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1 Abstract

Der im Temporallappen gelegene Hippokampus spielt fiir das deklarative Gedéchtnis eine
entscheidende Rolle. Er wird innerviert und projiziert zu zahlreichen kortikalen und sub-
kortikalen Regionen. Seine Hauptausgangsstruktur bildet das Subikulum. Das Subikulum
erhélt sowohl einen direkten Eingang aus dem entorhinalen Kortex, als auch ein indirekten
kortikalen Eingang von CA1. Die Synapsen dieser Eingénge zeigen Plastizitdt in Form von
Langzeitpotenzierung (LTP) und -depression (LTD). Unter experimentellen Bedingungen
wird LTP durch hohe und LTD durch niedrige Stimulationsfrequenzen induziert. In
tierexperimentellen Untersuchungen konnten wir zeigen, dass niedrigfrequente Stimulation
des direkten Eingangs eine LTD am direkten Eingang (homosynaptisch) und gleichzeitig
eine LTP am indirekten Eingang (heterosynaptisch) induziert. Diese heterosynaptische
Plastizitdat wird durch eine LTD an GABAergen Interneuronen vermittelt. Niedrigfre-
quente Stimulation des indirekten Eingangs und hochfrequente Stimulation induzieren
hingegen ausschlieflich homosynaptische Plastizitét. Wir konnten auferdem zeigen, dass
der an ein G-Protein (Gg) gekoppelte 5-HT4-Rezeptor in akuten Rattenhirnschnitten eine
basale Aktivitdt aufweist und essentiell fiir die Induktion einer homosynaptischen LTD
am indirekten kortikalen Eingang ist. Dariiber hinaus verstéarkt sich die LTD bei einer
Aktivierung des Rezeptors. Unsere Ergebnisse ermdoglichen einen neuen Einblick in die
Funktionsweise des Subikulums. Die heterosynaptische Plastitzitat konnte zur Integration
von sensorischen und rdumlichen Informationen aus dem Kortex und dem Hippokampus
beitragen. Der 5-HT4-Rezeptor wiederum konnte mit seiner gegensatzlichen Modulation
der LTD im Subikulum und der Area CA1 an der sich ergénzenden Verarbeitung von
Gedachtnisinhalten in beiden Regionen beteiligt sein.

[The hippocampus is part of the temporal lobe and plays a crucial role in declarative
memory. It receives input and projectes to numerous cortical and subcortical regions. The
subiculum serves as the final relay for the outgoing information of the hippocampus. It
receives direct cortical input from the entorhinal cortex and indirect cortical input from
CA1. At the synapses of these inputs either a strengthening or a weakening of synaptic
coupling can occur, which is referred to as long-term potentiation (LTP) and long-term
depression (LTD), respectively. Under experimental conditions, LTP can be induced
by high-frequency and LTD by low-frequency stimulation. We show that low-frequency
stimulation of the direct cortical input induces homosynaptic LTD and heterosynaptic
LTP at synapses of the indirect cortical input. This heterosynaptic plasticity is mediated
by an LTD of GABAergic interneurons. Low-frequency stimulation of the indirect cortical
input and high-frequency stimulation, however, only induce homosynaptic plasticity. We
show that activation of the 5-HT4 receptor facilitates homosynaptic LTD of the indirect
cortical input. Furthermore, since LTD is blocked in the presence of 5-HT4 receptor
antagonists, our data are consistent with basal receptor activity. Our findings provide new
insights into the function of the subiculum. Heterosynaptic plasticity might contribute
to the integration of sensory and spatial information from the entorhinal cortex and
the hippocampus. The 5-HT4 receptor in turn might play a role in the different but
complementary information processing of the subiculum and CA1.]



2 Einleitung

Lernen ist der bewusste oder unbewusste Erwerb neuen Wissens oder neuer Fertig-
keiten. Die Fahigkeit, Erlerntes dauerhaft zu behalten und spéter abzurufen, wird als
Gedéchtnis bezeichnet. Das menschliche Gedéchtnis kann grob in Langzeit- und Arbeits-
/Kurzzeitgedichtnis eingeteilt werden. An der Ubertragung ins Langzeitgedichtnis sind je
nach Gedéchtnisinhalt, deklarativ/explizit (episodisches und semantisches Wissen) oder
prozedural /implizit (motorische und kognitive Fertigkeiten), unterschiedliche Hirnareale
beteiligt (fiir eine Ubersicht siehe |1, 2). Bereits in den fiinfziger Jahren des letzten Jahr-
hunderts zeigte die Studie an dem Patienten Henry Gustav Molaison (,H. M. 1926-2008),
dass fiir die Ubertragung in das deklarative Gedéchtnis der mediale Temporallappen mit
der hippokampalen Formation eine entscheidende Rolle spielt (3). Auch an der Verar-
beitung und Konsolidierung rdumlicher Informationen ist die hippokampale Formation
wesentlich beteiligt (4-6). Zur hippokampalen Formation gehoren der entorhinale Kortex
(EC), das Pré- und Parasubikulum, das Subikulum (Sub) und der Hippokampus, beste-
hend aus dem Gyrus dentatus und dem Ammonshorn (Cornu ammonis, CA) (7, [8). Das
Subikulum erhélt Informationen aus zwei wesentlichen Eingingen. Der indirekte kortikale
Eingang (CA1-Sub-Synapse) erfolgt vom entorhinalen Kortex aus iiber die sogenannte
hippokampale Schleife (bestehend aus Gyrus dentatus, Area CA3 und Area CA1) ((8)), sie-
he auch Abb. [2). Der direkte kortikale Eingang (EC-Sub-Synapse) erfolgt aus der Lamina
IT und IIT des entorhinalen Kortex (9} [10). Das Subikulum ist die Hauptausgangsstruktur
fiir Informationen aus dem Hippokampus und leitet diese an nachgeschaltete kortikale und
subkortikale Regionen weiter (). Studien haben gezeigt, dass die Interaktion zwischen dem
Hippokampus und dem Kortex essentiell fiir die Gedéachtniskonsolidierung ist (5, |11-13]).
Das Subikulum nimmt damit als anatomisch-funktionelle Schnittstelle eine strategische
Schliisselposition ein. Forschungsarbeiten der letzten Jahre zum Subikulum haben sich
vor allem mit dem indirekten Eingang {iber CA1 beschéftigt und stellten hierbei die
synaptische Plastizitdt in den Vordergrund (fiir eine Zusammenfassung siehe |14). Unter
synaptischer Plastizitéit verstehen wir die aktivitatsabhéngige Modulation synaptischer
Transmission. Diese ist ein entscheidender zelluldrer Prozess fiir die Ausbildung eines
Langzeitgedachtnisses (15, [16). In Abhéngigkeit von dem Aktivierungsgrad und dem
Rezeptorbesatz der Synapse sowie der Art und Geschwindigkeit ihrer Aktivierung, kann
sowohl eine dauerhafte Verstdarkung, Langzeitpotenzierung (long-term potentiation, LTP),
als auch eine Abschwéchung, Langzeitdepression (long-term depression, LTD), der synapti-
schen Transmission auftreten (7). Im Subikulum werden zwei Arten von Pyramidenzellen
unterschieden. Abhéangig von ihrem Entladungsverhalten sprechen wir von sogenannten
burst-spiking Neuronen, welche initial eine schnelle Folge von Aktionspotentialen (AP;
>100 Hz) gefolgt von einzelnen AP (<10 Hz) zeigen, und regulér feuernden Neuronen,
welche nur einzelne AP (<10 Hz) zeigen. Wozny et al. (17} [18) konnten zeigen, dass die
LTP an der CA1-Sub-Synapse in burst-spiking Neuronen prasynaptisch vermittelt wird
und abhéngig von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP), einem second messenger,
ist, wihrend die postsynaptisch vermittelte LTP in regular feuernden Neuronen unab-
héngig von cAMP ist. Fidzinski et al. (19)) zeigten dariiber hinaus, dass niedrigfrequente
Stimulation (siehe auch S. (8] Kapitel in burst-spiking Neuronen eine LTD und in regu-



Eingang : Zielregion

homosynaptisch 1

heterosynaptisch

Abb. 1: Schematische Darstellung der homo- und heterosynaptischen Plas-
tizitdt. Wird durch eine Stimulation (z.B. elektrisch, hier durch den Pfeil
symbolisiert) der Axone von Eingang 1 die synaptische Transmission an diesem
Eingang moduliert, so sprechen wir von homosynaptischer Plastizitat. Wird
nach Stimulation von Eingang 1 die synaptische Transmission am Eingang 2
verandert, so nennen wir dies heterosynaptische Plastizitdt. Stim, Stimulation;
+ /-, verinderte synaptische Transmission.

lar feuernden Neuronen eine LTP induziert. Wird nur die Transmission der Synapsen des
aktivierten Eingangs moduliert, so sprechen wir von homosynaptischer Plastizitat. Wird
neben der homosynaptischen Plastizitét gleichzeitig auch die Transmission der Synapsen
eines zweiten, nicht aktivierten Eingangs moduliert, so nennen wir dies heterosynaptische
Plastizitéit (siehe auch Abb.[I)). In CA1 ist heterosynpatische Plastizitét sowohl fiir die
homosynaptische LTP als auch fiir die homosynaptische LTD beschrieben (siehe zum
Beispiel 20, 21). Im Subikulum wurde heterosynaptische Plastizitéit bislang fiir die zwei
oben beschriebenen Eingénge (direkt/indirekt) noch nicht untersucht.

