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Kurzreferat:

Die Amygdala, eine dem Limbischen System zugeordnete Kerngruppe des Gehirns, ist fiir die Verarbei-
tung des emotionalen Anteils von Verhalten, Lernen und Gedéchnis essentiell. So ist die Aktivitdt amyg-
daldrer Neurone in emotional belastenden Situationen deutlich erhoht. In der vorliegenden Arbeit wur-
den Regulationsmechanismen der Aktivitit dieser Neurone mit Hilfe elektrophysiologischer Methoden
am Schnittpraparat der Amygdala von Ratten untersucht. Dazu erfolgte eine Einteilung der Projektions-
neurone im lateralen Kerngebiet nach Aktionspotentialmustern in regelméfiig aktive (R-Typ) und akko-
modierende (A-Typ). Systematische morphologische Unterschiede zwischen den beiden Typen konnten
nicht festgestellt werden. A-Typ Neurone zeigten im Anschluss an die Aktionspotentiale eine langsame
Nachhyperpolarisation (“slow afterhyperpolarisation”, sAHP). Bei R-Typ Neuronen war die langsame Nach-
hyperpolarisation gering oder nicht ausgebildet. Ferner generierten R-Typ Neurone stabile hochschwelli-
ge Oszillationen (“high threshold oscillations, HTOs), wéhrend bei A-Typ Neuronen keine HTOs darstellbar
waren. Aus Untersuchungen in Amygdala und Hippocampus ist bekannt, daf} die Dauer der sAHPs durch
den PKA-Inhibitor rp-cAMPs verlangert bzw. durch den cAMP-Agonisten 8-Bromo-cAMP verkiirzt wer-
den kann. Im néichsten Schritt wurde die Wirkung von rp-cAMPs auf R-Typ Neurone untersucht. Dabei
kam es zu einer Verldngerung des sAHP, das Aktionspotentialmuster wurde akkomodierend und stabile
HTOs waren nicht mehr darstellbar. Im Gegensatz dazu fiihrte die Applikation von 8-Bromo-cAMP auf
A-Typ Neurone zu einer Verkiirzung des sSAHP und zum Auftreten von stabilen HTOs. Die Anderung
des Verlaufs von sAHP stellt somit einen wirksamen Mechanismus zur Regulation von Aktionspotential-
mustern und hochschwelligen Oszillationen dar. Physiologisch konnte die Veranderung von sAHP durch
Neurotransmitter fiir das Erlernen von Furcht bedeutsam sein.



Schlisselworter: Amygdala, sSAHP, calciumaktivierter Kaliumkanal, SKCA2+, hoch-
schwellige Oszillationen, rp-CAMPs, 8-Bromo-cAMP, posttraumatische Belastungs-
storung
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Tabelle 1: Verwendete Abkiirzungen

Abkiirzung Einheit Beschreibung

Vin mV Membranpotential

Vr mV Ruhemembranpotential

I, nA Membranstrom

TAHP s Zeitkonstante der Nachhyperpola-
risation

HTO hochschwellige Oszillation, “high
threshold oscillation”

CS konditionierter Stimulus, “condi-
tioned stimulus”

us unkonditionierter Stimulus, “un-
conditioned stimulus”

R; MSQ Ruheeingangswiderstand

SAHP langsame Nachhyperpolarisation,
“slow afterhyperpolarisation”

fAHP schnelle Nachhyperpolarisation,
“fast afterhyperpolarisation”

Ioamp Strom der langsamen Nachhyper-
polarisation

AHP Nachhyperpolarisation, “afterhy-
perpolarisation”

PKA Proteinkinase A

R; Elektrodenwiderstand

LA lateraler Nukleus der Amygdala

BLA basolaterale = Kerngruppe der
Amygdala

AB akzessorische basale Kerngruppe
der Amygdala

BKcg2+ Kalzium aktivierter Kaliumkanal
mit hoher Leitfahigkeit

EEG Elektroenzephalographie

PBS phosphatgepufferte Blutersatzlo-

R-Typ Neurone

A-Typ Neurone

Vmam mV
I max nA
SK gzt

sung, “phosphate buffered saline”
regelmiflig entladende Neurone
der LA

akkomodierende Neurone der LA
maximales Membranpotential
maximaler Membranstrom
Kalzium aktivierter Kaliumkanal
mit niedriger Leitfahigkeit



Tabelle 2: Verwendete Abkiirzungen (Fortsetzung)

Abkiirzung Einheit Beschreibung

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoaxoleproprionic acid

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

ARAS aufsteigendes retikuldres aktivie-
rendes System

LaDL dorsolaterale Einheit der lateralen
Amygdala

LaVM ventromediale Einheit der latera-
len Amygdala

LaVL ventrolaterale Einheit der lateralen
Amygdala

VGCC spannungsaktivierter Kalziumka-

nal, “voltage activated calcium chan-
nel”



1 Einleitung

Schreck und Furcht sind normale und &duflerst sinnvolle Reaktionen auf bedrohliche
Situationen, die uns im tdglichen Leben begegnen. Tatsédchlich laufen Schreck- und
Furchtreaktionen im Menschen und in vielen anderen Wirbeltieren in vergleichbarer
Weise ab, und sie konnen fiir das Uberleben von entscheidender Bedeutung sein. So
wird jedes Individuum durch Sozialisierung oder schmerzvolle Erfahrung lernen, be-
stimmte Verhaltensweisen zu vermeiden, aus Angst davor, verletzt zu werden. Solche
Erinnerungen, die mit Furcht assoziiert sind, werden im Gehirn aufierordentlich schnell
und lang anhaltend gebildet. Fiir integrative Leistungen des Zentralnervensystems, die
mit Emotional - und insbesondere Furchtverhalten assoziiert sind, spielt eine Kern-
gruppe im medialen Bereich des Temporallappens des menschlichen Gehirns eine ent-
scheidende Rolle, die aufgrund ihrer Form als Amygdala® (griechisch: Mandelkern) be-
zeichnet wird (Ubersicht der Anatomie in Pitkédnen et al., 1997). Amygdalire Dysfunk-
tionen sind dariiber hinaus in Beziehung zu einer Reihe von pathophysiologischen Pro-
zessen mit klinischer Relevanz gestellt worden, wie zum Beispiel Syndrome abnormer
Emotionalitdt, Angst- und Suchterkrankungen, Schizophrenien und Temporallappen-
Epilepsien sowie dem posttraumatischen Belastungsstorung (Ubersicht in Aggleton,
1993). Zum Beispiel zeigten klinische Studien, dass Patienten mit einer Degeneration
der Amygdala in beiden Hirnhélften — einer seltenen Erkrankung, die als Urbach-
Wiethe-Erkrankung bezeichnet wird — nicht durch verminderte Intelligenz, sondern
vor allem durch ihr Unvermogen auffallen, den emotionalen Ausdruck (Furcht, Freu-
de, Traurigkeit) in menschlichen Gesichtern zu erkennen (Siebert et al., 2003).

1.1 Anatomie der Amygdala

Die Amygdala besteht aus einer heterogenen Ansammlung von Kerngebieten, die in
vielfdltiger Weise synaptisch miteinander und mit extra-amygdaldren Kerngebieten
verbunden sind. Die Aufklarung dieser Verbindungen auf zelluldrer Ebene und de-
ren Funktion ist Gegenstand aktueller Forschung (Pitkdnen et al., 1997). Dabei weist die
zugrunde liegende Organisation in verschiedenen Sdugetierspezies zum Teil erhebliche
Unterschiede auf, die dariiber hinaus von verschiedenen Autoren kontrovers diskutiert
wird. Die Kerngebiete der Amygdala der Ratte konnen nach einer grob-schematischen

"korrekte Bezeichnung: das Corpus amydaloideum, in der internationalen Literatur ist die in dieser Arbeit
verwendete Bezeichnung Amygdala tiblich.



Klassifikation von Price et al. (1987) und McDonald (1998) in drei Kerngruppen einge-
teilt werden:

e die basolaterale Kerngruppe (BLA), bestehend aus dem lateralen Nukleus (LA),
dem basalen Nukleus (B) und dem akzessorischen basalen Nukleus (AB);

e die kortikale Kerngruppe, die die kortikalen Nuklei und den lateralen olfaktori-

schen Nukleus umfasst;

e die zentromediale Kerngruppe mit dem medialen und zentralen Nukleus.
Als zusitzliche, nicht eindeutig zuzuordnende Nuklei existieren neben den oben ge-
nannten Kerngruppen interkalierte Zellen und das amygdalohippokampale Areal. Die

Nuklei konnen anhand struktureller und funktioneller Merkmale in Untereinheiten
(Divisionen) eingeteilt werden (Pitkadnen et al., 1997).
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Abbildung 1: Schematische Ubersicht iiber die Kerngebiete der Amygdala der Ratte in
einem koronaren Schnitt. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte laterale Gruppe
(LA) ist grau unterlegt. Die LA ist in drei Untereinheiten gegliedert: die dorsolatera-
le Einheit (LaDL), die ventromediale Einheit (LaVM) und die ventrolaterale Einheit
(LaVL) (modifiziert nach Paxinos und Watson, 1986).

Innerhalb der Amygdala stellt die laterale Kerngruppe (LA) die Haupteingangsstation
tiir sensorische Informationen aus kortikalen und subkortikalen Regionen dar. Afferen-

te Signale werden von Neuronen der LA integriert und nach Verarbeitung durch ein



vielsynaptisches Netzwerk innerhalb der Amygdala den zentralen Kerngebieten zu-
geleitet. Die zentrale Kerngruppe stellt die Hauptausgangsstation der Amygdala dar.
Von hier aus erreichen neuronale Signale iiber deszendierende Bahnen die Zielareale
in Hirnstamm, Hypothalamus und Riickenmark, in denen die emotionalen Reaktio-
nen iiber das vegetative Nervensystem, das Hormonsystem und das motorische Sys-
tem vermittelt werden (LeDoux, 2000). Beispiele sind die fiir Furchtreaktionen typische
Erh6hung von Atem- und Herzfrequenz aufgrund der Aktivierung des sympathischen
Anteils des vegetativen Nervensystems, die Ausschiittung von Glukocorticoiden sowie
Schreckstarre oder Flucht.

Abbildung 2: Schematische Ubersicht iiber die intraamygdaloiden Projektionen im ko-
ronaren Schnitt. Die in dieser Arbeit untersuchte laterale Kerngruppe (LA) projiziert in
alle andere Kerngebiete der Amygdala. Fiir die Ausbildung der Furchtreaktionen sind
die Verbindungen zur zentralen Kerngruppe von besonderer Bedeutung. LA: Latera-
le Kerngruppe, CeL: zentrolaterale Kerngruppe, CeM: zentromediale Kerngruppe, B:
basale Kerngruppe, AB: akzessorische basale Kerngruppe (modifiziert nach Sah et al.,
2003)
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Zur Untersuchung von Furchtreaktionen wird seit Beginn der siebziger Jahre die PAV-
LOV’sche Angstkonditionierung verwendet. Dabei wird ein neutraler Reiz (konditio-
nierter Stimulus, CS) mit einem aversiven Reiz (unkonditionierter Stimulus, US), meist
ein leichter elektrischer Fufischock, zeitlich gepaart dargeboten. Nach einigen Paarun-
gen von CS und US zeigen die Versuchstiere bei Darbietung ausschliefslich des kon-
ditionierten Stimulus in Erwartung des aversiven Reizes Furchtreaktionen. Bei dem
konditionierten Stimulus kann es sich bei diesem experimentellen Paradigma um ol-
faktorische, auditorische, taktile oder visuelle Reize handeln. Bisher am besten unter-
sucht ist die Angstkonditionierung mit auditorischen konditionierten Stimuli. Hirnge-
biete, die mit der Verarbeitung auditorischer Stimuli befasst sind (hauptsachlich audi-
torischer Kortex und Teile des Thalamus), projizieren in der Amygdala auf das late-
rale Kerngebiet (Doron und Ledoux, 1999; Goosens und Maren, 2001; LeDoux et al.,
1990, 1991). Lasionen dieses Kerngebietes fithren zu einer Storung der Furchtkondi-
tionierung (Amorapanth et al., 2000; Campeau und Davis, 1995; Goosens und Maren,
2001; LeDoux et al., 1990; Nader et al., 2001). Die laterale Kerngruppe besitzt neben
direkten Efferenzen zum zentralen Kerngebiet auch Verbindungen zur basalen und ak-
zessorischen basalen Kerngruppe (Paré et al.,, 1995; Stefanacci et al., 1992). Die Ver-
kniipfung des konditionierten mit dem unkonditionierten Stimulus soll in der late-
ralen Kerngruppe geschehen (LeDoux, 2000). Wie die Arbeiten von Paré und Collins
im Jahr 2000 gezeigt haben, kommt es in Projektionsneuronen zu einer gesteigerten
Aktivitat sowohl bei der Prasentation eines konditionierten (Ton) als auch bei Darbie-
tung des unkonditionierten Stimulus. Dabei fiihrt die Konvergenz von konditionier-
tem und unkonditioniertem Stimulus zu einer permanenten Erhchung des postsynap-
tischen Potentials, welches die Information iiber den konditionierten Stimulus in die
laterale Kerngruppe weiterleitet (Rosenkranz und Grace, 2002). Diese Erhchung der
Effizienz geschieht iiber verschiedene Mechanismen, von denen die “long-term poten-
tiation” (LTP), am besten untersucht ist. Bei LTP fiihrt eine tiberschwellige Depolari-
sation des postsynaptischen Neurons zum Aufheben der Blockierung der N-Methyl-
D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren durch Magnesium (Mg2+) (Nowak et al., 1984). Die
freigegebenen NMDA-Rezeptoren lassen Kalziumionen einstromen, die die fiir die per-
manente Konsolidierung notwendigen biochemischen Verdnderungen tiber sekundare
Nachrichtensysteme induzieren (Ubersicht in Malenka und Nicoll, 1999; Bauer et al.,
2002). Die fiir die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren notwendige Depolarisation wird
wahrscheinlich {iber glutamaterge a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoaxoleproprionic
acid (AMPA)-Rezeptoren vermittelt (Magee und Johnston, 1997). In amygdaldren Neu-

2+

ronen konnen dariiber hinaus spannungsaktivierte Ca“™-Kandle (voltage gated calcium
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channels, VGCCs) die fiir die LTP notwendige Erhhung des intrazelluldren Kalzium-
spiegels vermitteln (Weisskopf et al., 1999; Wyllie et al., 1994). Ein weiterer Weg fiihrt
tiber kalziumpermeable AMPA-Rezeptoren (Mahanty und Sah, 1998).

