zu nNOS-Knockout wurden auch in @A1-Region des Hippocampus
erhoben (O'Dell et al. 1994). Jedoch sollte Folgsrukriicksichtigt werden:

1. Bei der Untersuchung des Einflusses von Sti¢lkstmoxid wurden Experimente mit
L-NAME an 8 — 12 Wochen alten Tieren durchgefuiv@hrend die nNOS-Knockout-

und nNOS-Wildtyp-Mause ein Jahr alt waren. Bei fislgeren Mausen wurde die LA-
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LTP durch NOS- Inhibition gehemmt, wahrend sioh IdA-LTP bei den nNOS-Mé&ausen
nicht signifikant unterschied. Dieses ErgebnisedthBefunden aus der CAl-Region
des Hippocampus, wo die LTP durch Inhibition d€d-Synthase in juvenilen Ratten
gehemmt wird, wahrend in adulten Tieren keine /Aundg der LTP resultiert
(Williams et al. 1993). Colas et al. (2008) kormgeigen, dass nicht nur die Expression
von NNOS im Hippocampus im Alter abnimmt (Vergkeicon 2 Monate alten und 1
Jahr alten Tieren), sondern dass auch die nNOS&fst im Alter verringert ist.
Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dassAdieahl nNOS-exprimierender
Nervenzellen in fast allen Abschnitten der Amygdad adulten im Vergleich zu den
juvenilen Tieren reduziert ist (Joo et al. 200Ausammenfassend scheint die NO-
Produktion in der Amygdala altersabhangigen Veeamdgen zu unterliegen und der
Einfluss von nNOS bei der Ausbildung der LA-LTReasabhéngig abzunehmen.

2.  Selbst bei nNOS-Knockout-Mausen sind noch Spliaganten der nNOS nachweisbar
und somit ist keine vollstdndige Inaktivierung dereuronalen NO-Synthase

gewahrleistet (Eliasson et al. 1997).

Wenn man davon ausgeht, dass die Rolle der nNOSdériAusbildung der LA-LTP
eventuell geringer sein kbnnte als angenommen, d&mmte die endotheliale NOS ein
weiterer moglicher Kandidat sein, der in den Medbmen der Ausbildung der LA-LTP
involviert ist. L-NAME blockiert unspezifisch dieemronale und endotheliale NOS, wahrend
bei NNOS-Knockout-Mausen die eNOS weiterhin expeitwird. Dass die LA-LTP unter L-
NAME gehemmt wurde, kbnnte fur eine Rolle der eNi@Sler Ausbildung der LA-LTP
sprechen. Diese Befunde decken sich mit Untersiggmraus dem Hippocampus. Dort
konnten namlich Hopper und Garthwaite (2006) zeigeéass die Inhibition der eNOS
ebenfalls mit einer Verringerung der LTP einhergéh&in kann sich vorstellen, dass eine
Kommunikation zwischen den Endothelzellen und Neeroiber das durch die eNOS ge-
bildete NO bestehen kénnte. Versucht man nun deleiirvorliegenden Studie beschriebenen
L-NAME-Einfluss auf die LA-LTP mit Ergebnissen aus-vivo-Untersuchungen zu
vergleichen, so kann auch bei Pawlowscher Angsikioncerung die NO-Produktion steigen
(Izquierdo et al. 2006).
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Es ist bislang nicht hinreichend geklart, ob sigh Einfluss von NO auf die LA-LTP
abhangig von der Stimulation unterschiedlicher Adfeen unterscheidet. Schafe und
Mitarbeiter (2005) zeigten, dass die LA-LTP beil#éimaischem Input zur lateralen Amygdala
durch NOS-Inhibitoren gehemmt wird. Im Gegensatzudavurden bei den von uns
durchgefihrten Experimenten zur Untersuchung des-EM@usses auf die LA-LTP
horizontale Hirnschnitte genutzt und kortikale Fasdurch EC-Reizung stimuliert. Als einen
wichtigen Signalweg, durch welchen NO seine Wirkwagmittelt, wird der cGMP/cGK-
Signalweg angesehen. Paul et al. (2008) konnter®ki-Knockout-Mause eine reduzierte
LTP in der lateralen Amygdala sowohl bei thalaméuhals auch bei kortikalem Input
nachweisen. Diese Daten unterstitzen unsere Befwaegach NO zumindest bei juvenilen
Mausen eine wichtige Rolle fur die Ausbildung dek-LTP auch bei Reizung kortikaler
Fasern zu spielen scheint.