Studien zeigen, dass fiir die Entstehung von Gedéchtnisinhalten die Beteiligung und In-
teraktion mehrerer Transmittersysteme bendtigt wird. Hierzu zdhlen neben den klassischen
glutamatergen, acetylcholinergen und GABAergen Systemen auch neuromodulatorische
wie das dopaminerge, das noradrenerge und das serotonerge System (22-25). Fiir das
dopaminerge und das noradrenerge System konnte bereits ein Einfluss auf die synaptische
Plastizitdt im Subikulum gezeigt werden. Eine kurzzeitige Aktivierung des positiv an eine
Adenylylzyklase gekoppelten Dopamin-Rezeptors D1/D5 senkt die Induktionsschwelle
fiir die LTP in burst-spiking und regulér feuernden Neuronen (26} 27). Wojtowicz et
al. (28) zeigen, dass die Aktivierung des -Adrenozeptors, ein ebenfalls positiv an eine
Adenylylzyklase gekoppelter Rezeptor, eine chemische LTP in burst-spiking Neuronen
induziert, welche die gleichen Eigenschaften wie die elektrische LTP besitzt. Der Hippo-
kampus erhélt aus den Raphé-Kernen ebenfalls eine serotonerge Innervation (29-31). Es
werden sieben Hauptgruppen von Serotoninrezeptoren (5-HT-Rezeptoren) unterschieden.
Bis auf den Typ 3, ein liganden-gesteuerter Kationenkanal, sind diese Rezeptoren iiber
G-Proteine je nach Typ an zwei unterschiedliche intrazelluldre Signalkaskaden gekoppelt



Abb. 2: Diagramm der hippokampalen Formation. Die grofsen Pfeile demons-
trieren die Verschaltung der einzelnen Regionen untereinander. Die kleinen
Pfeile zeigen die Stimulationsorte an. Die Scheren markieren die Stellen an
denen Verbindungen durchtrennt wurden, um die in den Studien verwende-
ten CA1-Sub-EC-Minischnitte zu erhalten (siehe auch S. @ Hippokampale
Regionen: CA3, CA1; Sub, Subikulum; EC, entorhinaler Kortex; DG, Gyrus
dentatus (nach |g]).

(fiir eine Ubersicht siehe 32, [33)). Die Subtypten des 5-HT2-Rezeptors fiihren zu einer
Aktivierung der Phospholipase C. Alle anderen 5-HT-Rezeptoren (1,4,5,6,7) verdndern
den intrazelluldren Gehalt an cAMP. Der 5-HT-Rezeptor vom Typ 4 (5-HT4-Rezeptor),
welcher im gesamten Hippokampus exprimiert wird, ist positiv iiber das G-Protein Gg
an die Adenylylzyklase 1 (AC1) gekoppelt und erhoht nach Aktivierung hieriiber den
Anteil des intrazellularen cAMP. cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche
Ionenkanéle und den Transkriptionsfaktor cAMP-responsive element-binding proteins
(CREB) phosphoryliert (34). Mlinar et al. (35) konnten zeigen, dass in Area CA1 die
kurzzeitige Aktivierung des 5-HT4-Rezeptors die Exzitabilitdt in Feldpotentialmessungen
langanhaltend erhoht. In vivo Experimente in Ratten belegen dariiber hinaus, dass die
durch Erkundung einer neuen Umgebung induzierte Depotenzierung (Riickfithrung auf
das Ausgangsniveau) einer elektrisch induzierten LTP in der Area CA1 durch Aktivierung
des 5-HT4-Rezeptors geblockt wird. Gleichzeitig wird hierdurch die Induktionsschwelle fiir
eine LTP gesenkt. Eine Blockade des 5-HT4-Rezeptors fithrt hingegen zur einer Reduktion
der Induktionsschwelle fiir eine LTD (36). Auch im Gyrus dentatus filhrt eine Aktivierung
des 5-HT4-Rezeptors zu einer Blockade der Depotenzierung (37)). Bislang liegen keine
Studien zum Einfluss des 5-HT4-Rezeptors auf die synaptische Plastizitdt im Subikulum
Vor.

3 Fragestellung

In den in Fidzinski et al. (38)) und Fidzinski et al. (39) veroffentlichten Studien 1 und 2
(siehe S. [19/und S. wurde die heterosynaptische Plastizitdt im Subikulum untersucht.
In der dritten Studie ((40)), siche S. untersuchten wir den Einfluss des 5-HT'4-Rezeptors
auf die synaptische Plastizitdt an CA1-Sub-Synapsen von burst-spiking Neuronen.

Es wurden folgende Hypothesen und Fragestellungen tiberpriift:

1. An den zwei wesentlichen Eingéngen (direkt/indirekt) im Subikulum gibt es hetero-
synaptische Plastizitat.



2. Welche zellularen Mechanismen und Rezeptoren sind an dieser heterosynaptischen
Plastizitéat beteiligt?

3. Aktivierung und Blockade des 5-HT4-Rezeptors moduliert homosynaptische Plasti-
zitdt im Subikulum und zwar insbesondere die LTP, wie bei anderen positiv an eine
Adenylylzyklase gekoppelten Rezeptoren auch.

a) Die Modulation der synaptschen Plastizitdt wird {iber die Adenylylcyclase
1-cAMP-PKA-Kaskade vermittelt.

4 Methodik

Alle Experimente wurden nach den nationalen und internationalen Richtlinien der Tier-
schutzbeauftragten der Charité — Universitdtsmedizin Berlin, des Landesamtes fiir Ge-
sundheit und Soziales Berlin und der Européischen Union (Richtlinie 2010/63/EU) durch-
gefiihrt. Fiir die drei Studien wurden in vitro Einzelzellableitungen (sharp microelectrode,
Patch-Clamp (nur in Studie 1 und 2)) von subikulédren Pyramidenzellen und Interneuronen
sowie Feldpotentialmessungen (nur Studie 1) durchgefiihrt. Hierfiir wurden Wistar-Ratten
beiden Geschlechts (Studie 3: nur ménnlich) im Alter von 4-6 Wochen verwendet.

4.1 Praparation der Hirnschnitte

Die Ratten wurden unter tiefer Ether- oder Isoflurannarkose dekapitiert. Daraufhin wurde
das Gehirn ziigig freipréapariert und fiir die weitere Verwendung auf einem Objekttréger
fixiert. Mit einem Mikrotom mit vibrierender Klinge (Leica VT1200S, Leica Microsystems
GmbH, Deutschland) wurden horizontale Hirnschnitte (300 - 400 pm), welche die hippo-
kampale Formation und den entorhinalen Kortex enthielten, angefertigt. Hierbei wurden
unterschiedliche Lésungen verwendet, um optimale Préaparate fiir die unterschiedlichen
Messmethoden zu erhalten. Hirnschnitte, in denen sharp microelectrode- und Feldpo-
tentialmessungen durchgefiihrt wurden, wurden in eisgekiihlter und oxygenierter (95 %
O2, 5% COg) artifizieller zerebrospinaler Fliissigkeit (ACSF) mit einem pH-Wert von
7,4 prapariert bestehend aus (in mM): NaCl 129, NapsPOy4 1,25, NaHCO3 26, KCI 3,
CaCly 1,6, MgSO4 1,8 und Glukose 10. Nach der Praparation wurden die Hirnschnitte
bei 34 °C in einer Interface-Kammer auf einem Fliissigkeitsfilm gelagert und gemessen.