Auch die Umgebung oder Situation, in der ein Versuchstier furchtkonditioniert wur-
de (beispielsweise der Kifig), kann eine Furchtreaktion auslésen. Diese Furcht wird
als Kontextfurcht bezeichnet. Lasionsstudien ergaben, dass die Zerstorung der basalen
und akzessorischen basalen Kerngruppen den Erwerb von Kontextfurcht verhindert
(Goosens und Maren, 2001; Maren und Fanselow, 1995). Diese Kerngruppen erhalten
umfangreiche Afferenzen aus dem Hippocampus, speziell aus der Area CA1 und dem
Subiculum (Canteras und Swanson, 1992; Maren und Fanselow, 1995), und projizieren
efferent auf die zentralen Kerngebiete der Amygdala, welche wiederum mit ihren Pro-

jektionen auf Hirnstamm und Hypothalamus die Furchtreaktionen auslosen.

1.2 Neuronentypen des basolateralen Komplexes der Amygdala

Die integrative Funktion des basolateralen amygdaldaren Komplexes basiert auf den in-
trinsischen Eigenschaften der verschiedenen Neuronentypen und deren synaptischen
Interaktionen. Urspriinglich wurden aufgrund der morphologischen Eigenschaften zwei
Haupttypen von Neuronen im basolateralen Komplex der Amygdala der Ratte unter-

schieden.

Der erste Typ (Klasse 1) wird aufgrund des pyramidendhnlichen Zellkérpers (Durch-
messer 10-15 um) auch als Pyramidenzelle bezeichnet (Faber et al., 2001; Rainnie et al.,
1993; Washburn und Moises, 1992). Vom Zellkorper (Soma) entspringen ein dominanter
Apikaldendrit sowie drei bis sieben weitere Dendriten. Die Dendriten tragen typische
Dornfortsitze, so dass die Neuronen auch als dornig (“spiny”) bezeichnet werden. Die
Neurone dieses Typs sind Projektionsneurone, deren Axone extraamygdaldre Zielge-
biete erreichen.

Der zweite Neuronentyp (Klasse 2) wird aufgrund der Form des Zellkorpers auch als
sternformig bezeichnet (Millhouse und DeOlmos, 1983). Neurone dieses Typs besitzen
zwei bis sechs primédre Dendriten ohne auffallige Apikaldendriten und ohne Dornfort-
sdtze. Es handelt sich um GABAerge Interneurone, deren Axone entweder direkt vom
Soma oder aus einem Primdrdendriten abgehen und sich mehrfach teilen, um dann
ein Geflecht aus lokalen Axonkollateralen und -terminalen zu bilden (McDonald und
Augustine, 1993). Neben diesen beiden Hauptklassen existiert eine Reihe von anderen

Zelltypen, allerdings in geringerer Zahl, welche aufgrund ihrer somatodendritischen
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Morphologie in so genannte extended cells, cone cells, chandelier cells und neuroglioform
cells (Faulkner und Brown, 1999; McDonald, 1984; Kamal und Toemboel, 1975) einge-
teilt wurden. Einschrankend muss allerdings festgehalten werden, dass die morpholo-
gischen Kriterien {iberlappen und oftmals keine eindeutige Zuordnung individueller

Neurone zu einer bestimmten Klasse moglich ist.

1.3 Intrinsische Eigenschaften von Projektionsneuronen in der lateralen
Amygdala

Durch eine Verbindung von morphologischen mit physiologischen Eigenschaften wur-
de eine erweiterte Klassifizierung der Neuronentypen in der Amygdala angestrebt.
Hierzu wurden elektrophysiologische Techniken in intakten Tieren in vivo und so ge-
nannten Hirnschnittpraparate (“slices”) der Amygdala in vitro verwendet. Die Eintei-
lung der Neurone erfolgte zum einen aufgrund von passiven (Membranruhepotenti-
al; Ruheeingangswiderstand) und aktiven Eigenschaften der Zellmembran (Gleichrich-
tung), vor allem aber aufgrund der Form und des Musters der Aktionspotentiale (Faber
et al., 2001; Pape et al., 1998; Rainnie et al., 1993). Fiir die hier vorgestellte Arbeit sind
ausschlieflich die Projektionsneurone der lateralen Amygdala von Bedeutung, so dass
sich die Darstellung funktioneller Neuroneneigenschaften auf diesen Zelltyp beschran-
ken soll.

Die Projektionsneurone machen bis zu 95% der Neurone in der LA in den verschie-
denen, bisher untersuchten Sdugetierspezies aus (Faber et al., 2001), je nach Litera-
tur auch mehr (McDonald, 1984). Gemeinsames Merkmal ist die geringe Spontanak-
tivitat (Paré et al., 1995). Erst als Reaktion auf depolarisierende Einfliisse, die das so
genannte Schwellenpotential erreichen, werden Aktionspotentiale generiert. Die ein-
zelnen Aktionspotentiale sind von relativ langer Dauer (Halbwertsbreite in der LA
der Ratte ca. 1-2 ms bei 28-30 °C) und werden durch ein hyperpolarisierendes Mem-
branpotential (“afterhyperpolarisation”, AHP) beendet (Ubersicht in Sah, 1996). In ei-
nem AHP sind unterschiedliche Phasen erkennbar. Nach einem einzelnen Aktionspo-
tential treten AHPs mit schnellem (“fast AHP”, f{AHP; Zeitverlauf im Millisekunden-
bereich) (Lancaster und Adams, 1986; Lancaster und Nicoll, 1987; Storm, 1987; Sah
und McLachlan, 1992) und mittlerem Zeitverlauf (“medium AHP”, mAHP; Zeitverlauf
im Zehn-Millisekundenbereich) auf (Kawai und Watanabe, 1986; Sah und McLachlan,
1992; Schwindt et al., 1988a,b). Die Mehrzahl der Projektionsneurone zeigt lediglich zu
Beginn des depolarisierenden Reizes eine kurze Folge von Aktionspotentialen, deren

Frequenz trotz anhaltender Depolarisation kontinuierlich abnimmt. Dieses Antwort-
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verhalten wird als Akkomodation und die Neurone werden entsprechend als akko-
modierende Neurone (A-Typ) bezeichnet. In einem Teil der Projektionsneurone wird
dagegen bei anhaltendem depolarisierenden Reiz eine anhaltende Folge von Aktions-
potentialen beobachtet, deren Frequenz weniger von der Dauer als von der Starke des
depolarisierenden Einflusses abhéngig ist. Diese Neurone werden entsprechend als re-
gelméfig aktiv (R-Typ) bezeichnet. Am Ende der Aktionspotentiale treten wiederum
AHPs auf, deren Amplitude und Dauer in den beiden Neuronentypen charakteristische
Unterschiede aufweissen (Faber et al., 2001; Schwindt et al., 1988a; Stocker et al., 1999;
Rainnie et al., 1993; Womble und Moises, 1993b). Die A-Typ Neurone generieren ein
AHP mit hoher Amplitude und sehr langsamem Zeitverlauf (“slow AHP”, sAHP; Zeit-
verlauf im Sekundenbereich), wiahrend in den R-Typ Neuronen ein AHP mit schnel-
lerem Zeitverlauf (“medium AHP”; mAHP; Zeitverlauf im Zehn-Millisekundenbereich)
dominiert und das sAHP im allgemeinen gering oder nicht ausgebildet wird. Grundla-
ge der AHPs sind Auswartsstrome iiber die Zellmembran der Neurone, die die Ak-
tivierung von Ionenkandlen mit hoher Kalium (K ) Permeabilitit reflektieren. Das
sAHP erfolgt aufgrund der Aktivierung bestimmter Typen von K *-Kanilen durch in-
trazelluldre Kalziumionen (Ca?*), die in Folge der Aktionspotentialaktivitit und da-
mit verbundener Offnung von Ca?*-Kanilen in die Zelle einstrémen. Die Generie-
rung des Stroms erfolgt {iber kalziumabhangige Kaliumkandle mit niedriger Leitfa-
higkeit (SK¢,2+) (Sah und Isaacson, 1995; Sah, 1995). Bisher sind von diesem Kanal
drei verschiedene Untertypen bekannt, die sich in ihrer Sensitivitit gegeniiber dem
Hemmstoff Apamin unterscheiden (Ubersicht in Sah, 1996). Das intrazellular akku-
mulierende C'a®T aktiviert eine zunehmende Population der K T-Kanéle mit der Folge
eines anschwellenden K*-Ausstroms (/5.4 p) und entsprechendem hyperpolarisieren-
dem Einfluss. Die Konsequenz dessen ist die abnehmende Aktionspotentialfrequenz,
die das Entladungsmuster der A-Typ Neurone charakterisiert. Urspriinglich nahm man
an, dass die R-Typ Neurone eine separate Neuronenpopulation darstellen, denen mog-
licherweise die das sAHP vermittelnden K *-Kanile fehlen (Rainnie et al., 1993; Wash-
burn und Moises, 1992). Allerdings wurde diese Hypothese durch Studien in anderen
Hirnarealen und jiingst auch in der Amygdala in Frage gestellt, die ein Kontinuum
von akkomodierenden und nicht-akkomodierenden Aktionspotentialmustern in einer
grofieren Population von Projektionsneuronen beschrieben (Faber et al., 2001). Von be-
sonderem Interesse hierbei ist die Beobachtung, dass die K *-Strome, die das sAHP
vermitteln, durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert werden kon-
nen (Pedarzani und Storm, 1995). Die vermittelnden Proteinkinasen und Phosphata-
sen werden durch intrazelluldre Botenstoffe kontrolliert. Von besonderer Bedeutung ist
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hier die Proteinkinase A, die durch das intrazelluliare cAMP kontrolliert wird (Pedar-
zani und Storm, 1993). Die intrazellulire cAMP-Konzentration wiederum wird durch
die Aktivitit der Adenylatcyclase eingestellt, welche mit einer Reihe von metabotro-
pen Rezeptoren der Zellmembran funktionell verbunden ist(Izquierdo und McGaugh,
2000; Ferry und McGaugh, 2000; McGaugh, 2004). Tatsachlich erbrachten in vitro Studi-
en zundchst in Pyramidenzellen der CA1 Region des Hippocampus Hinweise darauf,
dass nach Stimulation fs-adrenerger oder muskarinischer Rezeptoren und assoziierter
Aktivierung des cAMP Systems die Amplitude des I 4 x5 p sinkt (Pedarzani und Storm,
1996). Die funktionelle Konsequenz ist der Ubergang von akkomodierenden zu nicht-
akkomodierenden Aktionspotentialfolgen in dem entsprechenden Neuron (Faber et al.,
2001).