Interessanterweise konnte aul3erhalb des Gehireiggeverden, dass Capsaicin die
NO-Produktion steigern kann (Cella et al. 2008)ps2aepin war in der Lage, diesen Effekt
zu blockieren. Aus diesem Grund wurde untersucht, Aaderungen der NO-Produktion
verantwortlich fur die Capsaicin-vermittelte Hemrguther LA-LTP sein kénnten. Es konnte
gezeigt werden, dass der NOS-Inhibitor L-NAME diap&aicin-vermittelte LA-LTP-
Hemmung blockierte. Somit scheint NO in der Verimity des Capsaicin-Effekts auf die LA-
LTP involviert zu sein. Generell konnten die Meggem der vorliegenden Studie unter L-
NAME die Frage nicht hinreichend beantworten, ob @apsaicin-Effekt Uber die Aktivitat
der nNOS oder eNOS realisiert wird. Da der Capsaiermittelte Effekt in nNOS-Knockout-
Mausen fehlte, wohingegen im nNOS-Wildtyp der seppive Capsaicin-Einfluss
reproduzierbar war, kann geschlussfolgert werdass dbei der Capsaicin-vermittelten LTP-
Hemmung die neuronale NOS eine Rolle zu spielereisthAusgehend von den in dieser
Studie erzielten Ergebnissen kann man vermuters, elag Capsaicin-vermittelte Hemmung
durch eine reduzierte NO-Produktion zustande komrké@nnte. Eine verminderte NO-
Produktion wirde prasynaptisch weniger Glutamaisdteen, somit den NMDA-Rezeptor
unzureichend aktivieren, so dass in der LA die NMawhangige LTP reduziert ware
(Drephal et al. 2006).
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Es existieren jedoch bislang wenige Untersuchungeischen dem Zusammenhang der
TRPV1- und NOS-Aktivitat, wobei keine Befunde dazuler lateralen Amygdala vorliegen:

1. Im Spinalganglion scheint der NO-Donor SNAP TRFREzeptoren zu aktivieren
(Miyamoto et al. 2009).

2. In den Mesenterialarterien der Ratte konnte igezeerden, dass Capsaicin oder
Anandamid die NO-Freisetzung steigern, wobei diesch Capsazepin oder AM251
blockiert werden kann (Poblete et al. 2005).

Die Befunde aus der Literatur weisen darauf hirgsdauch in der lateralen Amygdala die
Aktivierung des TRPV1-Rezeptors eine verstarkte RiOduktion bewirken konnte. Méchte
man die Befunde der vorliegenden Untersuchung desteerscheint die Vermutung auf den
ersten Blick widersprichlich, dass die Capsaicirmitelte Hemmung durch eine reduzierte
NO-Produktion vermittelt wird. Aus diesem Grund derim Verlauf davon ausgegangen,
dass der TRPV1-Rezeptor nicht fur eine reduzief@eMioduktion verantwortlich ist. Auf der
Grundlage dieser Befunde kann man davon ausgehass dusatzlich ein weiterer
Neurotransmitter bei der Capsaicin-vermittelten iHemg der LA-LTP eine Rolle spielen
kobnnte. Anandamid wird auch als Hybrid-EndocannaibiEndovanilloid-Ligand
bezeichnet, da es sowohl den TRPV1- als auch dehRxZeptor aktivieren kann. In der
Literatur werden folgende Zusammenhdnge beschrjelak® eine Involvierung von

Anandamid im Mechanismus des Capsaicin-Effektesiutn lassen:

1. Eine Arbeitsgruppe konnte aullerhalb des Gehimigen, dass TRPV1-Stimulation
durch den TRPV1- und CB1-Agonisten Anandamid di®@SNAktivitat erniedrigt
(Cella et al. 2008). Des Weiteren konnte die Geupgigen, dass durch die gleichzeitige
Blockierung des CB1- und CB2-Rezeptors (durch AlM28d AM630) die NOS-
Aktivitdt erhoht wird, wahrend bei zusatzlicher kl@avon Anandamid diese NOS-
Aktivitditszunahme wieder blockiert wird.

