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Zusammenfassung:

Der Hippocampus stellt eine essentielle Gehirnstruktur der Gedachtnisbildung dar. Entsprechend seiner
afferenten und efferenten Verbindungen werden zwei funktionelle Kompartimente entlang der longitudinalen
(septotemporalen) Achse unterschieden: der dorsale Hippocampus (DH), welcher an rdumlichem und
episodischem Lernen beteiligt ist, sowie der ventrale Hippocampus (\VH), der an der Verarbeitung emotionaler
Gedachtnisinhalte mitverantwortlich ist. Mithilfe elektrophysiologischer Techniken eignet sich der
Hippocampus hervorragend zur Untersuchung neuroplastischer Prozesse auf zellul&rer Ebene: zur
Untersuchung von Lern- und Gedachtnisvorgédngen stellt dabei die Langzeitpotenzierung (LTP) ein
wissenschaftlich anerkanntes elektrophysiologisches Korrelat dar. Einige in den Hippocampus projizierende
Transmittersysteme wie das dopaminerge und noradrenerge System sind in der Lage, die hippocampale
synaptische Plastizitdt zu modulieren und durch Voraktivierung (engl. priming) des Systems mit einem
nachfolgenden plastizitatsinduzierenden Ereignis dauerhafte Verdnderungen hervorzurufen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Prozess des ,,Behavioral tagging” (BT) im zelluliren Modell auf
synaptischer Ebene untersucht. Dieser beschreibt die, durch zeitlich nahe Kopplung eines schwachen
Lernreizes mit einem salienten Ereignis, langfristige Speicherung des Lerninhaltes. Dazu wurde der
neuromodulatorische Einfluss der Neurotransmitter Dopamins (DA) und Noradrenalin (NE) als
metaplastizitatsinduzierendes Ereignis (engl. priming) zu unterschiedlichen Zeiten auf die Kurz- und
Langzeitpotenzierung entlang der longitudinalen Achse eingehend untersucht: in mannlichen, 8-15 Wochen
alten C57BL/6J-Méausen wurde an akuten Hirnschnittpraparaten die synaptische Plastizitdt an Schaffer-
Collateral (SC)- CA1 Synapsen mithilfe extrazelluldrer Feldpotentialableitungen analysiert. Dazu wurde ein
schwacher LTP-induzierender Stimulus mit dem Neurotransmitter-Priming (d.h. exogener Applikation von
Neurotransmittern) gekoppelt. Es konnte gezeigt werden, dass die dauerhafte Anwesenheit des exogenen DA
eine Verstarkung der friilhen Phase der LTP (engl. early, e-LTP) bedingt. Um mdglicherweise zeitabhangig
vorliegende neuromodulatorische Wirkungen der Neurotransmitter auf die e-LTP zu detektieren, wurde
exogenes DA bzw. NE zu unterschiedlichen Zeitpunkten (engl. priming time, PT) -bezogen auf den schwachen
LTP-induzierenden Stimulus- entweder vor (proaktiv), zeitgleich mit (aktiv) oder nach (retroaktiv) der LTP-
Induktion appliziert. Die Applikation von exogenem DA bewirkte 45 Minuten vor dem LTP-induzierenden
Stimulus (d.h. proaktiv) Uber die longitudinale Achse hinweg eine Verstarkung der e-LTP. Eine sowohl
zeitgleich mit (aktiv) als auch nach (retroaktiv) dem LTP-induzierenden Stimulus erfolgende Applikation von
DA bedingte in keinem der untersuchten Hippocampusregionen eine e-LTP-verstarkende Wirkung. Weiterhin
konnte unter Verwendung des D1/D5-Agonisten Dihydrexidin gezeigt werden, dass der proaktive e-LTP-
modulierende Effekt des exogenen DA durch D1-artige (engl. D1-like) Rezeptoren vermittelt wird. Die
proaktive Applikation von exogenem NE bedingt nur im ventral-intermedidren Hippocampus zehn Minuten
vor dem LTP-induzierenden Stimulus eine Verstarkung der e-LTP, wohingegen dieser Effekt im
ausschlie3lich ventralen und dorsalen Pol des Hippocampus nicht beobachtet werden konnte. Sowohl pro- als
auch retroaktiv konnte im VH und DH kein e-LTP-verstarkender Effekt des NE gezeigt werden. Eine iiber f3-
Adrenorezeptoren vermittelte Aktivierung noradrenerger Rezeptoren konnte durch Applikation des B-
Agonisten Isoproterenol nicht eindeutig signifikant belegt werden. Die ausschlieflich im DH vorgenommene
kombinierte pro- und retroaktive Applikation der Catecholamine (mit unterschiedlichen Variationen
hinsichtlich der PT und Kombinationen der Substanzen) erzielte keine e-LTP-verstarkende Wirkung. Fur den
Aufbau persistierender Neuroplastizitatsformen, zu denen die LTP zahlt, ist die Synthese plastizitatsrelevanter
Proteine (engl. plasticity related proteins, PRPs) notwendig. Zur Untersuchung, ob Neurotrophine, im
Speziellen BDNF (engl. brain-derived neurotrophic factor), als Kandidat eines PRP in dieser e-LTP in Frage
kommt, wurde nach Abschluss der im DH o.g. durchgefiihrten extrazelluldren Feldpotentialmessungen der
BDNF-Gehalt mithilfe molekularbiologischer Analysen individuell quantifiziert. Es konnte eine Erhdhung der
BDNF-Konzentration unter Einfluss des B-Agonisten Isoproterenol im Vergleich zum exogenen NE sowie in
Zeitabhdngigkeit der kombinierten pro- und retroaktiven Applikation der Catecholamine gezeigt werden.
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Abstract:

The hippocampus is an important brain structure for memory formation. According to its afferent and
efferent connections, two functional compartments could be distinguished along the longitudinal
(septotemporal) axis: the dorsal hippocampus (DH) is more heavily involved in spatial and episodic
learning, while the ventral hippocampus (VH) is mainly responsible for processing of emotional memory
contents. Using electrophysiological techniques, the hippocampus is an ideal subject for studying
neuroplastic processes at the cellular level. Here, long-term potentiation (LTP) represents a scientifically
widely accepted cellular mechanism to study learning and memory processes. Some transmitter systems
projecting into the hippocampus, such as the dopaminergic and noradrenergic systems, are capable to
modulate hippocampal synaptic plasticity and induce permanent changes through prior receptor priming.

In this thesis, the process of ,,Behavioral tagging™ (BT) was investigated in a cellular model at the synaptic
level. BT describes a long-term storage of a learning content by temporally close coupling of a weak
learning with a salient event. For this purpose, the neuromodulatory influence of the neurotransmitters
dopamine (DA) and norepinephrine (NE) as a metaplasticity-inducing event (priming) at different times
was investigated in detail: in male, 8-15 week old C57BL/6J mice, synaptic plasticity at Schaffer-Collateral
(SC) -CAL1 synapses was analyzed using extracellular field potential recordings in acute hippocampal slices.
For this purpose, a weak LTP-inducing stimulus was coupled with the neurotransmitter priming, i.e.
exogenous application of the neurotransmitter. It could be shown that the permanent presence of exogenous
DA leads to an enhanced early phase of LTP (e-LTP). For detection of possible time-dependent
neuromodulatory effects of neurotransmitters on e-LTP, exogenous DA or NE was applied at different
times (i.e. priming time, PT) -related to the weak LTP-inducing stimulus- either before (proactively),
simultaneously with (actively), or after (retroactively) LTP induction. Application of exogenous DA caused
enhancement of e-LTP across the longitudinal axis 45 minutes before the LTP-inducing stimulus occur
(i.e., proactively). Application of DA neither simultaneously with (active) nor after (retroactive) the LTP-
induction elicited an e-LTP enhancing effect in any of the hippocampal regions tested. Furthermore, using
the D1/D5 agonist dihydrexidine, it was shown that this proactive e-LTP-modulating effect of exogenous
DA is mediated by D1-like receptors. The proactive activation of the noradrenergic system by application
of exogenous NE lead to enhanced e-LTP only in the ventral-intermediate hippocampus when applied ten
minutes before the LTP-inducing stimulus, whereas this effect could not be observed in the pure ventral
and dorsal pole of the hippocampus. An e-LTP-enhancing effect of NE could not be shown, neither
proactively nor retroactively in the VH and DH. Activation of noradrenergic receptors via f-
adrenoreceptors by application of the [-agonist isoproterenol did not show significant effects. The
combined proactive and retroactive application of the dopamine and noradrenaline (with different variations
in terms of priming time (PT) and combinations of the substances) performed exclusively in the DH did
not yield any e-LTP-enhancing effect. The synthesis of plasticity-related proteins (PRPS) is necessary for
the establishment of persistent neuroplasticity, which includes LTP. To investigate whether neurotrophins,
specifically BDNF (brain-derived neurotrophic factor), is a possible candidate for a PRP in this e-LTP,
BDNF content was individually quantified using molecular biological analyses after completion of the
extracellular field potential measurements performed in the DH as mentioned above. An increase in BDNF
concentration under the influence of the f-agonist isoproterenol compared with exogenous NE as well as
in time dependence of the combined pro- and retroactive application of catecholamines could be shown.
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gepaarte Pulshemmung (-depression), engl. paired-pulse depression
Paarpulsverhéltnis, engl. paired-pulse ratio
plastizitatsrelevantes Protein, engl. plasticity related protein

postsynaptische Verdichtung, engl. postsynaptic density
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PT

g-PCR

Str.
SC
SEM
SGZ
SN
sog.
STDP
STP
TA
TBS
TH
t-LTP
t-LTD
Tris-HCI
TrkB
u.a.
UE
VH
VIH
Vit. C
VMAT