Diese Ergebnisse sind mit der urspriinglich strikten Gruppierung der Projektionsneu-
rone in R- und A-Typen wenig in Einklang zu bringen. Die Problematik wird auch da-
durch erkennbar, dass weitere Klassifizierungsmerkmale beschrieben worden sind, die
mit den urspriinglichen nur zum Teil oder nicht tiberlappen. In Projektionsneuronen
der LA, die mit Hilfe von Stimulationsexperimenten in vivo exakt als solche identifiziert
wurden, antwortete eine Gruppe auf depolarisierende Reize mit einer hochfrequenten
Salve von Aktionspotentialen ("bursts”, siehe (Paré und Gaudreau, 1996)). Eine ande-
re Gruppe, die die tiberwiegende Mehrzahl der Projektionsneurone ausmachte, zeigte
bei leichter Membrandepolarisation auf schwellennahe Werte rhythmische Deflektio-
nen des Membranpotentials, die mit einer Frequenz von 4-8 Hz auftraten und im de-
polarisierenden Anteil Aktionspotentiale auslosten. Diese rhythmischen Membranpo-
tentialinderungen wurden als "Oszillationen" bezeichnet (Paré et al., 1995). Tatsachlich
erbrachten nachfolgende in vitro Studien in verschiedenen Saugetierspezies den Nach-
weis, dass eine {iberwiegende Zahl von Projektionsneuronen (um 90%) der LA diese
Oszillationen im Frequenzband 4-8 Hz produzieren (Pape et al., 1998). Dabei wurden
zwei Typen von Oszillationen differenziert, die im Schwellenbereich und oberhalb zur
Generierung von Aktionspotentialen auftraten und die demzufolge als niederschwelli-
ge (“low threshold oscillation”, LTO) und hochschwellige Oszillation (“high threshold oscil-
lation”, HTO) bezeichnet wurden. Detaillierte Studien der zugrunde liegenden Mecha-
nismen zeigten, dass beide Typen von Oszillationen durch Ionenstrome der Zellmem-
bran vermittelt werden, die einander entgegengerichtet in zeitlich geordneter Weise in-
teragieren (Pape und Driesang, 1998). Jeder Typ Oszillation rekrutiert dabei eine jeweils
spezifische Kombination von Ionenkanilen, wodurch das unterschiedliche Schwellen-
verhalten erklart wird. Die LTO wird durch einen spannungsabhédngigen anhaltenden

Natrium (Na™*)-Strom in Wechselwirkung mit einem bestimmten K *-Strom (7,,,) gene-
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riert. Die HTO ist durch die Aktivierung spannungsabhéngiger Ca?*-Stréme begriin-
det, wodurch in Folge der intrazelluliren Akkumulation von Ca?*-lIonen bestimmte
Typen von K *-Kanilen aktiviert werden, insbesondere vom BK ¢,2+-Typ (Pape und
Driesang, 1998). Als funktionell bedeutsame Konsequenz dieser Oszillationen wurden
zum einen die zeitliche Synchronisation afferenter synaptischer Signale und zum an-
deren die Generierung rhythmischer Folgen von Aktionspotentialfolgen im Zeitfenster
dieser Oszillationen vorgeschlagen (Lampl und Yarom, 1993, 1997).

Die jiingere Zeit erbrachte ergdnzende Erkenntnisse zu den Neuronentypen der Amyg-
dala aus immunzytochemischen und molekularbiologischen Ansétzen, die jedoch noch
liickenhaft sind, so dass auf deren Darstellung an dieser Stelle verzichtet werden soll
(Ubersicht in McDonald, 2003).

1.4 Ziele dieser Arbeit

Aus den aktuellen Klassifizierungsschemata der Projektionsneurone in der LA ergaben

sich die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit:

1. Sind A-Typ und R-Typ Projektionsneurone als Reprasentanten getrennter Neuro-
nenpopulationen anzusehen, oder reprasentieren sie die Endpunkte eines Konti-

nuums neuronaler Eigenschaften?

2. In welcher Beziehung stehen die Eigenschaften akkomodierend und nicht akko-
modierend auf der einen und die Oszillationen des Membranpotentials auf der

anderen Seite?

3. Welche Rolle spielt das intrazellulire cAMP /Proteinkinase A System fiir die Kon-

trolle dieser Eigenschaften?

Als methodischer Ansatz wurden intrazelluldre elektrophysiologische Techniken im in
vitro Schnittpraparat der LA der Ratte verwendet, in denen die beschriebenen neurona-
len Aktivitdtsmuster zum einen gut zu untersuchen sind und die zum anderen deren
zeitlich stabile Registrierung bei hinreichender Kontrolle der physikochemischen Para-
meter erlauben (Pape et al., 1998). Insbesondere konnte mit Hilfe pharmakologischer

Ansitze die intrazellulire cAMP Konzentration manipuliert werden.
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2 Methoden

2.1 Praparation der Tiere

Die Experimente wurden in Schnittprdparaten der LA von Ratten (Stamm Long Evans)
beiderlei Geschlechts (20-29 Tage postnatal) durchgefiihrt. Die Tiere wurden mit Halo-
than tief andsthesiert, dekapitiert und einer Kraniotomie unterzogen. Beide Hemispha-
ren wurden schnell entfernt und in PIPES-Puffer (in mM: Glucose 10, Saccharose 195,
CaCl, 0,5, PIPES 20, KCl 2,4, MgSO, 10, pH=7,25) auf einem Vibratom (Modell 1000,
Ted Paella, Redding, CA, USA) als 500 um dicke Koronarschnitte aufbereitet. Aus die-
sen Schnitten wurde die Amygdala mit Hilfe von Skalpellschnitten herausgetrennt und
in die Messkammer tiberfiihrt. Bei der Messkammer handelte es sich um einen so ge-
nannten interface-Typ. Bei diesem Typ werden die Schnitte auf einem mit Filterpapier
(Lens Cleaning Paper, Kodak, Rochester, NY) iiberzogenen Kunststoffstopfen (Sylgard
184, Precision Instruments, Sarasota, FL) bei einer Temperatur von 36 °C £1 °C aufbe-
wahrt. Die Badlosung (in mM: 126 NaCl, 2,5 KCl, 2 MgSOy, 26 NaHCO3, NaH2POy, 2
CaCly, 10 Dextrose) umfliefit den Schnitt aufgrund der Kapillarkréfte des Filterpapiers
kontinuierlich. Durch eine Begasung mit Carbogen (95% O2+ 5% CO;) wurde der pH-
Wert auf 7,4 eingestellt. Eine schriage Beleuchtung der koronaren Schnitte machte die
Grenzen der LA gut sichtbar. Nach der Uberfiihrung der Schnitte in die Messkammer
wurden mindestens 90 Minuten keinerlei Manipulationen durchgefiihrt.

2.2 Elektrophysiologische Eigenschaften

Die Ableitelektroden wurden auf einem Mikroelektroden-Ziehgerit (Flaming/Brown
micropipette puller Model P-87, Sutter Instruments, Sarasota, FL, USA) aus diinnwan-
digen Glaskapillaren hergestellt (TW-100F, World Precision Instruments, Sarasota, FL,
USA). Als Elektrolyt wurde 2M Kaliumacetat mit 1% Biocytin (notwendig fiir die Far-
bung der Zellen, siehe unten) verwendet. Der Elektrodenwiderstand R g; lag zwischen
50 und 80 MQ. Die elektrische Verbindung zum Messverstarker wurde durch einen
chlorierten Silberdraht hergestellt. Als Referenzelektrode wurde ein chlorierter Silber-
draht im Nahrstoffbad platziert.

Alle intrazelluldren Messungen wurden mit der Stromklemmen (“current clamp”)-Me-
thode durchgefiihrt und durch einen Axoclamp 2A-Messverstadrker kontrolliert (Axon
Instruments, Foster City, CA, USA). Bei der “current clamp”-Methode wird das Mem-

branpotential gemessen und durch kontrollierte intrazelluldre Strominjektion veran-
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dert. Dabei ergibt sich der aktuelle Wert des Membranpotentials aufgrund der passiven
und aktiven Eigenschaften der Zellmembran. Da Stromapplikation und Messung des
Membranpotentials iiber eine Elektrode erfolgten, musste der durch den Elektroden-
widerstand verursachte Spannungsabfall an der Messelektrode kompensiert werden.
Diese Kompensation wurde mit Hilfe eines Briickenverstarkers erreicht. Der Briicken-
abgleich wurde wahrend des Experiments kontinuierlich tiberwacht. Die gewonne-
nen Daten wurden auf einem Videoband gespeichert (NeuroCorder DR-384; Neuro-
data, New York, NY, USA) und wahrend der Messung mit Hilfe eines CED 1401 Di-
gital/ Analogwandlers und der Software Spike2 for Windows (Version 2.18) digitalisiert
und aufgezeichnet (Cambridge Electronics Design, Cambrigde, GB). Die Frequenz der
Digitalisierung betrug 3 kHz fiir die Spannungsspur und 200 Hz fiir die Stromspur.
Strom- und Spannungsspur wurden auf einem Oszilloskop dargestellt. Um einen Uber-
blick tiber den Langzeitverlauf der Spannungskurve zu bekommen, wurden die erho-
benen Messwerte mit Hilfe eines Analogschreibers (Gould RS 3200, Valley View, OH,
USA) aufgezeichnet.

Die Erstellung der Graphiken und die statistischen Berechnungen erfolgten mit Origin
5.0 fiir Windows (Microcal Software, Inc. Northampton, MA, USA 1991-1996).

In die Datenauswertung eingeschlossen wurden ausschliefilich Projektionsneurone im
lateralen Kern der Amygdala, die

e ein stabiles Ruhemembranpotential negativer als -55 mV,
e einen Ruheeingangswiderstand R; grofier als 35 M2 und

e Aktionspotentiale mit einem Spitzenwert positiv von 0 mV (overshoot)

aufwiesen. Vor jeder Messung wurde die Ableitelektrode in dem Ndhrmediumbad

platziert und der Messverstarker auf 0 mV abgeglichen.

Eine mogliche Verschiebung des Elektrodenspitzenpotentials nach der Messung wur-
de kontrolliert, indem nach Ende der intrazelluldiren Messungen die Elektrodenspitze
mit der Badlosung in Verbindung gebracht und das Potential registriert wurde. Bei Ver-
anderungen (iiblicherweise unterhalb 4 mV) wurde das gemessene Membranpotential

entsprechend korrigiert.

Fiir pharmakologische Manipulationen wurde rp-cAMPs, ein irreversibler Hemmstoff
der Adenylatcyclase und 8-Bromo-cAMP, ein membrangingiges cAMP-Analogon ver-
wendet (beide Pharmaka von Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD). Die Applikation der
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Substanzen erfolgte extrazelluldr in kleinen Volumina (50-500 pl) unter mikroskopi-
scher Kontrolle in unmittelbarer Umgebung der Ableitelektrode mit Hilfe einer Glaspi-
pette (Spitzendurchmesser 10-20 um) durch Anlegen eines konstanten Uberdruckpul-
ses (Picospritzer II, General Valve, Fairfield, NJ, USA).

2.3 Intrazellulare Farbungen

Um Lage und Struktur des untersuchten Neurons darzustellen, wurde das wahrend
der Messung durch die Ableitelektrode in das Neuron diffundierte Biocytin als Mar-
kierung benutzt. Dazu wurde im Anschluss an die elektrophysiologischen Untersu-
chungen der Schnitt fixiert (24h, 4% Formalin, 30% Saccharoseldosung, pH 7,4) und am
Gefriermikrotom 80 pm dicke Schnitte angefertigt. Vor der weiteren Aufarbeitung wur-
den die Schnitte in PBS (phosphatgepufferte Blutersatzlosung, in mM: 120 NaCL, 11,5
NaHyPOy, 3,12 KoHPO,, pH =7,4) dreifach gespiilt. Danach folgte eine 30 mintitige Be-
handlung mit HyO5 (166,6 11 HoO2 in 10 ml PBS). Nach einer erneuten dreifachen Rei-
nigung mit PBS konnte der Schnitt mit Avidin-Biotin-Meerettich Peroxidase (ABC-Kit
1:100, Vektor Labs) inkubiert werden. Im Anschluss daran wurde eine erneute Reini-
gung mit PBS durchgefiihrt. Jetzt erfolgte die Diaminobenzidin (DAB)-Reaktion. (1,25
mg DAB+125 1 1% CoCly + 10011 Ammoniumnickelsulfate (1%) + 0,009% H2O5). Wie-
derum wurde eine Reinigung mit PBS durchgefiihrt. Danach wurden die Schnitte auf
einen Objekttrager aufgebracht und fiir eine Dauer von 24h bei Raumtemperatur ge-
trocknet. Diese Schnitte wurden unter einem Lichtmikroskop (Olympus, Typ BX41) bei
100facher und 800facher Vergrofierung beurteilt und fotografiert.

2.4 Bestimmung der grundlegenden elektrophysiologischen
Eigenschaften

Zur Charakterisierung der grundlegenden elektrophysiologischen Eigenschaften eines

Neurons wurden in der vorliegenden Arbeit bestimmt:

1. Ruhemembranpotential V.
Das Ruhemembranpotential ist die Potentialdifferenz zwischen Zytoplasma und
Umgebung der Zelle, welches gemessen werden kann, wenn die Zelle keiner elek-

trischen, chemischen oder mechanischen Reizung von aufsen ausgesetzt ist.
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2. Ruheeingangswiderstand R;
Der Ruheeingangswiderstand bezeichnet den ohmischen Widerstand der Zell-
membran bei Werten des Membranruhepotentials. Fiir die Bestimmung von R;
wurde ein rechteckformiger hyperpolarisierender Konstantstrom mit einer Am-
plitude von -0,1 nA und 100 ms Dauer beim Ruhepotential appliziert. Aus der
Differenz zwischen Ruhemembranpotential und der geméfs dem OHM schen Ge-
setz resultierenden Membranhyperpolarisation wurde der Ruheeingangswider-

stand errechnet:
AU

Ri= X7

1)

3. Passive Membraneigenschaften (I/V500)
Zur Bestimmung der passiven Membraneigenschaften wurden hyperpolarisie-
rende Konstantstrompulse mit einer Amplitude von -0,1 nA bis -0,5 nA (Dauer:
500 ms) beim Ruhemembranpotential appliziert. Die Werte von injiziertem Strom
und Potentialdinderung wurden in der so genannten Strom/Spannungs bezie-
hung (I/V-Beziehung) aufgetragen, die aufgrund der 500 ms Dauer der Strom-
injektion als I/V500 bezeichnet wurde

4. Aktive Membraneigenschaften, insbesondere Aktionspotentialfrequenz (f/i500)
Vom Ruhepotential aus wurden Aktionspotentiale durch Injektion von 500 ms
dauernden, depolarisierenden Konstantstrompulsen mit steigender Amplitude
ausgelost. Die aktuelle Aktionspotentialfrequenz wurde in Beziehung zur Ampli-
tude des Konstantstroms gesetzt (f/i500). Fiir die Beschreibung der Frequenzande-
rung zwischen den einzelnen Aktionspotentialen wurde die instantane Frequenz
verwendet. Dabei werden die zeitlichen Abstdnde n zwischen den einzelnen, je-

weils vorausgehenden, Aktionspotentialen gemessen und mit Hilfe der Formel
1/n = Frequenz (2)

berechnet.