2. Anandamid senkt in Makrophagen die NO-Produk¢{©offey et al. 1996).
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Da aul3erhalb des Gehirns ein Zusammenhang der NdHRron und des CB1-Rezeptors
bzw. dessen Agonist Anandamid beschrieben wirddevum nachsten Schritt der Einfluss
des CB1-Rezeptor-Antagonisten AM251 auf die LA-LIrRersucht.

4.4, Der CB1-Rezeptor

Die funktionelle Rolle des CB1-Rezeptors in der Ayugla und im Hippocampus ist
weitgehend unverstanden. In der vorliegenden Stwdiede gezeigt, dass der CB1-
Rezeptorantagonist AM251 im horizontalen Schnig dA-LTP unter Kontrollbedingungen
reduziert. Es wurde AM251 genutzt, da er eine ZMthohere Selektivitdt gegentber dem
CB2-Rezeptor aufweist. Im Vergleich zu RimonabaBR141716) ist er potenter und
selektiver (Muccioli & Lambert 2005, Mackie 2008} dass die Ergebnisse der Messungen
fur einen spezifischen Effekt sprechen. Zudem declech diese Befunde mit
Untersuchungen aus dem Hippocampus, wo AM251 eltemfi@ LTP hemmt (de Oliveira
Alvares et al. 2006, Abush & Akirav 2009).

Vom Hippocampus ist ferner bekannt, dass bei CBdeR®r-Aktivierung die LTP
inhibiert wird (Nowicky et al. 1987, Terranova ét #995). Es stellt sich die Frage, wieso die
Langzeitpotenzierung durch AM251 vermindert ist,nwedadurch ein Rezeptor blockiert
wird, der bei Stimulation die hippocampale LTP radu. Um eine Antwort darauf zu finden,
wird in der Literatur die Lokalisation des CB1-Rpi#s zur Klarung herangezogen: Um den
Einfluss des CB1-Rezeptors auf die LTP-Induktiorrst@ndlich zu machen, existieren
unterschiedliche Erklarungsansétze entsprechendederuteten dominierenden Lokalisation,
a) auf glutamatergen und b) auf GABAergen Neuronen.

Katona et al. zeigten (2001), dass der CB1-Rezeptadier lateralen Amygdala stark
exprimiert wird. Elektrophysiologische und immurtbishemische Analysen zeigten, dass der
CB1-Rezeptor in der Amygdala grof3tenteils auf GABf® Interneuronen lokalisiert ist
(Katona et al. 2001), wobei die mRNA des CBl-Rezeptauch aullerhalb dieser
Interneurone nachweisbar ist (Marsicano & Lutz 199@nliche Befunde existieren aus dem
Hippocampus, wo der CB1-Rezeptor in GABAergen urnitvas weniger auch in
glutamatergen Neuronen und deren Endigungen exgtimird. In der Amygdala, wie auch
im Hippocampus, ist der CB1-Rezeptor groldtenteissynaptisch lokalisiert, wodurch bei

CB1-Rezeptor-Aktivierung die Freisetzung von Neraonsmittern moduliert werden kann. Es

79



Diskussion
Der CB1-Rezeptor

ist deshalb denkbar, dass AM251 grofitenteils di€&s&BAergen Interneuronen lokalisierten
CB1-Rezeptoren blockiert und dadurch beispielsweise GABA-Freisetzung indirekt
steigert. Es bleibt kritisch anzumerken, dass AM2&ben der Antagonistenwirkung auch
eine Funktion als inverser Agonist hat (Muccioli &ambert 2005). AM251 kann
Mechanismen der intrazellularen Signaltransdukkbieeinflussen, beispielsweise die Bindung
von GTRS inhibieren oder die cAMP-Produktion verbessercl(®&ughlin et al. 2006).
Obwohl AM251 die Starke der LTP reduzierte, flhite Koapplikation von AM251
und Capsaicin nicht zu einem additiven Effekt, ssndreduzierte die Capsaicin-vermittelte
Hemmung der HFS-induzierten LTP. Dieses Ergebrgs t@he, dass der CB1-Rezeptor in
der Capsaicin-vermittelten LTP-Hemmung beteiligt Ausgehend von unseren Ergebnissen,
die die Beteiligung GABAerger Neurone unwahrscheinimachen (Kapitel 4.2.), kann man
postulieren, dass die Bildung von Endocannabino&ea Rolle spielen kénnte. Anhand der
Abbildung 4.1. soll nachfolgend ein Schema zur Edéung des moglichen Capsaicin-