Die Hirnschnitte fiir die Patch-Clamp-Messungen wurden in einer eisgekiihlten und
oxygenierten ACSF mit hohem Saccharose-Anteil und einem pH-Wert von 7,4 gelagert.
So bleiben insbesondere die oberflachlichen Zellschichten, welche fiir die Patch-Clamp-
Messungen besonders wichtig sind, besser erhalten. Die Losung bestand aus (in mM):
NaCl 87, NasPO4 1,25, NaHCO3 26, KCI 2,5, CaCly 0,5, MgCls 7, Saccharose 75,
und Glucose 25. Nach der Préparation wurden diese Schnitte noch fiir 15 Minuten bei
34 °C in Saccharose-ACSF und anschlieffend bei Zimmertemperatur in normaler ACSF
unter submerged-Bedingungen, dass heiftt vollsténdig von oxygenierter ACSF umgeben,
aufbewahrt und gemessen. Um die Wahrscheinlichkeit zu minimieren, unspezifische Fasern
zu stimulieren, wurden fiir die Messungen CA1-Sub-EC-Minischnitte verwendet, siehe
hierzu auch Studie 1 (S. und Abbildung



4.2 Elektrophysiologie

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschieden elektrophysiologische Messtechniken
verwendet (Feldpotentialmessungen, Einzelzellableitungen und die Patch-Clamp Technik).
Fiir alle Messungen wurde ein 3 kHz-Tiefpassfilter eingesetzt und das Signal mit einer
Frequenz von 10 kHz registriert. Es wurde keine Kompensation des Serienwiderstands
durchgefiihrt.

Fiir die Charakterisierung zelluldrer Entladungen und zur Einschétzung der Mem-
braneigenschaften wurden abgestufte hyper- und depolarisierende Strompulse (200 ms,
-0,1 bis 0,6 nA fiir Pyramidenzellen; 200 — 1000 ms, -0,1 bis 0,4 nA fiir Interneuronen)
appliziert. Exzitatorische postsynaptische Potentiale/Stréme (EPSPs/EPSCs) wurden
mit einer Frequenz von 0,1 Hz durch die Stimulation von entweder CAl-Efferenzen des
indirekten Eingangs oder EC-Efferenzen des direkten Eingangs (sog. ,temporoammonic
pathway*, Studien 1 und 2) mit ACSF-gefiillten Patch-Pipetten fiir 100 ps evoziert. In
allen Studien wurden Doppelpulse (paired-pulse) mit einem Interstimulus-Intervall von
50 ms verwendet.

Inhibitorische postsynaptische Potentiale/Stréme (IPSPs/IPSCs) wurden durch eine
Stimulation nahe der Ableitelektrode (<0,2 mm von der Spitze der Ableitelektrode
entfernt) im Stratum moleculare im Subikulum evoziert (Studie 1). Hierbei wurden
AMPA-Rezeptoren mittels CNQX (30 pM) und in einigen Experimenten auch NMDA-
Rezeptoren mit Hilfe von D-APV (50 pM) blockiert, um exzitatorische Antworten zu
unterdriicken. Ableitungen von evozierten und mini-IPSCs (eIPSCs, mIPSCs) wurden bei
einer Klemmspannung von -70 mV durchgefiihrt. Die Lésung in den Patch-Clamp-Pipetten
enthielt hier zusétzlich MK-801 (1 mM), um NMDA-Rezeptoren zu blocken. In allen
mIPSCs-Experimenten wurden spannungsaktivierte Natriumkanéle mit Tetrodotoxin
(TTX, 1 uM) geblockt.

Die Amplitude der EPSP/Cs und IPSP/Cs wurde vor Applikation des Stimulationspro-
tokolls zur Aufzeichnung der Kontrollantworten in LTP-Experimenten auf 30-50 % und in
LTD-Experimenten auf 50-80 % der Maximalantwort eingestellt.

4.2.1 Feldpotential- und Einzelzellmessungen

Die Einzelzellableitungen mit sharp microelectrodes wurden im current-clamp bridge-
Modus mit einem SEC10LX-Verstiarker (NPI Electronic, Tamm, Deutschland) durchge-
fithrt. Das Signal wurde mit einem ITC-16 Interface (Instrutech Corp., Great Neck, New
York, USA) und der Software TIDA (HEKA GmbH, Lambrecht, Deutschland) aufgezeich-
net. Es wurden Mikroelektroden aus Borosilikatglas, gefiillt mit 2,5 M Kaliumacetat, mit
einem Widerstand von 40-100 M) verwendet.

Die Stimulationselektrode wurde an der Grenze zum Subikulum im Stratum oriens
von CA1l und die Ableitelektrode im mittleren Drittel der Pyramidenzellschicht des
Subikulums positioniert (Abb. [3).

In einem Teil der Messungen (Studie 1) wurde gleichzeitig mit einer weiteren ACSF-
gefiillten Elektrode (2-4 M) das Feldpotential im Subikulum im Bereich der Einzelzella-
bleitung gemessen.



EC-Sub

Abb. 3: Schematische Darstellung eines hippokampalen Hirnschnittes mit der
Anordnung der Ableit- und Stimulationselektroden (EC-Sub nur in den Studien
1 und 2). Die gestrichelten Linien zeigen die Schnittfithrung bei CA1-Sub-EC-
Minischnitten.

4.2.2 Patch-Clamp Messungen

Die Patch-Clamp Messungen wurden mit einem Multiclamp 700B Verstérker (Molecular
Devices, Sunnyvale, Kalifornien, USA) bei einer Klemmspannung von -70 mV durchgefiihrt.
Das Signal wurde mit einem Digidata 1440A Interface (Molecular Devices, Sunnyvale,
Kalifornien, USA) und der Software pClamp (Molecular Devices, Sunnyvale, Kalifornien,
USA) aufgezeichnet. Es wurde keine Kompensation des Serienwiderstands durchgefiihrt.

Die Patch-Clamp-Elektroden hatten einen Widerstand von 4-6 M2 und wurden mit
einer artifiziellen intrazelluldren Fliissigkeit gefiillt. Es kamen zwei verschieden Intrazellu-
larlosungen zum Einsatz. Zur Aufzeichnung von inhibitorischen Stromen (in mM): CsCl
130, MgCls 2, NagATP 2, NaGTP 0,3, HEPES 10 und EGTA 2 bei einem pH von 7,3
(pH korrigiert mit CsOH). Bei allen anderen Messungen (in mM): K-Glukonat 135, KCI
20, HEPES 10, Phosphokreatin 7, MgATP 2, NaGTP 0,3 und EGTA 0,2 mit KOH auf
einen pH-Wert von 7,2 titriert.

Wenn Interneurone gemessen wurden, ist der intrazellularen Fliissigkeit zusétzlich
0,5 % Biocytin hinzugesetzt worden, um die Zellen fiir eine Visualisierung zu markieren.
Nach der elektrophysiologischen Messung wurden die Zellen mit positiven Strompulsen
(2 Hz, 0,2-1,0 nA) fiir mindestens 20 Minuten mit Biocytin gefiillt und anschliefend mit
Paraformaldehyd fixiert (siehe auch 41)).

4.3 Stimulationsprotokolle

Fiir die Induktion von synaptischer Plastizitdt wurden vier unterschiedliche Stimula-
tionsprotokolle verwendet. Zur Induktion einer LTP wurde ein Stimulationsprotokoll
verwendet, bei dem in vier Durchgidngen 100 Pulse mit 100 Hz mit jeweils einer Pause
von 10 Sekunden appliziert wurden (high frequency stimulation, HFS) (17). Fiir eine
unterschwellige LTP-Induktion wurden einmalig 10 Pulse mit 40 Hz oder einmalig 25
Pulse mit 50 Hz appliziert, wihrend fiir die LTD 900 Pulse mit 1 Hz verwendet wurden
(low frequency stimulation, LFS; [19).



4.4 Datenanalyse

Je nach Erfordernissen der Daten wurde der Student’s t-Test (fiir gepaarte oder unabhén-
gige Stichproben) oder eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit dem TukeyHSD-
post-hoc-Test (42)) verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgesetzt. Um
die Lokalisation der synaptischen Verédnderungen (pri- oder postsynaptisch) feststellen zu
konnen, wurde das Verhéltnis der Doppelpulse (paired-pulse ratio, PPR) und zusétzlich
der Varianzkoeffizient (CV?) ausgewertet (43, 44). Die PPR wurde als der Quotient der
Amplitude des zweiten EPSPs dividiert durch die Amplitude des ersten EPSPs definiert.
Der Varianzkoeffizient wurde berechnet als Quotient aus der Standardabweichung der
EPSP-Amplitude geteilt durch den Mittelwert der EPSP-Amplitude zum Quadrat.