5. Zeitkonstante der Nachhyperpolarisation 74xp
Der Zeitverlauf des AHP bei Beendigung einer depolarisationsinduzierten Folge
von Aktionspotentialen (aus der f/i500 , s.0.) wurde mit Hilfe der Zeitkonstante

bestimmt. Hierzu wurde das AHP mit der Exponentialfunktion

y= Ao+ AT AT 3)
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mit Hilfe einer entsprechenden Software (Origin 5.0, Microcal Software, Northamp-
ton, USA) beschrieben. A,, entspricht der Amplitude, 7,, reprdsentiert die Zeit-
konstante, A ist die Verschiebung auf der Ordinate. Die Amplitude des depo-
larisierenden Konstantstroms wurde jeweils so gewahlt, dass bei nicht akkomo-
dierenden Neuronen acht bis zehn Aktionspotentiale und bei akkomodierenden
Neuronen zwei bis vier Aktionspotentiale ausgelost wurden. Die Amplituden des
Strompulses lagen zwischen 0,8 und 1,4 nA. Der Abstand zwischen den Pulsen
war lang genug, um eine Repolarisation auf das Ruhemembranpotential V. zu

gewihrleisten.

2.5 Anhaltende Depolarisation

Um die Aktionspotentialfolgen iiber einen lingeren Zeitraum verfolgen zu kénnen,
wurden rechteckformige Konstantstrome von 30 s Dauer bei schrittweise steigender
Amplitude verwendet. Die Stromamplituden lagen zwischen 1,0 nA und 2,8 nA. Der
Abstand der Strompulse wurde so gewihlt, dass vor der ndchsten Depolarisation das
Ruhemembranpotential erreicht wurde. Wahrend der Depolarisation wurden zur Kon-
trolle der Briickenbalance in fiinfsekundigem Abstand hyperpolarisierende Konstant-
strome mit einer Dauer von 300 ms und einer Stromstédrke von -0,3 nA appliziert. Die
zeitlichen Abstdnde zwischen den ausgelosten Aktionspotentialen wurden bestimmt
und nach relativer Haufigkeit in einem Histogramm dargestellt (Intervall Histogramm).
Als prozentualer Maximalwert wurde der zeitliche Abstand zwischen den ausgelos-
ten Aktionspotentialen bezeichnet, der in der prozentualen Verteilung am hiufigsten

vorkam.

2.6 Applikation eines rampenférmigen Strompulses

Zur Darstellung des spannungsabhéngigen Ubergangs verschiedener Aktivitatsmus-
ter sowie zur Bestimmung des Membranwiderstandes in Abhingigkeit von der An-
derung des Membranpotentials wurden rampenférmige depolarisierende Strompulse
vom Ruhemembranpotential aus injiziert. Der Anstieg der rampenférmigen Strompul-
se betrug 90 pA/s. Die Dauer des Strompulses wurde so gewédhlt, dass am Ende des
Strompulses das Membranpotential bei ca. -20 mV lag oder keine weitere Depolarisa-
tion des Neurons auslosbar war. Wahrend der rampenformigen Depolarisation wur-
den zur Kontrolle der Briickenbalance in fiinfsekundigem Abstand hyperpolarisieren-

de Konstantstrome mit einer Dauer von 300 ms und einer Stromstidrke von -0,3 nA
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appliziert. Fiir die Auswertung wurde die Amplitude des Membranstroms normiert
(relativer Membranstrom) und in jeweils zehnprozentigen Abstinden das Membran-
potential bestimmt. Generierte das Neuron zu diesem Zeitpunkt ein Aktionspotential
oder eine Oszillation, so wurde ein Wert ausgewihlt, der dem Membranpotential zwi-
schen zwei Aktionspotentialen bzw. Oszillationen entsprach. Das Membranpotential
wurde danach auf das wahrend der rampenformigen Depolarisation maximal erreich-
te Membranpotential normiert (relatives Membranpotential) und gegen den relativen

Membranstrom aufgetragen.

2.7 Datenanalyse

Alle Werte sind als Mittelwert der Stichprobe mit Standardabweichung angegeben. Der
t-test wurde fiir die Berechnung von Unterschieden zwischen Neuronengruppen ver-
wendet. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde das Ergebnis als signi-
tikant bezeichnet. Die statistischen Berechnungen wurden mit Origin 5.0 fiir Windows
(Microcal Software, Northampton, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Grundlegende Eigenschaften von R- und A-Typ Neuronen in der
lateralen Amygdala

Grundlage dieser Arbeit bilden stabile, intrazelluldre Registrierungen von 84 Neuronen
aus dem lateralen Kerngebiet der Amygdala der Ratte. Die intrazelluldre Farbung nach
Biocytin-Injektion zeigte pyramidendhnliche Somata und dornhaltige Dendriten (n =
13; Abbildung 3).

Abbildung 3: Typisches pyramidales Projektionsneuron im lateralen Kerngebiet der
Amygdala. In der Vergrofierung sind die Dornfortsitze erkennbar.

Diese Charakteristika und die nachfolgend beschriebenen elektrophysiologischen Ei-
genschaften entsprechen weitgehend den zuvor fiir Projektionsneurone in der LA be-
schriebenen (Rainnie et al., 1993), so dass die Neurone nachfolgend als solche bezeich-
net werden. Auffillige Unterschiede in der untersuchten Neuronenpopulation zeigten
sich in der Generierung von Aktionspotentialen in Beantwortung depolarisierender
Konstantstrome (Dauer 500 ms), die im Bereich des Ruhepotentials injiziert wurden.
In der Mehrzahl der Neurone (n = 61) wurde ein akkomodierendes Entladungsverhal-
ten (A-Typ) gefunden.

Ein Beispiel ist in Abbildung 4 A dargestellt. Nach Beginn des Stromreizes generier-
te das Neuron eine Folge von 4 Aktionspotentialen, deren Frequenz bei anhaltendem
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Zelltyp Vipn[mV] RJ{OM]  n

A-Typ -716+49mV 501+84 61
R-Typ -723+34mV 587 +71 23

Tabelle 3: Ubersicht iiber das Ruhemembranpotential und den Eingangswiderstand
von Projektionsneuronen in der LA. Die Unterschiede zwischen diesen beiden Parame-
tern sind nicht signifikant.

Reiz rasch abnahm, bis nach etwa 100 ms die Aktionspotentialaktivitdt erlosch. Zum
Ende des depolarisierenden Strompulses trat ein AHP mit langsamem Zeitverlauf im
Sekundenbereich auf (Pfeil in Abbildung 4 A). Die Auswertung der Aktionspotential-
muster zeigte, dass die Zahl der Aktionspotentiale trotz Erhohung der Starke des de-
polarisierenden Konstantstrompulses (Bereich +0,3 bis 1,3 nA) im Mittel nur bei 2-4 lag
(Abbildung 4 F). Dabei traten diese Aktionspotentiale stets zu Beginn der Reize auf. In
den verbliebenen Neuronen (n = 23) der untersuchten Gruppe wurde ein deutlich an-
deres Aktionspotentialmuster beobachtet. Sie generierten Aktionspotentiale wahrend
der gesamten Dauer des depolarisierenden Strompulses, wobei sich die Aktionspoten-
tialfrequenz zum Ende des depolarisierenden Konstantstroms leicht verringerte. Ein
Beispiel fiir dieses regelméfsig aktive Entladungsverhalten (R-Typ) ist in Abbildung 4 D
gezeigt. Aufféllig war dartiber hinaus ein AHP am Ende des Strompulses, das in den R-
Typ Neuronen weniger deutlich ausgebildet war (Pfeil in Abbildung 4 D). Die mittlere
Frequenz der Aktionspotentiale nahm mit Erhohung der depolarisierenden Reizstar-
ke im untersuchten Bereich (+0,3 bis 1,3 nA) nahezu linear zu (Abbildung 4 F). Die
passiven Membraneigenschaften der Neurone waren in beiden Gruppen nicht signi-
fikant unterschiedlich (Tabelle 3). Neurone vom A-Typ (n = 61) hatten ein mittleres
Ruhemembranpotential V, von -71,6 £+ 4,9 mV bei einem Eingangswiderstand R; von
50,1 &+ 8,4 MS). Das mittlere Ruhemembranpotential V,. der R-Zellen lag bei -72,3 + 3,4
mV, der Eingangswiderstand R; betrug 58,7 + 7,1 M)(n = 23). Dartiiber hinaus waren
die Antworten nach Injektion hyperpolarisierender Konstanstrome (500 ms Dauer) in
beiden Neuronengruppen nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 4 C). Zusam-
mengefasst unterstiitzen diese Ergebnisse die Resultate vorangegangener Studien, die
akkomodierende und regelmifsig aktive Aktionspotentialmuster in Projektionsneuro-
nen der lateralen Kerngruppe der Amygdala beschreiben (Rainnie et al., 1993; Faber
et al., 2001).
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Abbildung 4: Grundlegende elektrophysiologische Eigenschaften von LA Projektions-
neuronen des A-Typs (A, B) und des R-Typs (D, E). A, D: Injektion eines depolarisie-
renden Konstantstrompulses (500 ms Dauer) vom Ruhepotential 16st eine Folge von
Aktionspotentialen aus, deren Frequenz im A-Typ rasch abnimmt (akkomodierend, A)
und im R-Typ wéhrend der Dauer des Strompulses nahezu unverédndert bleibt (regel-
méfsig aktives Entladungsmuster, D). Die Pfeile markieren das sAHP, das bei A-Typ
Neuronen mit deutlich lingerem Zeitverlauf auftritt als beim R-Typ. Die oberen Spuren
stellen das Membranpotential dar (Zahlen geben das Membranruhepotential vor Stro-
minjektion an), die unteren Spuren zeigen den Membranstrom. B, E: Applikation eines
hyperpolarisierenden Konstantstroms 16st eine passive Membranantwort aus, die bei
beiden Typen (A-Typ in B, R-Typ in E) dhnlich verlduft. Obere Spuren: Membranpoten-
tial; untere Spuren Membranstrom. C: Passive Membraneigenschaften, dargestellt als
Strom/Spannungsbeziehung (I/V 500) von R-Typ (offene Dreiecke; n = 20) und A-Typ
Neuronen (geschlossene Kreise, n = 32). Dargestellt ist die ohmische Membranantwort
AV bei Injektion hyperpolarisierender Konstantstrompulse unterschiedlicher Stérke I
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vom Ruhepotential. F: Aktive Membraneigenschaften. Dargestellt ist die mittlere An-
zahl von Aktionspotentialen, die bei Injektion depolarisierender Konstantstrompulse
(500 ms Dauer) mit steigender Amplitude (AI) vom Membranruhepotential ausgeldst
wurden. Zu beachten ist die nahezu lineare Zunahme der Aktionspotentiale mit der
Reizstromstidrke im R-Typ (offene Kreise; n = 11) und die nahezu konstante Anzahl
der Aktionspotentiale im A-Typ (offene Dreiecke, n = 7).

3.2 Pharmakologische Manipulation der intrazellularen
cAMP-Konzentration und Proteinkinase A-Aktivitat: Einfluss auf das
Aktionspotentialmuster

Nach der Einteilung der Neurone in R-Typ und A-Typ wurde der Einfluss der intra-
zelluldren cAMP-Konzentration auf Aktionspotentialmuster und Nachhyperpolarisa-
tion bei den jeweiligen Typen untersucht. Hierzu wurde ein pharmakologischer An-
satz auf der Grundlage von Ergebnissen vorangegangener Studien verwendet, die ei-
ne Reduktion des sAHP und daraus folgend eine Anderung von akkomodierenden
zu nicht-akkomodierenden Aktionspotentialfolgen bei Erhchung der intrazelluldren
cAMP-Konzentration und resultierender Aktivierung der Proteinkinase A zeigten (Lan-
caster und Adams, 1986; Pedarzani und Storm, 1993; Pennefather et al., 1985; Storm,
1987). In der vorliegenden Studie wurde auf A-Typ Neurone ein membranpermeables
cAMP Analogon, 8-Bromo-cAMP (1 mM), appliziert, um eine Erhohung der intrazel-
luldren cAMP-Konzentration zu erreichen. In R-Typ Neuronen wurde rp-cAMPs (100
#M) benutzt, um die Aktivitdt des Proteinkinase A-Systems zu hemmen. Im ersten
Schritt wurden Aktionspotentialmuster betrachtet, die durch Injektion gerade {iiber-
schwelliger depolarisierender Konstantstrome von 500 ms Dauer vom Ruhepotential
ausgelost wurden. R-Typ Neurone beantworteten die Reize mit den typischen, regelma-
Bigen Sequenzen von Aktionspotentialen mit weitaus geringerer Frequenzakkomodati-
on als A-Typ Neurone (Abbildung 5 A). Die lokale Applikation von rp-cAMPs (100 ;M)
bewirkte eine Zunahme der zeitlichen Abstdnde zwischen den einzelnen Aktionspoten-
tialen bei andauerndem Konstantstrom, bis ein Muster dhnlich dem der akkomodieren-
den Neurone erreicht war (Abbildung 5 C). Umgekehrt bewirkte die lokale Applikati-
on von 8-Bromo-cAMP (1 mM) in A-Typ Neuronen (Abbildung 5 B) einen Ubergang
von akkomodierenden Aktionspotentialfolgen zu weniger bis nicht-akkomodierenden
Mustern (Abbildung 5 D). Diese Effekte wurden mit Hilfe einer Frequenzanalyse ndher
untersucht, bei der die instantane Frequenz der Aktionspotentiale bei depolarisieren-
den, 500 ms andauernden Konstantstromreizen steigender Amplitude erfasst wurden
(f/i500). Dabei wird in Abbildung 6 A deutlich, dass R-Typ Neurone als Reaktion auf
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einen depolarisierenden Konstantstrom mit initial hohen Frequenzen von Aktionspo-
tentialen antworteten, die mit anhaltender Depolarisation abnahmen und sich auf einen
stabilen Wert um 20 Hz ndherten. Die initialen Frequenzen betrugen in Abhédngigkeit

von der Stdrke des depolarisierenden Strompulses bis zu 120 Hz (Abbildung 6 B).