Effektes nach Ather-Narkose herangezogen werden:

1. Die Experimente bei Blockierung des CB1-Rezeptord die Experimente an nNOS-
Knockout-Mausen lassen vermuten, dass postsynbptiSRPV1-Rezeptoren aktiviert
werden. Durch Stimulation des TRPV1-Rezeptors k&mmnandamid oder andere
Endocannabinoide gebildet werden, die retrogradptésynaptisch lokalisierten CB1-
Rezeptor aktivieren. Es konnte namlich gezeigtdeey dass eine TRPV1-Aktivierung
die Anandamid-Synthese reguliert (Téth et al. 3009

2. Uber die Stimulation der CB1-Rezeptoren wiirde@nndkalium-Kanéle aktiviert (Dead-
wyler et al. 1995, Mackie et al. 1995) bzw. KatmiKandle gehemmt werden
(Caulfield & Brown 1992, Mackie & Hille 1992).

3. Da GABAerge Interneurone nicht in den Mechanisnaier Capsaicin-vermittelten
Veranderung der Plastizitat involviert zu sein esobn, kann davon ausgegangen
werden, dass die Glutamat-Freisetzung Uber diemuition von CB1-Rezeptoren
reduziert werden konnte. Das verminderte Glutak@@inte die Postsynapse nicht
ausreichend depolarisieren, um die mit Magnesioneh blockierten NMDA-
Rezeptorkanéle zu aktivieren. Eine insuffizientdDA-Rezeptor-Aktivierung wére die

Folge.
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Abb. 4.1.: Mdgliche Mechanismen der Capsaicin-vermi  ttelten Hemmung der LA-LTP
nach Ather-Narkose.

Durch TRPV1-Aktivierung kdnnte Anandamid gebildet werden (1). Der durch Anandamid
stimulierte CB1-Rezeptor aktiviert Kalium-Kanéle und inhibiert Kalzium-Kandle (2), wodurch
die Depolarisation der prasynaptischen Endigung reduziert wird und dadurch weniger
Glutamat freigesetzt wird (3) und Uber eine reduzierte Aktivierung der NMDA-Rezeptoren
indirekt die NOS-Aktivitat gemindert wird (4).

4. Daraus wirde eine reduzierte NOS-Aktivierungultesren, so dass der fordernde
Einfluss von NO auf die prasynaptische Glutamaidetzung fehlen wirde und somit

die LA-LTP nach Capsaicin-Wirkung reduziert wéare.
Der Nachweis einer reduzierten NO-Synthese sallteeiterfihrenden Untersuchungen mit

Hilfe von Imaging-Verfahren untersucht werden. Eraduzierte Glutamat-Freisetzung nach

Capsaicin-Wirkung lieRe sich in Patch-Clamp-Untesungen von NMDA-Stromen messen.
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4.5. Isofluran-Narkose

Das im vorherigen Kapitel entworfene Schema erld@tmoglichen Mechanismen, die bei
der Capsaicin-vermittelten Hemmung der LA-LTP nakther-Narkose involviert sein
konnten. Doch wie im Kapitel 4.4. diskutiert, koanelektrophysiologisch nachgewiesen
werden, dass Isofluran den TRPV1-Rezeptor sersdiili(Cornett et al. 2008, Matta et al.
2008). Interessanterweise liegen auch Untersuchudber den Einfluss von Isofluran auf
kognitive Prozesse vor: Dutton et al. (2001) zeigtdass sich unter Isofluran kognitive
Leistungen verschlechtern kénnen und die Furchtitimmierung beeinflusst wird (Dutton et
al. 2002, Rau et al. 2009). Wie schon in der Einhg ausgeftihrt wird die laterale Amygdala
als der Ort angesehen wird, wo bei Furchtkonditomg die Assoziation zwischen dem
konditionierten und unkonditionierten Reiz stattiéh. Es kann deshalb spekuliert werden,
dass Isofluran Einfluss auf plastische Prozesselateralen Amygdala nehmen konnte.
Eventuell konnte der TRPV1-Rezeptor dabei invotvéein. Ausgehend von einer mdglichen
Sensibilisierung des TRPV1-Proteins durch Isoflunard im Folgenden ein zweites Modell
erlautert, welches die Capsaicin-vermittelte Faeiung der LA-LTP nach Isofluran-Narkose
erklaren konnte (Abbildung 4.2.):

1. Der bedeutende Unterschied zum vorherigen Schiemalie Sensibilisierung des
TRPV1-Rezeptorkanals durch die Isofluran-Narkose.