Die Anstiegs- und Abfallszeit (Tyise und Tgecay) wurde als die Zeit zwischen 20 und
80 % der Anstiegsphase, bzw. zwischen 100 und 38 % der Abfallsphase der EPSPs definiert.
Die Zeit bis zum Amplitudenmaximum (Tpeax) wurde definiert als die Zeit zwischen
Stimulation und Amplitudenmaximum. Verdnderungen der postsynaptischen Potentia-
le/Strome wurden mindestens fiir 30 Minuten nach dem Ende des Stimulationsprotokolls
aufgezeichnet. Die Veranderungen wurden entweder als Prozentsatz der normalisierten
baseline-Amplitude oder als Steigung der EPSP-Amplitude (slope) 20-25 Minuten nach
dem Stimulationsprotokoll angegeben. Dabei wurde die Steigung definiert als die Ampli-
tudendifferenz zwischen 20 und 80 % der Maximalamplitude dividiert durch die Zeit.

5 Ergebnisse

5.1 Studie 1 (Fidzinski et al. 2011)

In Studie 1 wurde die heterosynaptische Plastizitdt von subikuldren burst-spiking Pyra-
midenzellen mit dem Stimulationsprotokoll fiir LTD (LFS) untersucht. Hierbei zeigten
wir erstmals, dass die Stimulation von EC-Efferenzen (temporoammonic pathway) mit
LFS eine LTD am direkten kortikalen Eingang induziert (EC-Sub: 74,2% + 10,4 %
des Ausgangswertes, n—=9, p<0,05). Gleichzeitig wurde hierdurch eine Steigerung der
Amplituden am indirekten Eingang im Sinne einer heterosynaptischen LTP ausgelGst
(135,0% + 13,5% des Ausgangswertes, n=9, p<0,05). Um zu priifen, ob der gezeigte
heterosnaptische Effekt spezifisch fiir die EC-Sub-Synapse ist, wurde LFS auch iiber
den indirekten Eingang appliziert. Hierbei zeigte sich keine Verédnderung in der EC-Sub-
Synapse. Um die Rolle der GABAergen Inhibition fiir die heterosynaptische LTP der
CA1-Sub-Synapse zu iiberpriifen, wurde LFS iiber den direkten Eingang unter Blockade
von GABA 5-Rezeptoren (Bicucullin) und GABAg-Rezeptoren (CGP55845) appliziert.
Waéhrend unter diesen Bedingungen die homosynaptische LTD unverandert blieb, wurde
die heterosynaptische LTP komplett unterdriickt. Die Blockade des GABA z-Rezeptors
mit Bicucullin fiihrte dariiber hinaus zur einer signifikant gréferen Zunahme der EPSPs
und zu einer relevanten Abnahme von Tyjse und Tyecay dieser EPSPs bei Stimulation
der CA1-Sub-Synapse im Vergleich zur EC-Sub-Synapse. Zusammen spricht dies fiir eine
starkere feed-forward-Inhibition am indirekten Eingang (CA1-Sub-Synapse) im Vergleich
zum direkten kortikalen Eingang vom entorhinalen Kortex (45, |46, aber siehe auch 47)).



Um die Funktion GABAerger Interneurone bei der heterosynaptischen LTP besser zu
verstehen, wurde der Einfluss von LFS auf monosynaptische IPSPs untersucht. Hierfiir
wurden AMPA-Rezeptoren mit CNQX blockiert. Es zeigten sich zwei Komponenten der
IPSPs, welche in eine frithe Antwort, vermittelt durch GABA p-Rezeptoren, und eine spéte
Antwort, vermittelt durch GABAg-Rezeptoren, unterschieden werden konnten. Beide
Komponenten zeigten nach LFS eine vergleichbare LTD. Sowohl die heterosynaptische LTP
der EPSPs, als auch die LTD der IPSPs konnten durch den NMDA-Rezeptor-Antagonisten
D-APYV blockiert werden und sind somit NMDA-Rezeptor abhéngig.

Um die Lokalisation der an der heterosynaptischen Plastizitit beteiligten NMDA-
Rezeptoren zu bestimmen, wurden Patch-Clamp-Messungen durchgefiihrt. Hierbei wurde
bei gleicher intra- und extrazelluldar Cl-Konzentration eine Klemmspannung von -70 mV
verwendet und die Postsynapse zusétzlich iiber die Patch-Clamp-Elektrode mit dem
Ca?"-Chelator BAPTA geladen. Beide Maknahmen zeigten keine Wirkung auf die durch
LFS vermittelte LTD der IPSCs, die somit nicht von postsynaptischem Ca?’ abhingig
ist. Dies und auch die Analyse des Varianzkoeffizienten legen einen prasynaptischen
Mechanismus der heterosynaptischen LTP nahe.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass die heterosynaptische LTP an der CA1-
Sub-Synapse nach LFS an der EC-Sub-Synapse iiber prasynaptische NMDA-Rezeptoren
auf GABAergen Interneuronen vermittelt wird.

5.2 Studie 2 (Fidzinski et al. 2012)

In Studie 2 wurde der Einfluss von hochfrequenter Stimulation auf die heterosynaptische
Plastizitat subikuldrer burst-spiking Pyramidenzellen untersucht. Wie bereits Wozny
et al. (17) demonstrierten, zeigte sich nach tetanischer Stimulation (4x100 Hz, HFS)
des indirekten Eingangs eine signifikante und robuste LTP an der CA1-Sub-Synapse.
Heterosynaptische Effekte an der EC-Sub-Synapse wurden dabei nicht beobachtet. Am
direkten koritkalen Eingang loste HFS lediglich eine post-tetanische Potenzierung an
der EC-Sub-Synapse aus. Diese Potenzierung sank allerdings nach 25 Minuten auf den
Ausgangswert zuriick und hatte keinen Einfluss auf die CA1-Sub-Synapse.

Erst nach Blockierung der GABA z-Rezeptoren mit Bicucullin, welches die Induktion
einer LTP erleichtert (48)), konnte auch am direkten kortikalen Eingang eine signifikante,
jedoch im Vergleich zum indirekten Eingang wesentlich geringere LTP induziert werden, die
jedoch keinen Einfluss auf den anderen Eingang hatte. Auch an der EC-Sub-Synapse des
direkten kortikalen Eingangs war die LTP NMDA-Rezeptor-abhéngig. Da sich allerdings
nach LTP-Induktion das Verhéltnis der Doppelpulse (PPR) nicht dnderte und sich nach
postsynaptischer Ca?t-Pufferung mit dem Chelator BAPTA die LTP vollstindig blockieren
lief, ist zusammenfassend von einer postsynaptischen, NMDA-Rezeptor-abhéngigen LTP
an der EC-Sub-Synapse auszugehen. Ein Einfluss auf die heterosynaptische Plastizitét
konnte fiir hochfrequente Stimulation, im Gegensatz zu niedrigfrequenter, nicht gezeigt
werden.
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5.3 Studie 3 (Wawra et al. 2014)

In der dritten Studie wurde der Einfluss des 5-HT4-Rezeptors auf homosynaptische
Plastizitdt am CAl-Eingang subikulédrer burst-spiking Pyramidenzellen untersucht. Die
Aktivierung des Rezeptors mit dem Agonisten RS 67333 oder eine Blockierung mit dem
Antagonisten RS 39604 zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Membraneigenschaften
oder EPSPs.

HF'S induzierte wie vorbeschrieben (17) eine robuste, signifikante LTP. Hierauf hat-
te der 5-HT4-Rezeptor keinen signifikanten Einfluss, ebenso wenig wurde die LTP-
Induktionsschwelle beeinflusst.

Wie bereits in Fidzinski et al. (19) gezeigt, induzierte LFS eine signifikante LTD, die
postsynaptisch exprimiert wurde. Wurde gleichzeitig der 5-HT4-Rezeptor mit RS 67333
aktiviert, so war die LTD signifikant verstarkt. Im Gegensatz dazu war die LTD vollstéandig
unterdriickt, wenn der Rezeptor mit RS 39604 oder GR 113808 blockiert wurde. Die
Auswertung der EPSPs wihrend der LFS ergab aufterdem, dass der 5-HT4-Rezeptor den
gleichen Einfluss auf die Kurzzeitplastizitat hat.