R-Typ A-Typ

Kontrolle Kontrolle

10mvV  e5mvV— .J ............... 10 mV

100 ms 100 ms

8-Bromo-cAMP

65 mV — ) SN Siihas I
" 110 mv 65 mv s 1o mv

100 ms 100 ms

Abbildung 5: Aktionspotentialfolge und zeitlicher Verlauf von sAHPs von R-Typ Neu-
ronen vor (A) und nach (C) der Behandlung mit rp-cAMPs sowie A-Typ Neuronen vor
(B) und nach (D) der Applikation von 8-Bromo-cAMP. A: Bei R-Typ Neuronen treten
Aktionspotentiale in regelméafiigem zeitlichen Abstand auf und werden nach Abschal-
ten des depolarisierenden Konstantstroms (500 ms Dauer) durch ein sAHP von kurz-
em zeitlichen Verlauf gefolgt (Pfeil). C: Nach Applikation von rp-cAMPs fiihrt derselbe
depolarisierende Konstantstrom beim A-Typ Neuron zu einer unregelméfligeren zeitli-
chen Abfolge der Aktionspotentiale. Der Zeitverlauf des AHP wird nach der Applikati-
on von rp-cAMPs deutlich langer (Pfeil in C). Die Zahlen zeigen das Membranpotential
vor Injektion des Membranstroms an. Die bei einem depolarisierenden Konstantstrom
vorher schnell akkomodierende Aktionspotentialfolge bei A-Typ Neuronen (B) wird
nach der Applikation von 8-Bromo-cAMP regelmifsiger (D), es kommt zu einem ver-
kiirzten zeitlichen Verlauf des sAHP nach Applikation (Pfeil in D).

Nach der Applikation von rp-cAMPs blieben die initialen Frequenzen unverandert.
Bei anhaltender Depolarisation zeigte sich eine verstdrkte Frequenzakkomodation, die
zum Abklingen der Aktionspotentialaktivitdt nach drei bis sechs Aktionspotentialen

fihrte. Bei A-Typ Neuronen lagen die maximalen Frequenzen zu Beginn der Depola-
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risation lediglich bei 70 Hz und die Aktivitat klang trotz Fortdauer der Depolarisation
nach drei bis vier Aktionspotentialen rasch ab. Nach Applikation von 8-Bromo-cAMP
stiegen die maximalen Frequenzen zu Beginn der Depolarisation auf bis zu 110 Hz an,
um, abhédngig von der Stromstdrke, im Verlauf der Depolarisation auf einen stabilen
Wert von 50 Hz abzunehmen. Dabei erhohte sich die Anzahl der Aktionspotentiale.
Umgekehrt fiihrte die Applikation von 8-Bromo-cAMP auf A-Typ Neurone zu einer
deutlichen Erh6hung der instantanen Frequenzen und Verminderung der Frequenzak-
komodation wihrend des depolarisierenden Konstantstroms. Zusammengefasst fiihrt
die Applikation von rp-cAMPs auf R-Typ Neurone zu einem dem A-Typ &dhnlichen
Aktionspotentialmuster. Umgekehrt fiihrt eine Erhohung der intrazelluldaren cAMP-
Konzentration mit 8-Bromo-cAMP in A-Typ Neuronen zu einem regelméfsiig aktiven
Aktionspotentialmuster, dhnlich den R-Typ Neuronen.
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Abbildung 6: Instantane Aktionspotentialfrequenz von R-Typ Neuronen und A-Typ
Neuronen bei depolarisierenden Konstantstromen von 500 ms Dauer und steigender
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Amplitude (0,3 nA, 0,5 nA, 0,7 nA und 1,5 nA). Die zeitlichen Abstiande der jeweili-
gen Aktionspotentiale wurden bestimmt und in die instantane Frequenz umgerechnet.
R-Typ Neurone unter Kontrollbedingungen (A) und nach Applikation von rp-cAMPs
(C). Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichung von Messungen aus fiinf Neu-
ronen. A-Typ Neurone unter Kontrollbedingungen (B) und nach Applikation von 8-
Bromo-cAMP (D). Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichung von Messungen
aus 5 Neuronen. Zu beachten sind die dhnlichen Verldufe in A und D sowie in Bund C

Im nédchsten Schritt wurden die Neurone anhaltend depolarisiert, indem depolarisie-
rende Konstantstrome langer Dauer (30 s) bei Werten des Ruhemembranpotentials inji-
ziert wurden. Die Stirke der Konstantstrome wurde so gewdahlt, dass initial Aktions-
potentiale mit einer Frequenz um 20 Hz ausgelost wurden. Ein Beispiel fiir ein R-Typ
Neuron ist in Abbildung 7 gezeigt. Das Neuron generierte nach initialer Frequenzakko-
modation eine regelméfiige Folge von Aktionspotentialen mit einer Frequenz bei etwa
20 Hz ohne nennenswerte Frequenzakkomodation (Abbildung 7 A, B).
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Abbildung 7: Aktionspotentialfolge von R-Typ Neuronen als Antwort auf einen 30
Sekunden dauernden depolarisierenden Konstantstrom. A: Der depolarisierende Kon-
stantstrom 16st eine Folge von Aktionspotentialen aus. Die obere Spur zeigt das Mem-
branpotential (Zahlen bezeichnen das Membranruhepotential), die untere Spur den
Membranstrom mit im Abstand von fiinf Sekunden injizierten hyperpolarisierenden
Testpulsen (Dauer 300 ms, Amplitude 0,3 nA) zur Kontrolle der Briickenbalance. B:
Die hohere zeitliche Auflosung der in Abbildung A mit Stern beziehungsweise Rau-
te markierten Abschnitte verdeutlicht das regelméfsige Aktionspotentialmuster von R-
Typ Neuronen. C: Die Applikation von rp-cAMPs im selben Neuron 16st eine durch ein
unregelméfliiges Muster gekennzeichnete Aktionspotentialfolge aus. D: Dargestellt ist
eine hohere zeitliche Auflosung der in Abbildung C mit Stern beziehungsweise Rau-
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te markierten Abschnitte. Das Aktionspotentialmuster ist nach Applikation von rp-
cAMPs durch unregelméfiige zeitliche Abstdnde charakterisiert. E: Relative Verteilung
der Interspike-Intervallzeiten des in Abbildung A und C dargestellten R-Typ Neurons.
Die enge Verteilung der Interspike-Intervallzeiten mit einem prozentualen Maximal-
wert von 34,3% bei 53 ms (geschlossene Dreiecke) zeigt das regelméfiige Aktionspoten-
tialmuster. Nach Applikation von rp-cAMPs im selben Neuron kommt es zu einer brei-
teren Streuung der zeitlichen Abstinde zwischen den Aktionspotentialen mit einem
prozentualen Maximalwert von 7,9% bei 83 ms (offene Dreiecke), entsprechend der un-
regelméBigen Abfolge der Aktionspotentiale. F: Anderung der relativen Verteilung der
durchschnittlichen relativen Interspike-Intervallzeiten von 26,12% =+ 4,99% (Balkengra-
tik ohne Muster) auf 15,32% =+ 6,33% (p < 0,05, Balkengrafik mit Muster) unter Wirkung
von rp-cAMPs. Daten aus Messungen in sechs Neuronen.

Die Analyse der Aktionspotentialintervalle zeigte demzufolge eine enggipfelige Vertei-
lung mit einer mittleren Intervalldauer von 53 ms (Abbildung 7 C, geschlossene Drei-
ecke). Nach Applikation von rp-cAMPs wurden die Aktionspotentialfolgen unregel-
maéfsiger (Abbildung 7 D, E). Entsprechend war die Intervallverteilung im Vergleich
zu Kontrollbedingungen deutlich verbreitert und zu hoheren Werten mit einem Mit-
telwert von 83 ms verschoben (Abbildung 7 C, offene Dreiecke). In der Population der
untersuchten R-Typ Neurone (n = 6) lagen unter Kontrollbedingungen 26,12% + 4,99%
der Aktionspotentialintervalle im Bereich des Mittelwertes, wahrend nach Applikation
von rp-cAMPs lediglich 15,32% + 6,33% der Intervalle dem Mittelwert entsprachen
(Abbildung 7 F, p < 0,05). Dieses Ergebnis unterstreicht den Ubergang von regelma-
Bigen zu unregelmifsigen Aktionspotentialfolgen unter der Wirkung von rp-cAMPs.
Die Abbildung 8 illustriert ein entsprechendes Beispiel fiir eine anhaltende Depolari-
sation in einem A-Typ Neuron. Das Neuron generierte zu Anfang der Depolarisation
eine Folge von Aktionspotentialen (Abbildung 8 A, B) mit einer Intervalldauer von
ca. 35 ms (Abbildung 8 C). Bei anhaltender Depolarisation zeigte sich zunéchst die ty-
pisch ausgepragte Frequenzakkomodation, gefolgt von zunehmend unregelmafligen
Intervallen der Aktionspotentiale (Abbildung 8 A, B). Das Intervallhistogramm zeig-
te entsprechend die hohe Anfangsaktivitit in kurzen Intervallen und die nachfolgend
unregelméfiige Aktivitdt in zahlreichen Intervallen hoher Dauer (Abbildung 8 C, offe-
ne Kreise). Die lokale Applikation von 8-Bromo-cAMP bewirkte einen Ubergang des
akkomodierend-unregelméafliigen Aktionspotentialmusters in ein regelméfiigeres Mus-
ter tiber die gesamte Dauer des depolarisierenden Strompulses (Abbildung 8 D, E).
Entsprechend zeigte die Intervallverteilung ein enggipfeliges Maximum bei 41 ms mit
einer Reduktion der Streuung (Abbildung 8 C, geschlossene Kreise).
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Abbildung 8: Aktionspotentialfolgen eines A-Typ Neurons in Antwort auf einen 30 Se-
kunden dauernden depolarisierenden Konstantstrom. A: Initial 16st ein depolarisieren-
der Konstantstrom eine hochfrequente Aktionspotentialfolge aus, gefolgt von einem
unregelmafliigen Aktionspotentialmuster. Die obere Spur stellt das Membranpotenti-
al dar, die Zahlen bezeichnen das Membranruhepotential. Die untere Spur zeigt den
Membranstrom mit im Abstand von fiinf Sekunden injizierten hyperpolarisierenden
Kontrollpulsen (Dauer 300 ms, Amplitude 0,3 nA) zur Kontrolle der Briickenbalan-
ce. B: In hoherer zeitlicher Auflosung (markiert mit Stern bzw. Raute in Abbildung
A) wird die Reduktion der zu Beginn des Konstantstroms hohen Aktionspotentialfre-
quenz verdeutlicht, entsprechend einem akkomodierenden Entladungsverhalten. Im
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weiteren Verlauf entladen sich Aktionspotentiale in unregelméfiigem zeitlichen Ab-
stand. C: Nach Applikation von 8-Bromo-cAMP im selben Neuron 16st ein depolari-
sierender Konstantstrom eine regelmiflige Folge von Aktionspotentialen aus. D: Die
hohere zeitliche Auflosung der in Abbildung C mit Stern beziehungsweise Raute mar-
kierten Abschnitte verdeutlicht das regelméfiige Aktionspotentialmuster nach Appli-
kation von 8-Bromo-cAMP. E: Relative Verteilung der Interspike-Intervallzeiten des in
Abbildung A und C dargestellten Neurons. Unter Kontrollbedingungen zeigen die re-
lativen Interspike-Intervallzeiten einen prozentualen Maximalwert von 18,3% bei 37 ms
mit einer Streuung bis ca. 700 ms (offene Kreise), entsprechend einem unregelméfsigen
Aktionspotentialmuster. Nach Applikation von 8-Bromo-cAMP steigt der prozentua-
le Maximalwert auf 26,3% bei 41 ms bei einer Reduktion der Streuung der Interspike
Intervall Zeiten (geschlossene Kreise), entsprechend einem regelméfiigeren Aktionspo-
tentialmuster. F: Anderung der prozentualen Maximalwerte der relativen Interspike-
Intervallzeiten von 15,92% = 3,88% (Balkengrafik ohne Muster) auf 23,45% =+ 5,52%
nach Applikation von 8-Bromo-cAMP (Balkengrafik mit Muster, p < 0,05). Daten aus
Messungen von fiinf Neuronen.