2. Postsynaptisch kdonnte dadurch verstarkt Anandlagabildet werden, welches neben
der Wirkung auf CB1-Rezeptoren die prasynaptisch®®PV1-Rezeptoren aktiviert.
Durch die Sensibilisierung konnten die TRPV1-Rézegm zudem auch durch

Capsaicin verstarkt stimuliert werden.
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Abb. 4.2.: Mégliche Mechanismen der Capsaicin-vermittelt ~ en Fazilitierung der LA-LTP
nach Isofluran-Narkose.

Isofluran kdnnte TRPV1-Rezeptoren sensibilisieren (1), so dass diese durch Capsaicin und
Anandamid verstarkt aktiviert werden (2) und die Prasynapse depolarisiert wird (3). Die
gesteigerte Glutamat-Freisetzung aktiviert vermehrt NMDA-Rezeptoren (4), so dass die
postsynaptische NO-Synthese getriggert wird.

3. Durch die Depolarisation der Praynapse wirdendegrstarkt Glutamat freigesetzt

werden, welches die NMDA-Rezeptoren aktiviert.

4.  Es ist bekannt, dass der Kalzium-Einstrom diNBDA-Rezeptoren Uber Stimulation

der postsynaptisch lokalisierten nNOS die NO-Sgsg¢htriggert.

Anandamid wird durch das Enzymettsaure(eid)amid-Hydrolase (FAAH) abgebaut (Di

Marzo et al. 1994, Piomelli et al. 1998, Giuffridaal. 2001). Interessanterweise wird dieses

Enzym auch stark in der lateralen Amygdala expnitf@ulyas et al. 2004).
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Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kasclgassfolgert werden, dass der TRPV1-
Rezeptorkanal plastische Prozesse innerhalb deralah Amygdala beeinflusst. Die
Ergebnisse zeigen, dass Ursache der Capsaicinftelten Hemmung der LA-LTP eine
veranderte NO-Synthese ist, die durch Aktivierures CB1-Rezeptors zustande kommt.
Zusammenfassend scheint die Wahl des Narkotikum&Jbirsuchung des Einflusses des
TRPV1-Rezeptorkanals auf plastische Prozesse vasclemdender Bedeutung zu sein.
Zukinftige Untersuchungen mussten klaren, ob sien @apsaicin-Einfluss auf die

hippocampale LTP unter Isofluran- und Ather-Narkebenfalls unterscheidet.

4.6. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigtden, dass Capsaicin tUber Stimulation
des TRPV1-Rezeptorkanals die Langzeitpotenzierungls-ein Modell fur langfristige
synaptische Plastizitat — in der lateralen Amygahatduliert. Diese Erkenntnis kdnnte in der
Bewertung neuer pharmakologischer Wirkstoffe Besimiigung finden. Denn wie in der
Einleitung erlautert (Kap. 1.3.6.), steht das TRMRfttein im wissenschaftlichen Interesse,
um neue Substanzen zur Schmerztherapie zu entwiclk&harmakologisch sind zwei
unterschiedliche therapeutische Konzepte entstandEmerseits wurden TRPV1-
Antagonisten entwickelt, die den TRPV1 blockieremd uanderseits werden (optimierte)
TRPV1-Agonisten zur Desensibilisierung genutzt. Di8ubstanzen dieser neuen
pharmakologischen Wirkstoffgruppe befinden siclumterschiedlichen Phasen der klinischen
Prufung, wobei Daten bezuglich moéglicher Nebenwidgen gesammelt werden. Fir den
TRPV1-Rezeptor-Antagonisten SB-705498 bei oraleplikption von 400 mg wurden als
unerwinschte Arzneimittelwirkung beispielsweise #opmerzen und Schwindel-
symptomatik angegeben (Chizh et al. 2007). Dies&efdachung wurde an 19 gesunden
Probanden durchgefiihrt, wobei mogliche Langzeik&dfenicht hinreichend untersucht
wurden. Betrachtet man die Ergebnisse der vorliégerArbeit, so kann spekuliert werden,
dass bei systemischer Applikation von TRPV1-Antagfem Veranderungen der synaptischen
Plastizitdt moglich waren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kbnnen auch Beziehung zu den
Wirkungsweisen und Nebenwirkungen alt bewéahrterwad verbreiteter pharmakologischer