5-HT4-Rezeptoren sind positiv an die AC1 gekoppelt und erhéhen hieriiber bei Aktivie-
rung die intrazellulare cAMP-Konzentration. Darum wurde untersucht, ob die Inhibition
der cAMP-abhédngigen PKA einen Einfluss auf die LTD hat. Es zeigte sich, dass unter
diesen Bedingungen keine signifikante LTD mehr induzierbar war. Hierauf hatte auch die
zusétzliche Aktivierung von 5-HT4-Rezeptoren keinen Einfluss.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass die postsynaptische LTD an der CA1-Sub-
Synapse abhéngig von 5-HT4-Rezeptoren ist. Des Weiteren deuten die Daten darauf hin,
dass die 5-HT4-Rezeptoren im Subikulum eine basale Aktivitidt aufweisen. Ein Einfluss auf
die LTP an der CA1-Sub-Synapse von burst-spiking Neuronen konnte nicht nachgewiesen
werden.

6 Diskussion

Die vorliegende Arbeit umfasst drei neurophysiologische, tierexperimentelle Studien. In
ihnen wurde die synaptische Plastizitét am direkten (EC-Sub) und indirekten (CA1-Sub)
Eingang subikularer burst-spiking Pyramidenzellen unter Beriicksichtiung heterosynapti-
scher Effekte und mit Fokus auf die Rolle des 5-HT4-Rezeptors untersucht. Wir zeigten
erstmals, dass niedrigfrequente Stimulation iiber EC-Efferenzen eine homosynaptische
LTD an der EC-Sub-Synapse induziert. Dariiber hinaus konnten wir eine heterosynaptische
LTP an der CAl1-Sub-Synapse subikulérer burst-spiking Pyramidenzellen nachweisen. Im
Gegensatz hierzu induzierte LFS iiber den CAl-Eingang lediglich eine homosynaptische
LTD ohne Modulation der EC-Sub-Synapse. Auch bei der Induktion einer homosynap-
tischen LTP an beiden Eingéingen mittels HFS zeigten sich keine heterosynaptischen
Effekte. Eine durch EC-Efferenzen vermittelte heterosynaptische Plastizitat wurde zuvor
bereits in CA1 beschrieben (21). Auch hier induzierte niedrigfrequente Stimulation der EC-
Efferenzen eine homosynaptische LTD in Pyramidenzellen der Area CA1 und gleichzeitig
eine heterosynaptische LTP am zweiten Eingang von der Area CA3 (Schaffer-Kollaterale).
Allerdings blieben hier die Mechanismen der heterosynaptischen Potenzierung unklar.
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Unsere Daten zeigen, dass am indirekten kortikalen Eingang (CA1-Sub-Synapse) eine
starke feed-foreward-Inhibition existiert. Fine LTD der IPSPs inhibitorischer Interneurone
kann zu einer reduzierten feed-foreward-Hemmung und hieriiber zu einer exitatorischen
Disinhibition fiithren (49). In Fidzinski et al. (38]) zeigten wir erstmals, dass die heterosy-
naptische Plastizitéit subikuldrer Pyramidenzellen im Sdugetier iiber eine prasynaptische
und NMDA-Rezeptor abhéngige LTD an GABAergen Interneuronen vermittelt wird. Der
gleiche Mechanismus ist interessanterweise zuvor bereits von Lien et al. (50)) in Kaul-
quappen gezeigt worden. Unklar bleibt allerdings, wie genau exzitatorische Efferenzen
aus dem entorhinalen Kortex inhibitorische GABAerge Interneuronen im Subikulum
beeinflussen kénnen. Neuroanatomische Studien beziiglich der Zielregion der Axone des
entorhinalen Kortex kamen zu unterschiedliche Ergebnissen. Einige Quellen berichten,
dass EC-Efferenzen im Stratum moleculare im Subikulum enden (9} 51). Neuere Studien
fanden dagegen Axonterminalen in allen Schichten (10, 46)). Letzteres liefe eine direkte
Interaktion zwischen EC-Axonen und inhibitorischen Neuronen vermuten. Hieraus erge-
ben sich drei mogliche Mechanismen, wie exzitatorische Neuronen aus dem entorhinalen
Kortex GABAerge Interneurone modulieren kénnten. Zum einen kénnte Glutamat aus
den Axonterminalen direkt an prasynaptische NMDA-Rezeptoren diffundieren. Zum an-
deren konnten die Axone aus dem entorhinalen Kortex auch direkt an den Présynapsen
terminieren und so einen direkten Einfluss auf deren Aktivitéit ausiiben. Drittens kénnten
die Terminalen auch auf den Dendriten der Interneuronen enden und hier iiber eine
elektrotone Ausbreitung axonale Ca?’-Kaniile aktivieren. Studien haben gezeigt, dass
der entorhinale Kortex eine Représentation der raumlichen Umgebung (spatial map)
enthélt und dass seine Interaktion mit dem Hippokampus wichtig fiir die Orientierung
ist (4, [52, [53)). Die heterosynaptische Plastizitit der burst-spiking Neurone zeigt einen
neuen und interessanten Mechanismus der Signalverarbeitung im Subikulum und kénn-
te flir eine Integration sensorischer Informationen aus der hippokampalen Schleife und
Positionsinformationen aus dem entorhinalen Kortex sorgen (54)).

Wir konnten zudem erstmals zeigen, dass der 5-HT4-Rezeptor in vitro ausschlieflich die
LTD subikuldrer burst-spiking Neurone moduliert. Eine Blockierung des 5-HT4-Rezeptors
fihrt zu einer vollstdndigen Suppression der LTD, wahrend eine Aktivierung zu einer
Verstarkung fithrt. Da keine LTD unter einer 5-HT4-Rezeptor-Blockade induziert werden
kann, gehen wir davon aus, dass diese Rezeptoren eine basale Aktivitdt aufweisen. Der
Mechanismus, tiber den diese Aktivitdt vermittelt wird, bleibt jedoch unklar. Denkbar
wére zum einen, dass die 5-HT4-Rezeptoren im Subikulum eine intrinsische Aktivitét
aufweisen, wie dies fiir einige Subtypen des 5-HT4-Rezeptors gezeigt wurde (55l 56).
Diese intrinsische Aktivitat kann durch bestimmte Antagonisten, welche auf Grund dieser
Eigenschaft auch inverse Agonisten genannt werden, blockiert werden. Zum anderen kénnte
freies oder durch Aktivitat freigesetztes, endogenes Serotonin die Rezeptoren aktivieren.
Da fiir den Antagonisten RS 39604 keine Aktivitdt im Sinne eines inversen Agonisten
in der Literatur beschrieben ist, halten wir die zweite Variante fiir wahrscheinlicher.
Interessanterweise konnten Kemp und Manahan-Vaughan (36) zeigen, dass der 5-HT4-
Rezeptor auch in CA1 in vivo, wie im Subikulum, ausschliefslich die LTD moduliert. Im
Unterschied zum Subikulum fiihrt eine Aktivierung hier jedoch zu einer Suppression
der LTD, wihrend die Blockade zu einer verringerten Induktionsschwelle fiihrte. Unsere
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Daten deuten darauf hin, dass die Modulation der LTD durch 5-HT4-Rezeptoren iiber die
Adenylylcyclase 1-cAMP-PKA-Kaskade vermittelt wird. Im Gegensatz zu den ebenfalls
iiber ein G-Protein positiv an eine Adenylylcyclase gekoppelten S-Adrenozeptoren (28)
und D1/D5-Dopaminrezeptoren (26) konnten wir keinen Einfluss des 5-HT4-Rezeptors auf
die LTP nachweisen. Welche Mechanismen dieser grundlegend verschiedenen Modulation
der synaptischen Plastizitdt zugrunde liegen, ist bislang nicht bekannt. Denkbar wére zum
einen eine unterschiedliche intrazelluldre Lokalisation der beteiligten Proteine. Moglich
wére auch, dass verschiedene Subtypen der PKA von den Rezeptoren aktiviert werden,
die ihrerseits andere Zielproteine phosphorylieren. Einschrdnkend muss erwéhnt werden,
dass die verwendeten Substanzen nicht vollkommen spezifisch fiir die jeweils angegebenen
Zielstrukturen sind und so durchaus auch weitere Rezeptoren, Kinasen oder Signalkaskaden
an den hier beschriebenen Effekten beteiligt sein konnten. In Deadwyler und Hampson (5)
wurde gezeigt, dass das Subikulum und die Area CA1l in vivo in Ratten komplementére
sich jedoch ergédnzende Funktionen bei der Verarbeitung von rdaumlichen und zeitlichen
Gedéchtnisinhalten haben. Der 5-HT4-Rezeptor zeigt mit seiner gegensétzlichen Wirkung
auf die LTD im Subikulum und der Area CA1 einen interessanten Mechanismus fiir die
unterschiedliche Signalverarbeitung in beiden Regionen. In vivo Studien haben gezeigt,
dass die LTD in der Area CA1 an der Ausbildung von rdumlichen Gedéachtnisinhalten
beteiligt ist und eine entscheidende Rolle bei der Unterscheidung von bekannten und
neuen raumlichen Gedéchtnisinhalten spielt (57-60). Welche Informationen die LTD im
Subikulum représentiert, ist bislang jedoch weitestgehend unbekannt und bleibt damit
eine interessante Fragestellung fiir neue Studienansétze.
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Abstract