In der Population der untersuchten A-Typ Neurone (n = 5) lagen unter Kontrollbedin-
gungen lediglich 15,92% =+ 3,88% der Aktionspotentialintervalle im Bereich des Mittel-
wertes, wiahrend nach Applikation von 8-Bromo-cAMP 23,45% = 5,52% der Intervalle
dem Mittelwert entsprachen (Abbildung 8 F, p < 0,05). Dieses Ergebnis zeigt den Uber-
gang von unregelméfiigen zu regelmifsigen Aktionspotentialfolgen unter der Wirkung
von 8-Bromo-cAMP.

3.3 Pharmakologische Manipulation von intrazellularer
cAMP-Konzentration und Proteinkinase A-Aktivitat: Einfluss auf das
AHP

Die Anderungen der Aktionspotentialmuster von R- und A-Typ Neuronen unter der
Wirkung von rp-cAMPs und 8-Bromo-cAMP waren mit charakteristischen Anderun-
gen der AHP-Form verbunden (Abbildung 9). In Abbildung 9 A ist das AHP in einem
R-Typ Neuron in hoherer zeitlicher Auflosung dargestellt. Unter Kontrollbedingungen
wurde das AHP durch eine schnelle Komponente bestimmt, wahrend nach Applikati-
on von rp-cAMPs (100 ;M) eine langsame Komponente hinzukam. In A-Typ-Neuronen
traten schnelle und langsame Zeitkonstanten des AHP unter Kontrollbedingungen auf,
und die Applikation von 8-Bromo-cAMP (1 mM) bewirkte eine Reduktion der langsa-
men Komponente (Abbildung 9 B).

Zur Analyse dieser Effekte wurden die Zeitverldufe des AHP durch eine doppelte Ex-
ponentialfunktion (siehe Formel 3) angendhert. Das AHP wurde durch zwei Zeitkon-
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stanten beschrieben. In R-Typ Neuronen (n = 5) trugen schnelle (71 = 0,17 &= 0,75) und
langsame Zeitkonstante (72 = 1,70 = 0,76) mit der jeweiligen Amplitude entsprechend
zu 59,49% =+ 1,3% und 40,41% =+ 0,69% zum AHP bei (Abbildung 9 C).
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Abbildung 9: Einfluss von 8-Bromo-cAMP und rp-cAMPs auf das AHP. A: Der Zeit-
verlauf des AHP eines R-Typ Neurons zeigt eine schnelle und eine langsame Kompo-
nente. Unter dem Einfluss von rp-cAMPs wird die langsame Komponente verstarkt. B:
Bei dem dargestellten A-Typ Neuron dominiert die langsame Komponente der Nach-
hyperpolarisation. Die Applikation von 8-Bromo-cAMP verstdrkt die schnelle Kom-
ponente. C: Die Zeitverldufe der Nachhyperpolarisation wurden mit einer doppelt-
exponentiellen Funktion beschrieben, der relative Anteil der ersten (Al) und zweiten
Komponente (A2) wurden unter den verschiedenen Bedingungen ermittelt. Dabei be-
trdagt bei R-Typ Neuronen der Anteil der langsamen Komponente A2 40,41 £ 0,69 %
Die Applikation von rp-cAMPs fiihrt zu einer Erhohung von A2 auf 57,84% + 1,65%
(n = 5, p <0,05). D: Bei A-Typ Neuronen dominiert unter Kontrollbedingungen die
langsame zeitliche Komponente des AHP (A2) mit 64,10% =+ 11,10%. Die Applikation
von 8-Bromo-cAMP (n = 5, p < 0,05) fithrt zu einer Verringerung von A2 auf 31,14% +
7,81%.

Nach Applikation von rp-cAMPs erhohte sich der Anteil der langsamen Komponente
auf 57,84% =+ 1,65%. 1 verringerte sich auf 0,15s £ 0,73s, 72 erhohte sich auf 2,97s +
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1,22s . In A-Typ-Neuronen (n = 5) dagegen dominierte die langsame Komponente das
AHP zu 64,10% =+ 11,10% im Vergleich zu 35,90% =+ 11,01% der schnellen Komponente
unter Kontrollbedingungen (Abbildung 9 D). Unter der Wirkung von 8-Bromo-cAMP
war der Anteil der langsamen Komponente auf 31,14% =+ 7,81% reduziert. Die schnelle
Zeitkonstante 71 lag unter Kontrollbedingungen bei 0,18s & 0,60s und verringerte sich
nach Applikation von 8-Bromo-cAMPs auf 0,14s + 0,75s. Die langsame Zeitkonstante
T2 lag bei 5,11s £ 0,22s und verdnderte sich auf 1,60s + 0,75s.

3.4 R-Typ und A-Typ Neurone — oszillierende und nicht-oszillierende
Eigenschaften

Oszillierendes Verhalten des Membranpotentials ist in Projektionsneuronen der late-
ralen Kerngruppe der Amygdala in verschiedenen Sidugetierspezies in vivo und in vi-
tro beschrieben worden (Paré et al., 1995; Pape und Driesang, 1998; Pape et al., 1998).
Die Oszillationen treten in Bereichen nahe und positiv der Schwelle zur Generierung
von Na™ /KT -vermittelten Aktionspotentialen auf und wurden entsprechend als “low
threshold oscillation” (LTO) und “high threshold oscillation” (HTO) bezeichnet (Pape et al.,
1998). Fiir die Generierung von Aktionspotentialmustern sind vorwiegend die HTOs
von Bedeutung, so dass diese in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht wurden. Die
HTOs wurden durch die Injektion von depolarisierenden, rampenférmigen Stromrei-
zen (90 pA/Sekunde) ausgelost, die bei Werten des Ruhemembranpotentials appliziert
wurden. Die Amplitude der Stromrampe wurde so gewéhlt, dass maximale Depolari-
sationen bis -25 mV erreicht wurden.
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Abbildung 10: Hochschwellige Oszillationen eines R-Typ Neurons wihrend einer ram-
penférmigen Depolarisation. A: Bei der Depolarisation eines R-Typ Neurons mit einem
rampenformig ansteigenden Strompuls (Anstieg 90 pA/s) treten im Bereich von -55 mV
die ersten Aktionspotentiale auf. Die Zahlen bezeichnen das vorherrschende Membran-
potential. Wahrend des ansteigenden rampenfdrmigen Membranstroms wurden in ei-
nem Abstand von 5 Sekunden hyperpolarisierende Konstantstrome zur Uberwachung
der Briickenbalance appliziert (-0,3 nA, 300 ms). Nach dem Abschalten des Membran-
stroms tritt eine Nachhyperpolarisation auf (Pfeil in A). Der markierte Abschnitt in A
ist in hoherer zeitlicher Auflosung in B gezeigt. B: Bei weiterer Depolarisation wer-
den bei einem Membranpotential von ca. -40 mV stabile Oszillationen in einem zeit-
lichen Abstand von ca. 60 ms und mit einer Amplitude von ca. 40 mV sichtbar. Die
Zahl bezeichnet das momentane Membranpotential. C, D: Nach der Applikation von
rp-cAMPs entlddt das Neuron bei ca. -55 mV erste Aktionspotentiale. Im Verlauf der
rampenformigen Depolarisation verringert sich die Amplitude der Aktionspotentiale
mit zunehmender Depolarisation, stabile Oszillationen treten nicht auf. Die nach Ab-
schalten des Membranstroms auftretende Nachhyperpolarisation hat einen lingeren
zeitlichen Verlauf (Pfeil in C). Der markierte Abschnitt in C ist in zeitlich hoherer Auf-
16sung in D gezeigt.

Bei den untersuchten R-Typ Neuronen (n = 5) loste die Strominjektion im Membran-
potentialbereich um -42 mV bis -38 mV stabile Oszillationen aus, die in Form rhythmi-
scher Deflektionen des Membranpotentials mit Amplituden um 25 bis 40 mV auftraten,
dhnlich den zuvor beschriebenen HTOs (Pape et al., 1998). In einem Membranpotenti-
albereich positiv von ca. -35 mV wurden die Oszillationen in ihrer Amplitude geringer
und zunehmend instabil. Ein Beispiel ist in Abbildung 10 A dargestellt. Nach Abschal-

ten des depolarisierenden Stroms trat ein AHP mit kurzem zeitlichen Verlauf auf (Pfeil
in Abbildung 10 A).
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Abbildung 11: Hochschwellige Oszillationen eines A-Typ Neurons wéhrend einer ram-
penférmigen Strominjektion. A: Bei rampenformiger Depolarisation (Anstieg 90 pA/s)
werden Aktionspotentiale bei -51 mV ausgeldst. Bei zunehmender Strominjektion ist
die Anderung des Membranpotentials gering. Nach Abschalten des Membranstroms
tritt eine Nachhyperpolarisation auf (Pfeil in A). Zahlen bezeichnen das vorherrschen-
de Membranpotential. Der markierte Abschnitt in Abbildung A ist in zeitlich hoherer
Auflosung in Abbildung B dargestellt. Wahrend der Applikation des Membranstroms
wurden hyperpolarisiernde Konstantstréme (-0,3 nA, 300 ms) zur Uberwachung der
Briickenbalance appliziert. B: Stabile Oszillationen treten trotz anhaltendender Strom-
injektion nicht auf. Die Zahl bezeichnet das Membranpotential. C, D Nach der Appli-
kation von 8-Bromo-cAMP folgt die Anderung des Membranpotentials proportional
zum injizierten Strom. Ab einem Membranpotential von ca. -50 mV entladen sich Ak-
tionspotentiale mit regelmafSigem zeitlichen Abstand. Die nach Abschalten des Mem-
branstroms auftretende Hyperpolarisation hat einen kiirzeren zeitlichen Verlauf (Pfeil
in C). Bei ca. -40 mV sind hochschwellige Oszillationen mit einem zeitlichen Abstand
von ca. 60 ms und einer Amplitude von ca. 35 mV erkennbar. Die Markierung in C ist
in hoherer zeitlicher Aufldsung in D dargestellt.

In A-Typ Neuronen traten keine Oszillationen im vergleichbaren Membranpotential-
bereich auf (n = 5, sieche Abbildung 11 B). Auffillig war weiterhin der flache Ver-
lauf der Membranpotentialdinderung bei Injektion der rampenformigen depolarisieren-
den Stromreize und das AHP mit langsamem Zeitverlauf (Pfeil in Abbildung 11 A).
Entsprechend wurden die Neuronentypen im folgenden als oszillierende und nicht-
oszillierende Neurone bezeichnet. Dabei bestand eine strikte Korrelation von Aktions-

potentialmuster, zeitlichem Verlauf des AHP und oszillatorischen Eigenschaften. Aus-
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schliefSlich R-Typ Neurone zeigten HTOs, wihrend in A-Typ Neuronen keine hoch-
schwelligen Oszillationen ausgelost werden konnten. Oszillierende Neurone mit Fre-
quenzakkomodation oder nicht-oszillierende Neurone ohne Frequenzakkomodation

wurden nicht gefunden.

Diese strikte Korrelation neuronaler Eigenschaften wurde durch die Beobachtung un-
terstiitzt, dass nicht-oszillierende Neurone nach Ende der depolarisierenden Stromin-
jektion ein AHP mit langsamem Zeitverlauf generierten, wahrend die langsame Kom-
ponente des AHP in den oszillierenden Neuronen gering ausgepréagt war (Pfeile in Ab-
bildung 10 A und Abbildung 11 A). Im nichsten experimentellen Schritt wurde dem-
zufolge die Wirkung von 8-Bromo-cAMP und rp-cAMPs auf nicht-oszillierende und

oszillierende Neurone getestet.

3.5 Oszillierende Neurone und nicht-oszillierende Neurone — Effekte von
rp-cAMPs und 8-Bromo-cAMP

Die Applikation von rp-cAMPs (100 M) auf R-Typ Neurone verhinderte stabile hoch-
schwellige Oszillationen. (Abbildung 10 C). Ferner kam es zu einem verldngerten zeit-
lichen Verlauf des AHP (Pfeil in Abbildung 10 C). Zur Beschreibung des Verlaufs des
Membranpotentials in Bezug auf die Amplitude des injizierten Membranstroms wurde
die Anderung des Membranpotentials auf Hohe des injizierten Membranstroms gesetzt
(relativer Membranstrom, siehe Abbildung 12 A). Dabei ergab sich in R-Typ Neuronen
unter Kontrollbedingungen ein nahezu ohmischer, d. h. linearer Bezug zwischen Mem-
branpotentialinderung und Membranstrom. Nach der Applikation von rp-cAMPs war
die Beziehung in Richtung Auswirtsgleichrichtung verdandert (Abbildung 12 A).