Wirkstoffe, wie beispielsweise der Analgetika Tralolaund Paracetamol, gesetzt werden. So
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konnte gezeigt werden, dass Tramadol den TRPV1fJRek@nal stimuliert (Marincsak et al.
2008). Interessanterweise entsteht durch Deacetgljeund Konjugation mit Arachidonséure
aus Paracetamol der TRPV1-Agonist N-Arachidonoy+iRitamin. Diese Substanz ist ferner
ein Inhibitor der Anandamid-Wiederaufnahme, so das Konzentration endogener
Cannabinoide im synaptischen Spalt steigen kanmt{B@ et al. 2006). Diese Beispiele
verdeutlichen, dass weitere Forschungen bezugeclFdnktion und Regulation des TRPV1-
Rezeptorkanals in der Amygdala notig sind. Auf Grutler lern- und angstrelevanten
Funktion der Amygdala ist es durchaus vorstellbdass in Zukunft eine gezielte
medikamentdse Beeinflussung des TRPV1-Rezeptorh auwen therapeutischen Nutzen
bringen konnte. Am Ende dieser Entwicklung kdonrdann TRPV1-Antagonisten auch in der

Therapie psychischer Krankheitsbilder Einzug finden
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigirden, dass die LA-LTP — unter
gleichen Ableitbedingungen — im coronalen Hirnstthgeringer ist als im horizontalen. Im
horizontalen Schnitt ist ferner bei Stimulationenmalb der lateralen Amygdala die LTP im
Vergleich zur EC-Reizung geringer.

Immunhistochemisch konnte nachgewiesen werden, dEs$RPV1-Rezeptorkanal in
der lateralen Amygdala starker exprimiert wird iatszentralen Nucleus. Es konnte erstmalig
gezeigt werden, dass der TRPV1-Rezeptor-Agonists@lem dosisabhangig die HFS-
induzierte LA-LTP sowohl im horizontalen als auch coronalen Hirnschnitt inhibiert. Die
Capsaicin-bedingte Hemmung der LA-LTP wird Uber 8RPV1-Stimulation vermittelt, da
Capsazepin — ein TRPV1-Rezeptor-Antagonist — digps@iain-vermittelte Inhibition
blockiert. Der Capsaicin-Effekt ist hemispharenretiént, jedoch nicht inputspezifisch, alters-
oder geschlechtsabhéngig.

Innerhalb der lateralen Amygdala beeinflusst Capsaveder spontane inhibitorische
oder exzitatorische postsynaptische Miniatur-StromdPSP, mEPSP) noch die Input-
/Output-Kurve. Die Ergebnisse lassen vermuten, dassCapsaicin-vermittelte Effekt nicht
Uber GABA-Rezeptor vermittelt bzw. nicht durch BEnndg der extrazellularen Kalzium- und
Magnesium-Konzentrationen der ACSF moduliert wird.

Die Capsaicin-vermittelte Inhibierung der LA-LTP rdiidurch den NOS-Inhibitor L-
NAME blockiert und fehlt bei nNOS-Knockout-Mauselder CB1-Rezeptor-Antagonisten
AM251 reduziert den inhibitorischen Capsaicin-EffdRie Ergebnisse zeigen, dass Ursache
der Capsaicin-vermittelten Hemmung der LA-LTP ekigivierung des CB1-Rezeptors und
eine veranderte NO-Synthese sind. Zusammenfassteths die Wahl des Narkotikums bei
Untersuchung des Einflusses des TRPV1-Rezeptokaaaf plastische Prozesse von
entscheidender Bedeutung zu sein. Die Ergebnisseatkegenden Arbeit bekraftigen die
Vermutung, dass endogene Vanilloide durch TRPVlwdtung die Schmerzverarbeitung

und Lernmechanismen in der lateralen Amygdala lilessen konnten.
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