The subiculum is the principal target of CA1 pyramidal cells and mediates hippocampal output to various cortical and
subcortical regions of the brain. The majority of subicular pyramidal cells are burst-spiking neurons. Previous studies
indicated that high frequency stimulation in subicular burst-spiking cells causes presynaptic NMDA-receptor dependent
long-term potentiation (LTP) whereas low frequency stimulation induces postsynaptic NMDA-receptor-dependent long-
term depression (LTD). In the present study, we investigate the effect of 5-hydroxytryptamine type 4 (5-HT4) receptor
activation and blockade on both forms of synaptic plasticity in burst-spiking cells. We demonstrate that neither activation
nor block of 5-HT4 receptors modulate the induction or expression of LTP. In contrast, activation of 5-HT4 receptors
facilitates expression of LTD, and block of the 5-HT4 receptor prevents induction of short-term depression and LTD. As 5-
HT4 receptors are positively coupled to adenylate cyclase 1 (AC1), 5-HT4 receptors might modulate PKA activity through
AC1. Since LTD is blocked in the presence of 5-HT4 receptor antagonists, our data are consistent with 5-HT4 receptor
activation by ambient serotonin or intrinsically active 5-HT4 receptors. Our findings provide new insight into aminergic
modulation of hippocampal output.
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recordings, LTD in BS cells seems to be masked by a simultancous
LTP in RS cells.

The subiculum receives a strong serotonergic input from the
raphe nuclei [13-15]. In vivo experiments have shown that different
serotonergic receptor subtypes have a distinct impact on learning
and memory performance under various experimental conditions
(for reviews, see [16-18]). The 5-hydroxytryptamine type 4 (5-
HT4) receptor is ubiquitously expressed in the hippocampus and
positively coupled to intracellular adenylate cyclase 1 (ACI) [19-
23]. Although it has been shown that activation of 5-HT4
receptors modulates network plasticity in the CAl and the dentate
gyrus of the hippocampus i vitro [24] and i vivo [25,26], little is

Introduction

Activity-dependent changes in synaptic strength are thought to
be one of the cellular mechanisms underlying learning and
memory [1-3]. Two different forms of long-lasting synaptic
plasticity have been characterized, long-term potentiation (LTP)
and long-term depression (LTD) [4]. Both forms of synaptic
plasticity have been intensively studied in the CAl and CA3 areas
of the hippocampus, based on their established role in formation of
spatial memory [4].

The subiculum (Sub) is the principal target of CAl pyramidal
cells and the major hippocampal output structure [5], as subicular

pyramidal cells project to numerous cortical and subcortical
structures [5,6]. Pyramidal cells in the subiculum have been
characterized according to their firing properties as regular-spiking
(RS) and burst-spiking (BS) cells. In response to depolarizing
current injection, BS cells fire a burst of action potentials (AP)
followed by single APs whereas RS neurons fire a train of single
action potentials [7,8]. In most studies, BS cells outnumber RS
cells in rodents by approximately two to one [6,8] (but see [9]). In
vwo and i wvitro studies failed to induce LTD in field potential
recordings [10,11]. Intracellular recordings, however, showed that
low frequency stimulation (LFS) induces LTD in BS cells but LTP
in RS cells [12]. This finding indicates that in field potential
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known about the effect of this receptor on synaptic plasticity at
hippocampal output synapses. In the present study we demon-
strate that 5-HT4 receptor activation enhances LTD whereas
blockade of this receptor prevents induction of LTD in subicular
BS cells.

Materials and Methods

All procedures were performed in accordance with national and
international guidelines (EC Directive 86/609/EEC for animal
experiments) and were approved by the local health authority
(Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin). Male Wistar rats
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(4-6 weeks) were decapitated under deep ether anesthesia and the
brains were quickly removed. Horizontal slices (400 um) contain-
ing the hippocampal formation and the entorhinal cortex (EC)
were prepared using a VI'1200S vibroslicer (Leica Microsystems
GmbH, Germany). The tissue was prepared in ice-cold, oxygen-
ated (95% 02, 5% CO2) artificial cerebrospinal fluid (ACSF)
composed of (in mM): NaCl 129, Na,PO, 1.25, NaHCO5 26, KCI
3, CaCl, 1.6, MgSOy, 1.8, glucose 10 at a pH of 7.4, and stored for
later use in an interface chamber at 34°C. As in all experiments
GABA, receptor-mediated transmission was blocked by bicucul-
line (5-10 uM), the concentration of MgSO, and CaCl, was
elevated to 4 mM each in the recording medium in order to
prevent epileptiform discharges [27-29]. In previous work we
showed that increased Mg**- and Ca**-levels as well as blockade
of inhibition are not related to bursting [30,31].

Single cell recordings in the pyramidal cell layer (middle-to-
distal portion) of the subiculum were performed at 32°-34°C with
sharp microelectrodes (50-80 MQ) filled with 2.5 M potassium
acetate.

Recordings were performed in current-clamp bridge mode
using a SEC10LX amplifier (NPI Electronic, Tamm, Germany),
an ITC-16 interface (Instrutech Corp., Great Neck, NY, USA)
and TIDA software (Version 5.050, HEKA GmbH, Lambrecht,
Germany). Signals were low-pass filtered at 3 kHz, sampled and
processed at 10 kHz.

For characterization of cellular discharge and membrane
properties, hyper- and depolarizing current steps (200 ms, -0.1
to 1.2 nA) were applied. Excitatory postsynaptic potentials (EPSPs)
were evoked by constant voltage stimulation (100 ps stimulus, 1 to
10 V) of CAl efferents with an ACSF-filled patch pipette in
stratum oriens of CAl. To avoid activation of the trisynaptic
hippocampal loop, CAl1-Sub-EC minislices were used. The
amplitudes of evoked EPSPs were set to 30-50% of the maximum
response for LTP experiments and to 50-80% for LTD
experiments. Ty, and Tyecay Were defined as the time between
20 and 80% of the rising phase and the time between 100 and
37% of the decaying phase of the EPSP, respectively. Analyses for
Thrise and Tqecay were performed with R software (version 2.15.2)
and the minpack.lm library (version 1.1-6) [32,33].

For activation of the 5-HT4 receptor we used the potent and
highly selective partial agonist RS 67333 (5-10 pM) [34-36]. For
block of the 5-HT4 receptor we used the potent and selective
antagonists RS 39604 [36,37] and GR 113808 [36,38].

Recordings of isolated NMDA receptor-mediated EPSPs were
performed in the presence of the AMPA receptor antagonist
CNQX (30 uM) and the GABAg receptor antagonist CGP55845
(20 uM). For inhibiting the cAMP dependent protein kinase
(PKA), slices were pre-incubated with H 89 (10 uM) for a
minimum of 60 minutes.

Synaptic responses were evoked every 10 s. For induction of
synaptic plasticity, three different stimulation protocols were used:
low-frequency stimulation (LFS) consisting of 900 paired pulses
(50 ms inter-stimulus interval) applied at 1 Hz, subthreshold high-
frequency stimulation (stHFS) consisting of one train of 10 pulses
applied at 40 Hz, and high-frequency stimulation (HFS) consisting
of four trains of 100 pulses at 100 Hz with an inter-train interval of
9 seconds. Changes in synaptic strength were measured for at least
30 min after termination of the stimulation protocol and were
expressed either as a percentage of the normalized baseline
amplitudes at 20-25 min after the stimulation protocol or as the
difference in the initial EPSP slope which was defined as the
amplitude between 20% and 80% of the EPSP divided by the
time. Unless otherwise stated, Student’s t-test (paired and non-
paired) or analysis of variance (ANOVA) with post-hoc Tu-
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keyHSD-test [32] were used where appropriate. Statistical
significance level was set to p<<0.05 and is marked in figures by
asterisks (* p<<0.03, ** p<<0.01, *** p<<0.001).