Die Applikation von 8-Bromo-cAMP (1 mM) bei A-Typ Neuronen férderte die Ausbil-
dung von Oszillationen (Abbildung 11 D) und verringerte die auswartsgleichrichten-
den Eigenschaften. Damit einher ging ein verldngerter zeitlicher Verlauf des AHP (Pfeil
in Abbildung 11 C). Der unter Kontrollbedingungen deutlich auswaértsgleichrichtende
relative Membranstrom verringert sich nach Applikation von 8-Bromo-cAMP (Abbil-
dung 12 B).
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Abbildung 12: Relative Membranpotentialinderungen bei Injektion depolarisierender
Rampen von R-Typ Neuronen (A, n = 5) und A-Typ Neuronen (B, n = 5). Zu Beach-
ten ist die geringe Auswaértsgleichrichtung bei R-Typ Neuronen (A) und die deutliche
Auswirtsgleichrichtung in A-Typ Neuronen (B). Unter Wirkung von rp-cAMPs ist die

Auswirtsgleichrichtung verstarkt (A), unter der Wirkung von 8-Bromo-cAMP ist sie
verringert (B).
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4 Diskussion

4.1 Uberblick iiber mégliche technische und biologische Fehlerquellen

Mehrere biologische und technische Fehlerquellen miissen bei der Interpretation der

Ergebnisse berticksichtigt werden.

Die verwendeten Elektrolytlosungen entsprechen nur anndhernd der in vivo vorhande-
nen lonenverteilung zwischen intra- und extrazelluldirem Kompartiment. Somit kénn-
te es sich bei den hochschwelligen Oszillationen um Phdnomene handeln, die in vitro
aufgrund der verwendeten Elektrolytlosungen entstehen. Andererseits wurden hoch-
schwellige Oszillationen auch in der lateralen Amygdala in vivo mit Hilfe intrazellula-
rer Techniken registriert (Paré und Gaudreau, 1996).

Eine weitere Einschrankung liegt in der Verwendung von Hirnschnitten, in denen das
synaptische Netzwerk nur zum Teil erhalten bleibt. Die Extrapolation der am Hirn-
schnitt gewonnenen Erkenntnisse auf das intakte Hirn ist ohne weitergehende Un-
tersuchungen in vivo nicht moglich. Dieses wurde durch eigene analysierte Studien
angedeutet, in denen amygdaldre Schnittpraparate in unterschiedlichen Phasen des
Schlaf/Wachrhythmus der Versuchstiere angefertigt wurden.

Wihrend die Anzahl von A-Typ Neuronen an der Gesamtpopulation der untersuchten
Neuronen bei der Verwendung von Schnitten aus der inaktiven Phase der Versuchs-
tiere bei ca. 89% lag, betrug diese Zahl bei Verwendung von Schnitten aus der aktiven
Phase der Versuchstiere ca. 13%, der Anteil der R-Typ Neurone an der Gesamtpopu-
lation betrug damit 87%. Tatsdchlich scheint der Zeitpunkt der Anfertigung des Hirn-
schnittes entscheidenden Einfluss auf Aktionspotentialmuster und oszillatorische Fa-
higkeiten zu besitzen. Auch die verwendete Methode beeinflusst die Untersuchungen,
so konnten Faber et al. (2001) bei einer Studie mit der whole-cell patch clamp Methode
keine hochschwelligen Oszillationen in der Amygdala darstellen. Als Ursache dafiir
wurde ein Austausch des zellinneren Kompartiments und des Elektrolyts der in der
patch clamp-Technik verwendeten Elektrode beschrieben (Sakmann und Neher, 1984).

4.2 Diskussion der Ergebnisse in Hinblick auf die Fragestellungen und
andere Arbeiten

Das tibergeordnete Ziel dieser Arbeit galt dem Zusammenhang zwischen akkomodie-

renden und regelméfsigen Aktionspotentialmustern und deren Beziehung zum Auftre-
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ten von hochschwelligen Oszillationen des Membranpotentials. Als Bindeglied zwi-
schen Aktionspotentialmustern einerseits und Oszillationen des Membranpotentials
andererseits wurde die zeitliche Dauer der Nachhyperpolarisation vermutet. Dabei
wurde eine langdauernde Nachhyperpolarisation mit einem akkomodierenden Akti-
onspotentialmuster und der Unterdriickung von hochschwelligen Oszillationen in Zu-
sammenhang gebracht, wahrend eine kurz andauernde Nachhyperpolarisation ein re-
gelmiflig aktives Aktionspotentialmuster und das Auftreten von hochschwelligen Os-
zillationen ermoglicht. Im folgenden werden die aus den Resultaten dieser Arbeit ab-
leitbaren Antworten vorgestellt und im Vergleich relevanter Ergebnisse anderer Arbei-
ten diskutiert.

A-Typ und R-Typ Projektionsneurone sind Reprasentanten getrennter
Neuronenpopulationen und reprasentieren Endpunkte eines Kontinuums
neuronaler Eigenschaften.

Bei der untersuchten Zellpopulation waren mit Hilfe der Biocytinfairbung keine ein-
deutigen morphologischen Unterschiede feststellbar. Die Mehrzahl sowohl der R-Typ
als auch der A-Typ Neurone besafl Somata von pyramidaler Form und Dendriten mit
Dornfortsdtzen. Dies passt zu den Ergebnissen von Faber et al. (2001). In dieser Arbeit
konnten anhand von Dendritenrekonstuktionen keine konsistenten morphologischen
Unterschiede in Projektionsneuronen gefunden werden. In dlteren Arbeiten (Rainnie
etal., 1993; Womble und Moises, 1993a) allerdings werden die Projektionsneurone noch
als morphologisch unterschiedlich klassifiziert. Faber et al. (2001) machen dafiir die un-
geordnete Lage der Neurone innerhalb der Amygdala verantwortlich. Die Morpholo-

gie von Neuronen, die nicht plan zur Schnittebene liegen ist somit schwer zu beurteilen.

Ferner zeigte ein Teil der untersuchten Neurone Aktionspotentialmuster, die nicht ein-
deutig den R-Typ oder A-Typ Neuronen zuzuordnen waren (n = 5, Daten nicht ge-
zeigt). Aktionspotentialmuster und Dauer von 74gp lagen bei diesen Neuronen zwi-
schen R-Typ und A-Typ Neuronen. Auch hier war ein eher anhaltend aktives Aktions-
potentialmuster mit einer kurzen Dauer von 74y p kombiniert, wiahrend Neurone, die
vom Aktionspotentialmuster eher den A-Typ Neuronen dhnlich waren eine lange Dau-
er von 74 p aufwiesen. Morphologisch war zwischen diesen Neuronen und eindeutig
dem R-Typ und A-Typ Neuronen zuzuordnenden Zellen kein Unterschied feststellbar.

In der Population der untersuchten R-Typ Neurone bewirkte die Applikation von rp-
cAMPs einen Ubergang der regelmiBigen Aktionspotentialmuster in ein unregelmagi-

ges, den A-Typ Neuronen dhnliches Aktionspotentialmuster. Umgekehrt wurde unter
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Wirkung von 8-Bromo-cAMP in A-Typ Neuronen ein regelméfsiges Aktionspotential-
muster, dhnlich dem der R-Typ Neurone, beobachtet. Demzufolge scheint die Folge-
rung zuldssig, dass die untersuchten Neuronentypen keine getrennten Neuronenpopu-
lationen représentieren, sondern Endpunkte eines Kontinuums neuronaler Eigenschaf-
ten darstellen. Neuere Arbeiten von Faber und Sah (2002) bestétigen diese Folgerung, in
dem gezeigt werden konnte, dass individuelle Projektionsneurone der lateralen Amyg-
dala unterschiedliche Aktionspotentialmuster generieren kénnen. Dabei ist der Uber-
gang von akkomodierenden zu regelmafliigen Aktionspotentialmustern mit der Form
des sAHP korreliert, das wiederum durch das intrazellulire cAMP System moduliert
wird (Faber und Sah, 2002; Ergebnisse dieser Arbeit, siche unten). Ergebnisse aus an-
deren Kerngruppen des Gehirns unterstiitzen diese Hypothese: es ist bekannt, dass
im Hippocampus (Madison et al., 1987) das Aktionspotentialmuster (d. h. akkomodie-
rend versus regelmiflig aktiv) durch die zeitliche Dauer der Nachhyperpolarisation
bestimmt wird. Dabei liegt dem unterschiedlichen Verlauf des AHP ein verdnderter
Isanp zugrunde (Ubersicht in Sah, 1996).

Aktionspotentialmuster, langsame Nachhyperpolarisation und hochschwellige
Oszillationen des Membranpotentials sind miteinander korreliert und werden
durch das cAMP System kontrolliert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen den folgenden Zusammenhang von
elektrogenen Eigenschaften in individuellen Projektionsneuronen der LA:

1. regelméafiige Aktionspotentialmuster, fehlendes oder gering ausgeprégtes sAHP,
gering ausgepragte Auswartsgleichrichtung in depolarisierender Richtung, Exis-
tenz von hochschwelligen Oszillationen.

2. starke Frequenzakkomodation der Aktionspotentiale, stark ausgepréagtes sAHP,
Auswirtsgleichrichtung in depolarisierender Richtung, Fehlen von hochschwel-
ligen Oszillationen. Mischformen, das heifst die Verkniipfung von langer Dauer
des 74mp mit regelmédfiig aktivem Aktionspotentialmuster oder kurze Dauer des
Tagp und akkomodierendes Aktionspotentialmuster, wurden dabei nicht beob-
achtet.

Aus vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass die hochschwelligen Oszillationen

2+

durch die Wechselwirkung hochschwellig aktivierter spannungsabhingiger Ca“™-Kanile
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mit Ca2+ (BKg2+) und/oder spannungsabhéngig aktivierten K+ Kanilen generiert
werden (Pape und Driesang, 1998). Das sAHP wird durch die Aktivierung des CaZ*-
abhédngigen K*-Kanals vom SK ca2+-1yp generiert (Pedarzani et al., 1998; Sah, 1995)

und ist durch eine Insensitivitdt gegentiber dem Hemmstoff Apamin gekennzeichnet.

Hieraus ergibt sich das folgende Szenario der elektrogenen Mechanismen im depolari-
sierten Membranbereich der LA Projektionsneurone (Abbildung 13):

1. Bei fehlender Aktivierbarkeit der SK ,2+-Kandle (z.B. aufgrund einer hohen in-
trazellulairen cAMP Konzentration; siehe unten) fiihrt die anhaltende Depolarisa-
tion der Membran zu regelmédfSiigen Aktionspotentialmustern, die aufgrund der
geringen auswartsgleichrichtenden Eigenschaften der Zellmembran die Schwelle

fiir die hochschwelligen Oszillationen erreichen kann.

2. Die Aktivierbarkeit der SK 2+ Kanéle (z.B. aufgrund einer niedrigen intrazellu-
laren cAMP Konzentration) hat zwei wichtige Konsequenzen: zum einen fiihrt
der Einwirtsstrom von Ca?T mit wachsender Anzahl von Aktionspotentialen
zu einer vermehrten Aktivierung der SK ¢ ,2+-Kanile, und der entsprechend an-
wachsende K -Strom limitiert die Aktionspotentiale (messbar in Form der Fre-
quenzakkommodation); zum anderen bewirkt der wachsende K *-Strom die zu-
nehmende Auswartsgleichrichtung und verhindert damit das Erreichen der Schw-
elle zur Auslosung der HTOs. Demzufolge kommt den SK,2+-Kanélen eine
wichtige Rolle auch in der Kontrolle der hochschwelligen Oszillationen zu. Diese
Hypothese wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass 8-Bromo-cAMP und rp-
cAMPs (die entsprechend das sAHP unterdriicken und férdern) die Generierung
von HTOs entsprechend fordern oder unterdiicken.

Bisher sind in Wirbeltieren drei verschiedene S K -,2+-Kandle bekannt, die als SK1, SK2
und SK3 bezeichnet werden. SK-Kanile sind in ihrer molekularen Struktur durch sechs
Transmembrandoménen und eine kovalente Bindung an das kaliumbindende Protein
Calmodulin gekennzeichnet. Bindet Kalzium an das Calmodulin, fiihrt eine Anderung
der Konformation zu einer Offnung der Kanile und damit zu einem Ausstrom von
Kaliumionen entsprechend dem Konzentrationsgradienten (Keen et al., 1999; Schuma-
cher et al., 2001). Vor allem aufgrund der geringen Apaminsensitivitdt wurde SK1 als

molekulares Substrat von I 4 p beschrieben (Vegara et al., 1998).

Allerdings ist dieser Zusammenhang in jiingeren Untersuchungen stark angezweifelt
worden (Faber und Sah, 2002). So konnten Stocker und Pedarzani (2000) keine SK1-

Kanile in der lateralen Kerngruppe der Amygdala nachweisen. In SK1 defizienten
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Miusen konnte keine Anderung des I;4np gefunden werden (Bond et al., 2004). Au-
Berdem zeigen klonierte SK1-Kandle abhédngig vom Expressionssystem eine Apamin-
sensitivitdt (Shah und Haylett, 2000a,b). Moglicherweise ist fiir I 4 p ein bisher unbe-
kannter Kanaltyp verantwortlich. Abschliefsend soll festgehalten werden, dass die hier
diskutierte Kontrollfunktion der SK,2+-Kanéle auf I,4p nicht mit derjenigen der
BK ¢ ,2+-Kandle verwechselt werden sollte, die in direkter Weise an der Generierung
der HTOs beteiligt sind (Pape und Driesang, 1998).