Analysis of the paired-pulse ratio (PPR) was applied to obtain
evidence for presynaptic or postsynaptic modifications of synaptic
transmission [39]. The PPR was defined as the response ratio
(second EPSP amplitude/first EPSP amplitude) to a pair of stimuli
given at an interstimulus interval of 50 ms.

Except for CNQX (Ascent Scientific, UK) all substances were
obtained from Tokris (UK) and dissolved and stored as stock
solutions at 1000 times the end concentration in distilled water,
with the exception of RS 39604 and CGP 55845 which were
dissolved in DMSO and GR 113808 which was dissolved in 1 eq.
HCI. Except for RS 67333 and RS 39604 (see Results), all drugs
were applied throughout the entire course of the experiment and
for at least 5 min prior to recording.

Results

Effects of 5-HT4 receptors on synaptic and intrinsic
properties of subicular pyramidal neurons

Subicular pyramidal cells are divided in two main groups, burst
spiking (BS) and regular spiking (RS) non-bursting cells [7,8,40—
42]. BS neurons are predominant in the subiculum [6] and upon
depolarizing current injections generate a burst of action potentials
followed by single action potentials (Fig. 1A), whereas RS neurons
generate a series of single action potentials (Fig. 1B). We obtained
and analyzed sharp microelectrode recordings from 105 burst-
spiking neurons. The mean resting membrane potential was -65.0
* 0.4 mV and the mean input resistance 31.1 = 0.7 MQ. Neither
the 5-HT4 receptor agonist RS 67333 nor the 5-HT blocker RS
39604 altered intrinsic properties (Table 1). There was also no
detectable effect on CAl stimulus-induced excitatory postsynaptic
potentials in CA1-Sub minislices (Fig. 1C/D).

Regular spiking neurons had a mean resting potential of —69.3
* 1.0 mV and a mean input resistance of 34.0 = 2.2 MQ (n=12).
Like in BS cells, activation or blockade of the 5-H'T4 receptors had
no effect on synaptic or intrinsic properties (Table S1, Fig. SIA/
B). In the present study, we subsequently focused on the effect of 5-
HT4 receptor-activation on synaptic plasticity in BS cells.

Effect of 5-HT4 receptors on LTP

In control experiments, HFS of CALl fibers in stratum oriens in
area CAl induced a cellular LTP of 245.4 * 41.4% of baseline
response (n=7, p<0.01, Fig. 2Al). Application of the 5-HT4
receptor agonist RS 67333 (266.4+42.9% of baseline response,
n=38, p<0.01, Fig. 2A2), or of the receptor antagonist RS 39604
(251.2%44.0% of baseline response, n =8, p<<0.01, Fig. 2A3) had
no significant effects either on the induction or on the expression
of LTP in BS cells (ANOVA, one-way, F(2,20)=0.055, p=0.93;
see also Table S2). In the presence of the 5-HT4 receptor agonist
RS 67333, we observed a more stabilized L'TP during its initial
phase in comparison to control experiments. The amount of LTP
30 min after HFS, however, was not significantly different.

To determine whether activation of 5-HT4 receptors has a
facilitating effect on synaptic potentiation, we applied a subthresh-
old conditioning high-frequency stimulation protocol (stHFS) that
failed to induce LTP in control experiments (112.7+12.7% of
baseline response, n =7, p=0.39, Fig. 2B1) [43]. LTP could still
not be induced by stHFS in the presence of the 5-HT4 agonist RS
67333 (103.8%£5.1% of baseline response, n=8, p=0.53,
Fig. 2B2), or in the presence of the receptor antagonist RS
39604 (107.6+11.4% of baseline, n=6, p=0.49, Fig. 2B3).
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Figure 1. Effect of 5-HT4 receptors on synaptic and intrinsic properties of subicular BS neurons. A: Voltage responses of a burst-spiking
subicular neuron upon depolarizing and hyperpolarizing current pulses. B: Voltage responses of a regular-spiking subicular neuron to depolarizing
and hyperpolarizing current pulse. C: The 5-HT4 receptor agonist RS 67333 does not modulate EPSP responses during 30 minutes of wash-in. D: The
5-HT4 receptor antagonist RS 39604 does not alter EPSP responses during 30 minutes of wash-in. Scale bars: 20 mV and 50 ms (B); 2 mV and 20 ms

(C1, D).
doi:10.1371/journal.pone.0088085.9001

Comparison of all three groups showed no statistically significant
differences (ANOVA, one-way, F(2,18)=0.187, p=0.83).

5-HT4 receptors modulate LTD

As in our previous study [12], LFS caused LTD of synaptic
potentials to 67.8£7.4% of the baseline response (n=7, p<0.01,
Fig. 3Al). In presence of the 5-HT4 receptor agonist RS 67333,
LTD was significantly enhanced to 40.5=4.8% of the baseline
response (n =7, p<0.001, Fig. 3A2). In contrast, L'TD was blocked
in the presence of two different 5-HT4 receptor antagonists (RS
39604: 99.8%£7.2% of the baseline response, n=8, p=20.95,

Table 1. Synaptic and membrane properties of BS-cells in the
subiculum before and after application of 5-HT4 receptor
ligands.

RS 67333 (10 uM) RS 39604 (25 uM)

EPSP (% of Baseline) 102.0+8.3 (n=7, p=0.85) 93.1+8.0 (n=6, p=0.48)

Baseline Wash-in  Baseline  Wash-in
Rise-time (ms) 34+04 33+04 3.8+0.6 3.5+0.5
(n=6, p=0.54) (n=4, p=0.26)
Decay-time (ms) 10.9£1.3 11.0£1.4 145*1.6 14114
(n=6, p=0.79) (n=5, p=0.42)
RMP (mV) —73.0%3.1 —734%37 —-646*16 —656+2.0
(n=5, p=0.83) (n=6, p=0.12)
Rin (MQ) 29.7+6.4 30.6*7.6 40.6*2.5 39.2+35
(n=5, p=0.67) (n=6, p=0.44)

Data given as means = SEM.
doi:10.1371/journal.pone.0088085.t001
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Fig. 3A3; GR 113808: 100.6%£24.3% of the baseline response,
n=6, p=0.98, Fig. 3A4). Differences in LTD between control,
and in the presence of the 5-HT4 agonist RS 67333 and the 5-
HT4 antagonist RS 39604 were significant (ANOVA, one-way,
F(2,19)=17.572, p<0.001; post-hoc: control vs. RS 67333:
p<<0.05, control vs. RS 39604: p<<0.05, RS 67333 vs. RS
39604: p<<0.001, Fig. 3B). Comparable results were obtained
when analyzing the initial slope of EPSPs instead of EPSP
amplitudes (Table S2).

The induction of LTD in subicular BS neurons depends on
NMDA receptor activation and the increase of postsynaptic Ca®*
concentration [12]. To determine whether 5-HT4 receptor
activation alters NMDA receptor mediated potentials, we inves-
tigated the effect of 5-HT4 receptor activation on isolated NMDA
receptor-mediated EPSPs at resting membrane potential. The 5-
HT4 receptor agonist RS 67333 did not alter the amplitudes
(108.4£7.9% of baseline, n=5, p=0.32, Fig. 3E), and rise or
decay times (T =11.0=1.1 ms vs. 12.0=1.1 ms after wash-in,
n=>5, p=0.12; Tgecay = 28.4%3.1 ms vs. 30.4=2.9 ms after wash-
in, n=6, p=0.22) of isolated NMDA receptor EPSPs. To study
the effect of 5-H'T4 receptors on the induction phase of LTD, we
analyzed EPSP amplitudes during LI'S. Comparison of the three
groups (control, RS 67333, RS 39604) showed significant
differences (ANOVA, one-way, F(2,19)=9.811, p<<0.01). Under
control condition and in experiments with the 5-HT4 agonist RS
67333, we observed a significant decline of EPSP amplitudes
during the course of LFS which was not statistically different
between the two groups (control: 46.5+9.4% of baseline response,
n=7, p<0.0l; RS 677333: 23.6%3.2% of baseline response,
n=7, p<0.001; control vs. RS 67333 p=0.35; Fig. 3C). In
contrast, there was no significant depression if the 5-HT4 receptor
was blocked by the antagonist RS 39604 (90.7£13.8% of baseline
response, n=8, p=0.55; RS 39604 vs. RS 67333: p<<0.01; RS
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Figure 2. Effect of 5-HT4 receptors on LTP. A1: HFS induces LTP under control conditions. A2: The 5-HT4 receptor agonist RS 67333 does not
alter LTP. A3: The 5-HT4 receptor antagonists RS 39604 does not modulate LTP. B1: stHFS induces PTP but not LTP under control conditions. B2: The
5-HT4 receptor agonist RS 67333 failed to prime LTP after stHFS. B3: The 5-HT4 receptor antagonist RS 39604 failed to facilitate the induction of LTP

after stHFS. Scale bars: 2 mV and 20 ms.
doi:10.1371/journal.pone.0088085.9002

39604 vs. control: p<<0.03; Fig. 3C). When the 5-HT4 receptor
was blocked by GR 113808 we recorded a small but not significant
depression of EPSP amplitudes during LFS (75.2%12.1% of
baseline response, n=5, p=0.14, Fig. 3C, not included in the
ANOVA). These data support the notion, that 5-HT4 receptor-
activation affects synaptic plasticity at the short term scale.
Consistent with our previous study [12], the analysis of the paired-
pulse ratio before and after induction of LTD showed no
difference and provided no evidence for a presynaptic expression
of LTD (control: PPR 1.25+0.27, n=7, p=0.26; RS67333: PPR
1.17£0.8, n=7, p=0.55; RS39604: PPR 1.11%£0.07, n=38,
p=0.17).

5-HT4 receptors are positively coupled to AC1 and therefore,
their activation elevates intracellular cAMP levels. We studied the
effect of inhibition of cAMP dependent PKA on LTD induction
and found that LTD was strongly reduced in the presence of the
PKA inhibitor H 89 (89.2%£5.2% of baseline, n=6, p=0.12,
Fig. 3D1). In addition, the facilitated L'TD in the presence of the 5-
HT4 receptor agonist RS 67333 was likewise prevented when the
PKA inhibitor H 89 was applied (97.1%9.5% of baseline, n=7,
p=0.80, Fig. 3D2).

Discussion

In the present study, we show that 5-HT4 receptors modulate
activity-dependent LTD but not LTP in subicular BS cells. We
demonstrate that activation of 5-HT4 receptors by the agonist RS
67333 increases L'TD, while blockade of the receptor by the
antagonists RS 39604 or GR 113808 prevents LTD. Our data
indicate that 5-HT4 receptor activation facilitates postsynaptic
LTD. The paired-pulse ratios did not change after LTD induction,
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providing no evidence for a presynaptic expression of LTD.
Analyses of EPSP amplitudes during the course of LFS demon-
strate that 5-HT4 receptors have also an effect on short term
depression (STD). Since STD is a known presynaptic effect due to
depletion of presynaptic vesicles in the course of the stimulation
[39], our results indicate that 5-HT4 receptors have independent
effects on the presynaptic (STD) and postsynaptic (LTD) function.
Application of 5-HT4 agonists or antagonists has no effect on BS
cells’” resting membrane potential, input resistance, EPSP ampli-
tude or EPSP kinetics.

In our experiments, we did not observe a clear-cut effect of 5-
HT4 modulating agents on suprathreshold or subthreshold LTP
induction. Though we observed a slight difference in the initial
time course of EPSP amplitudes between the 5-HT4 agonist and
the two other experimental conditions (control, 5-HT4 antagonist),
the amount of LTP was not significantly different 30 minutes after
induction.

We have to consider, that RS 67333 like other 5-HT4 agonist
may interact with other receptors as well. Hence, the observed
effect might not be mediated solely by an action on 5-HT4
receptors. Since LTD was blocked in the presence of 5-HT4
receptor antagonists, however, our data suggest that 5-HT4
receptors are active, possibly due to the presence of ambient
serotonin [24] or to its activity-dependent release. Alternatively,
brain specific splice variants of the 5-HT4 receptor with high
intrinsic activity might be affected by application of 5-HT4
antagonists with inverse agonist activity like GR 113808 [44,45].
Since inverse agonist activity is not shown for RS 39604 [45], 5-
HT4 receptor activation by ambient serotonin seems to be more
likely.
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Figure 3. 5-HT4 receptors modulate LTD. A1: LFS induces LTD under control conditions. A2: Activation of 5-HT4-receptors significantly facilitates
LTD. A3/4: Blockade of 5-HT4-receptors through RS 39604 or GR 113808 prevented LTD. B: Summary of changes in synaptic strength illustrated in A1-
4. The antagonist GR 13808 is not included in the ANOVA. C: Averaged time courses of normalized EPSP responses during LFS. Control: white circles,
RS 67333: black circles, RS 39604: gray circles, GR 113808: dark gray squares. D1: The PKA inhibitor H 89 prevented LTD under control conditions. D2:
H 89 prevented LTD even in the presence of the 5-HT4 receptor agonist RS 67333. E: A 5-HT4 receptor agonist failed to modulate NMDA receptor
mediated EPSPs during 30 minutes wash-in. Scale bars: 2 mV and 20 ms (A,D), 1 mV and 20 ms (E).

doi:10.1371/journal.pone.0088085.9003

Our data indicate that 5-HT4 receptor activation modulates
LTD which is blocked by the PKA-inhibitor H 89. 5-HT4
receptors are positively coupled to AC1 through a G protein (Gy).
Though H 89 is known to block various kinases, and other
signaling cascades cannot entirely be excluded, it is feasible that
the modulation of LTD by 5-HT4 receptors is mediated by the
AC1-cAMP-PKA-cascade [19-23,46]. Previous reports showed
that L'TD in subicular BS cells depends on NMDA receptors and
requires the increase of postsynaptic Ca®* [12]. Although PKA can
potentiate NMDA receptor mediated currents by phosphorylation
[47], our results provide no evidence that 5-HT4 receptor
activation modulates the kinetic of NMDA receptor-mediated
EPSPs in BS cells.

In various experimental tasks including the Morris water maze,
the social olfactory recognition task, the olfactory associative
discrimination task or the two-trail recognition task, @ vivo
application of 5-HT4 agonists improves the performance of the
animals [34,48-52] supporting an important role of 5-HT4
receptors in learning and memory. There is also growing evidence
that 5-HT'4 receptors may play a role in Alzheimer’s disease and
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might be a promising target for treatment of memory impairments
[53-56]. Interestingly, Kemp and Manahan-Vaughan demon-
strated that blockade or activation of 5-HT4 receptors modulates
LTD in the CAl wn vivo [26] suggesting that the modulatory effect
is not restricted to the subiculum. As in the present study,
activation of 5-HT4 receptors did not modulate LTP [26], but in
sharp contrast to our findings, activation of the receptor blocked
LTD and blockade of the receptor lowered the threshold for LTD
induction. Notably, the same group showed that exposure to a
novel object-place configuration lowered the threshold for the
induction of LTD in CAl [57]. This facilitation could be blocked
by i vivo administration of a 5-HT4 receptor agonist before
exposure to the novel object-place configuration [57].

A major difference between CAl and subicular pyramidal
neurons resides in their discharge behavior. Whereas most CAl
pyramidal neurons exhibit regular-spiking behavior [58], the
majority of subicular pyramidal neurons fire high-frequency bursts
of action potentials in response to current injection. As burst-
spiking has been shown to be important for neuronal signaling and
plasticity [59,60], the abundance of burst-spiking neurons in the
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subiculum suggests that they may be critical to the encoding and
processing of hippocampal output information. /n vivo experiments
indicate that the subiculum operates earlier than the hippocampus
in a limited time frame of 10-15 s to encode and maintain new
information in a highly accurate and specific manner [61]. This
process is followed by an increasing participation of CAl in the
encoding and retrieval of this information. These data support the
hypothesis that the subiculum occupies a pivotal position in the
hippocampal memory system, where it receives raw information
directly from peri- and postrhinal cortices and processes informa-
tion via the entorhinal-hippocampal polysynaptic circuit [62].
The subiculum may thus act as a detector and distributor of
sensory information that takes into account the novelty and
relevance of signals arriving from CAl [62,63]. The contrasting
effect of 5-HT4 receptor activation on LTD in the CAl and
subiculum supports the hypothesis of different but complementary
information processing of these two hippocampal output regions

[61].

Supporting Information

Figure S1 Effect of 5-HT4 receptors on synaptic and
intrinsic properties of subicular RS neurons. Al, A2: The
5-HT4 receptor agonist RS 67333 does not modulate EPSP
responses, input resistance (Rj,) or resting membrane potential
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