L ) e

hoch
cAMP-Konzentration

niedrig

Abbildung 13: Ubersicht iiber das Aktionspotentialmuster und oszillatorische Aktivi-
taten bei Anderung des Is 4 p. Eine Erhohung der intrazelluldaren cAMP-Konzentration
tiber die Applikation von 8-Bromo-cAMP fiihrt zu einer Inaktivierung von I 4 p. Dies
verdndert das Aktionspotentialmuster von akkomodierend in regelmifsig aktiv und
fihrt zum Auftreten von hochschwelligen Oszillationen. Gegensatzlich fiihrt die Er-
niedrigung der intrazelluldiren cAMP-Konzentration durch rp-cAMPs zu einem An-

stieg von I, 4y p, dies hat ein akkomodierendes Aktionspotentialmuster und das Erlo-
schen hochschwelliger Oszillationen zur Folge.
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Das intrazellulare cAMP/Proteinkinase A System spielt ein wichtige Rolle fiir die
Kontrolle dieser Eigenschaften.

Die Veranderung der intrazelluldaren cAMP-Konzentration stellt einen effektiven Weg
dar, um Aktionspotentialmuster und oszillatorische Aktivitat von LA Projektionsneu-
ronen zu beeinfluffen. Aus den hier beschriebenen Versuchen ergibt sich folgendes Sze-

nario:

1. Erhohung der intrazelluldaren cAMP-Konzentration mittels 8-Bromo-cAMP: Ab-
nahme von 74 g p liber Deaktivierung von I 4 p, regelméfsiges Aktionspotential-

muster, hochschwellige Oszillationen vorhanden.

2. Blockierung der Proteinkinase A mit Hilfe von rp-cAMPs: Erh6hung von 74np
iiber Aktivierung von I;4rp, akkomodierendes Aktionspotentialmuster, Fehlen

von hochschwelligen Oszillationen.

Die Erhohung der intrazelluldaren cAMP-Konzentration wird tiber verschiedene Neuro-
transmitter, die zugehorigen Rezeptoren und nachgeschaltete Signalkaskaden (“second
messenger ’-Systeme) gesteuert. Bei noradrenergen Rezeptoren beispielsweise kommt
durch Bindung des Transmitter an $-Noradrenalin-Rezeptoren iiber ein G-Protein ge-
koppelten Rezeptor zu einer Stimulation der Adenylatcyclase. Die Adenylatcyclase er-
hoht die intrazellulire cAMP-Konzentration und fiithrt damit durch eine Aktivierung
der Proteinkinase A zu einer Inaktivierung des Kanals, der den I, 4 p generiert (Uber-
sicht in Nicoll et al., 1990). Die zelluldre Konsequenz dieser Inaktivierung ist das Auf-
treten von regelmifligen Aktionspotentialmustern und die Generierung von Oszillatio-
nen. Auch muskarinische und 3-adrenerge Rezeptoren fiihren tiber zum Teil noch un-
bekannte Signalkaskaden zu einer Erhohung der intrazelluldren cAMP-Konzentration
(Faber und Sah, 2002), mit entsprechenden funktionellen Konsequenzen fiir Aktionspo-
tentialmuster und oszillatorische Aktivitit. Systemneurobiologisch fallt auf, dass diese
Transmittersysteme Teile des aufsteigenden retikuldren aktivierenden Systems (ARAS)
sind. Als ARAS werden im Mittelhirn lokalisierte Anteile der Formatio reticularis zu-
sammengefasst, die vor allem tiiber intralaminédre Kerne des Thalamus den Kortex ak-
tivieren konnen. Besonders akustische Reize und Schmerzreize fithren zur Aktivie-
rung des ARAS und damit einhergehend zum Anstieg von Noradrenalin, Serotonin
und Azetylcholin. Dies bewirkt einen Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration
(Pedarzani und Storm, 1996; Krause und Pedarzani, 2000; Faber und Sah, 2002), mit

den oben beschriebenen Konsequenzen. Synaptische Eingdnge, die in der Frequenz der
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hochschwelligen Oszillationen einwirken, fithren damit zu einer rhythmischen Akti-
onspotentialaktivitdt der Projektionsneurone. Die zelluldren Eigenschaften der amyg-
daldren Projektionsneurone bedeuten also eine bevorzugte Aktionspotentialaktivitat in
einem Frequenzbereich von 2-9 Hz, diese Selektivitit fithrt zur Entstehung von im sel-
ben Frequenzband aktiven Neuronengruppen (“assemblies”), die wiederum den Akti-
vitdtszustand des Hirns bestimmen kénnen (Steriade und McCarley, 1990; Pape und
Driesang, 1998; Pape et al., 1998). Verschiedene Aktivitdtszustdnde des Gehirns sind bei
elektroenzephalografischen Messungen mit dem Auftreten von Oszillationen von je-
weils charakteristischer Frequenz verkniipft. Die fiir das temporolimbische System ty-
pischen Oszillationen in einem Frequenzband von 4-14 Hz werden als ®-Oszillationen
bezeichnet. Auffillig ist dabei die Uberschneidung der Frequenzbereiche von ®-Os-
zillationen und intrinsischen Oszillationen der Projektionsneuronen. Tatsdchlich sind
$-Oszillationen bei Konsolidierung und Zugriff auf das Furchtgedachnis von Bedeu-
tung: Simultane extrazelluldare Messungen der elektrischen Aktivitdt in Hippocampus
(Area CAl) und lateralen Kerngruppe der Amygdala bei angstkonditionierter Mau-
sen in vivo ergaben eine signifikante Synchronisation der rhythmischen Aktivitiat im
¢-Frequenzband dieser beiden Kerngebiete wahrend der “freezing”-Reaktion bei Pra-
sentation des CS (Seidenbecher et al., 2003).

Klinische Aussichten

Eine besondere Bedeutung der Amygdala liegt in ihrer Beteiligung bei der Entwick-
lung einer posttraumatischen Beastungsstorung (“posttraumatic stress disorder”, PTSD).
Dabei handelt es sich um eine Stérung der emotionalen Verarbeitung, die im Zusam-
menhang mit extremen psychischen Belastungen (z. B. Kriegserlebnisse) auftritt. Die
Kardinalsymptome bei PTSD umfassen Wiederholungsphdnomene (“flashbacks”, diese
konnen spontan oder durch externe Stimuli ausgelést werden), eine Ubererregbarkeit,
beispielsweise eine inaddquate Schreckreaktion, und Vermeidungsverhalten, wie das
Umgehen von Situationen, die an das zugrundeliegende Trauma erinnern (Ehlert et al.,
1999). Der Grad der psychischen Traumatisierung hiangt auch von der psychischen Dis-
position des Individuums ab und von seiner Fahigkeit, das Erlebte tiber die Zeit hin-
weg integrieren zu konnen. Im Rahmen von Stressreaktionen werden monoaminerge
Transmitter freigesetzt. Zusatzlich kommt es zu einer Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (Ehlert et al., 2001). Dies fiihrt unter anderem
zu einer Verminderung der Schmerzwahrnehmung, zu einer gesteigerten Erregbarkeit
(“hyperarousal”) und einer erhShten Schreckhaftigkeit. Bei der posttraumatischen Belas-
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tungsreaktion wird diese eigentlich physiologische Stressverarbeitung dysfunktional.
Dabei konnte man verschiedenen vorherrschenden Storungen des Verhaltens entspre-
chende Verschiebungen im Transmittergleichgewicht zuordnen. So ist die fiir das PTSD
typische hyperarousal mit einer adrenergen Dysfunktion verbunden (O’Donnell et al.,
2004). Die fiir das PTSD typische Betdubungs- und Erstarrungsgefiihle werden mit
pathologisch erhohten Opioidkonzentrationen in Verbindung gebracht (van der Kolk
et al., 1989).

Verschiedene Arbeitsgruppen haben eine Beteiligung der Amygdala an dieser Erkran-
kung untersucht. Insbesondere funktionelle magnetresonanztomografische (“functional
magnetic resonance imaging”, fMRI) und positronemissionstomographische (PET) Un-
tersuchungen ergaben neue Hinweise auf die Pathogenese der posttraumatischen Be-
lastungsstorung. Bei beiden Methoden wird der Blutflufy in bestimmten Hirnregionen
gemessen (bei der PET mittels entsprechenden Markern, bei fMRI {iber Signaldnde-
rungen bei der Oxygenierung des Blutes) und damit Riickschliisse auf die Aktivitat
dieser Region gezogen. Ferner kommen verschiedene experimentelle Paradigmen zur
Anwendung. So findet beispielsweise iiber Bilder oder Filme eine Exposition in eine
an das Trauma erinnernde Situation statt, um Symptome zu provozieren. Eine andere
Moglichkeit ist die Prasentation von stilisierten Gesichtern mit traurigem, neutralem
oder frohlichem Gesichtsausdruck. Physiologischerweise zeigt sich eine erhohte amyg-
daldre Aktivitdt beim Anblick von einem traurigen, nicht aber bei einem neutralen oder
einem frohlichen Gesichtsausdruck (Morris et al., 1996; Breiter et al., 1996; Whalen et al.,
2001). Bei PTSD-Patienten fand sich eine erhohte Aktivitdt der Amygdala bei Expositi-
on in eine an das zugrundeliegende Trauma erinnernde Situation (Liberzon et al., 1999;
Shin et al., 1997). Eine weitere Untersuchung (Rauch et al., 2000) zeigte bei Patienten,
die an einer posttraumatischen Belastungsstorung leiden, eine pathologisch erhchte
amygdaldre Aktivitat bei der Identifikation von stilisierten Gesichtern, die einen “trau-
rigen” Gesichtsausdruck hatten. Unter Beriicksichtigung von anderen Untersuchungen
(Bremner et al., 2003; Shin et al., 2001, 2004, 2005) konnte der posttraumatischen Be-
lastungsstorung eine erhchte amygdaldre Aktivitdt mit gleichzeitiger Suppression des
anterioren Gyrus cingulatus und Teile des Hippocampus zugrunde liegen (Ubersicht in
Rauch und Shin, 1997 und Rauch et al., 2003). Die in der vorliegenden Arbeit vorgestell-
ten Mechanismen zur Regulation des Aktionspotentialmusters und von hochschwelli-
gen Oszillationen konnten tiber pharmakologische Manipulation von I 4 p und damit
der amygdaldren Aktivitdt in Zukunft neue Therapieoptionen fiir posttraumatische Be-

lastungsstorung ergeben.
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Zusammenfassung

Fiir die emotionale Komponente von Verhalten, Lernen und Gedéchnis, insbesondere
im Zusammenhang mit Furcht und Angst, ist die Amygdala, eine Kerngruppe im Tem-
porallappen, von essentieller Bedeutung. Auch neurologisch-psychiatrische Erkrankun-
gen wie beispielsweise die posttraumatische Anpassungsstorung, Schizophrenien und
Temporallappenepilepsien werden mit dieser Kerngruppe in Verbindung gebracht. In
dieser Arbeit wurden Projektionsneurone der lateralen Kerngruppe elektrophysiolo-
gisch mit Hilfe der Stromklemme-Methode untersucht und mit einer Biocytinfarbung
morphologisch charakterisiert. Dabei war aus Voruntersuchungen bekannt, dass Pro-
jektionsneurone in der Amygdala sowohl eine nach Depolarisation rasch erléschende
Aktionspotentialaktivitdt zeigen (akkomodierend, A-Typ), aber auch iiber die Lange der
Depolarisation regelmafsig aktiv Aktionspotentiale (regelmifiig aktive, R-Typ) entladen
konnen. Ferner war bekannt, dass die Projektionsneurone rhythmische Membranpo-
tentialschwankungen oberhalb der Aktionspotentialschwelle (“high threshold oscillati-
on”, HTO) generieren, die fiir die Rekrutierung von Neuronenverbanden (“assemblies”)
verantwortlich sind und wahrscheinlich zu der Entstehung und Weiterleitung von im
EEG messbaren Aktivititen im Frequenzbereich 4-14 Hz (®-Oszillationen) beitragen.
Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Untersuchung der Regulation des Aktionspo-
tentialmusters und der HTOs durch die Dauer der langsamen Nachhyperpolarisation
(“slow afterhyperpolarisation”, sAHP). Diese wird durch einen Kalzium-aktivierten Kali-
umausstrom generiert. Ein sSAHP mit langem zeitlichen Verlauf war bei A-Typ Neuro-
nen zu finden. R-Typ Neurone hingegen zeigten ein sAHP mit kurzem zeitlichen Ver-
lauf. Ferner besafSen A-Typ Neurone nicht die Fahigkeit, stabile HTOs zu bilden, R-
Typ Neurone hingegen generierten stabile HTO. Morphologisch war kein Unterschied
zwischen A-Typ und R-Typ Neuronen erkennbar. Aus Voruntersuchungen ist bekannt,
dass der zeitliche Verlauf von sAHP durch eine Erh6hung der intrazelluliren cAMP-
Konzentration verkiirzt bzw. durch eine Hemmung der Proteinkinase A (PKA) verlan-
gert wird. Davon ausgehend wurde durch die Applikation des cAMP-Analogons 8-
Bromo-cAMP auf A-Typ Neurone der zeitliche Verlauf des sAHPs verkiirzt. Dies fithrte
zu einem regelméfiig aktiven Aktionspotentialmuster und dem Auftreten von HTOs.
Umgekehrt fithrte die Applikation des PKA-Hemmstoffs rp-cAMPs auf R-Typ Neurone
zu einem akkomodierenden Aktionspotentialmuster und der Unterbindung von HTOs.
Die Verdanderung der intrazelluldaren cAMP-Konzentration konnte somit einen Mecha-
nismus darstellen, der iiber das aufsteigende retikuldre System mittels monoaminergen
Transmittern und Azetylcholin Vigilanz und Furchtkonditionierung verbindet.
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