WR

z.B.
ZNS

Anwesenheit der Neurotransmitter zu unterschiedlichen Zeitpunkten bezogen auf
den LTP-induzierenden Stimulus, engl. priming time

quantitative Polymerasekettenreaktion

Rezeptor

Korrelationskoeffizient

Sekunde

Stratum

Schaffer-Collaterale, engl. Schaffer collaterals

Standardfehler des Mittelwertes, engl. standard error of the mean
Subgranularschicht (polymorphe Zellschicht), engl. subgranular zone
Substantia nigra

sogenannt

engl. spike-timing dependent plasticity

kurzzeitige Neuroplastizitat, engl. short-term synaptic plasticity
temporoammonisch

engl. theta burst stimulation

Tyrosinhydroxylase

zeitabhéngige (engl. t-) LTP

zeitabhéngige (engl. t-) LTD
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid (Tromethan-Hydochlorid)
Tropomyosinrezeptorkinase B

unter anderem

Untereinheit

ventraler Hippocampus

ventral-intermediarer (medio-temporaler) Hippocampus

Vitamin C, Ascorbinséure

Vesikularer Monoamintransporter, engl. vesicular monoamine transporter
ventrales tegmentales Areal

Arbeitsreagenz (engl. working reagent)

mal

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

Alpha

Beta
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Zeta
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Hippocampus

Der paarig im Temporallappen gelegene Hippocampus befindet sich an der medialen Wand des
lateralen Ventrikels (Knowles, 1992) und ist ein wichtiger Bestandteil des limbischen Systems
(Trepel, 2015).

Diese nach innen gerollte trilaminare allocortikale Struktur (Bartsch & Wulff, 2015) umfasst
den Gyrus dentatus (DG), Cornu Ammonis (Ammonshorn, CA) und das Subiculum.
Gemeinsam bilden sie die sogenannte (sog.) ,,Hippocampusformation* (Knowles, 1992; Squire
& Zola, 1996; von Bohlen und Halbach & von Bohlen und Halbach, 2017). Der sich
anschlieRende entorhinale Cortex (EC) stellt den Ubergang vom Archi- zum Neocortex dar (Liu
etal., 2021).

Der Hippocampus stellt eine wichtige Struktur zur Ausbildung bestimmter Gedéchtnistypen,
wie dem episodischen und rdumlichen Geddachtnis (Squire, 1992; Rolls, 2000; Squire et al.,
2004; Citri & Malenka, 2008; von Bohlen und Halbach & von Bohlen und Halbach, 2017) dar,
er spielt aber auch bei der (Langzeit-) Gedachtniskonsolidierung vor allem von deklarativen
(expliziten) Gedéchtnisinhalten eine besondere Rolle (Kandel et al., 1995; Moser & Moser,
1998; Neves et al., 2008; Trepel, 2015). Aufgrund seiner Interaktion mit anderen cortikalen und
subcortikalen Hirnstrukturen (Bartsch & Wulff, 2015; Temido-Ferreira et al., 2019), wie z.B.
dem prafrontalem Cortex und der Amygdala, ist der Hippocampus in vegetativen, endokrinen

und emotionalen VVorgéngen beteiligt (Sahay & Hen, 2007; Trepel, 2015).

Zwei voneinander unabhangige Entdeckungen spiegeln die bedeutende Rolle des Hippocampus
beim rdumlichen Lernen wider: 1971 zeigten O’Keefe und Dostrovsky, dass hippocampale
Pyramidenzellen fur rdumliche Informationen codieren (Milner et al., 1998; O'Keefe &
Dostrovsky, 1971), weitere zwei Jahre spéter beschrieben Bliss und Lemo die
Langzeitpotenzierung (engl. long term potentiation, LTP) in synaptischen Verbindungen (Bliss
& Lomo, 1973; Milner et al., 1998).

Im Zusammenhang mit moglichen Informationsspeichermechanismen im Gehirn stellt der
Hippocampus ein grofles experimentelles System fir Studien synaptischer Plastizitat dar.
Dieser eignet sich aufgrund seiner einfachen laminaren  Neuronen- und

Leitungsbahnorganisation hervorragend zur Untersuchung neuroplastischer Prozesse mittels
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elektrophysiologischer, biochemischer und molekularer Techniken (Andersen et al., 1971;
Bliss et al., 2007; Neves et al., 2008).

1.1.1. Histologie des Nager-Hippocampus

Die Hippocampusformation besteht aus zwei gekriimmten, interdigitierenden Zellschichten:

den Kornerzellen des DG und den Pyramidenzellen der CA-Regionen.

Der DG weist einen dreischichtigen Aufbau auf: Stratum (Str.) moleculare, Str. granulosum
und Str. plexiforme. Die im DG hauptsachlich vorkommenden typischen kleinen und dicht
gepackten Kornerzellen sind mit ihren Somata im deutlich erkennbaren Str. granulosum
lokalisiert. Ihre Dendriten befinden sich im Str. moleculare und die Axone bilden die sog.
Moosfasern (engl. mossy fibers, MF). Die Verbindung der Koérnerzellschicht mit der CA4-
Region stellt das Str. plexiforme dar, welches auch als polymorphe Zellschicht bzw.
Subgranularschicht (engl. subgranular zone, SGZ) bezeichnet wird (Duvernoy, 2005;
Schmeiler et al., 2020). Im Jahre 1934 wurde durch Lorente de N6 das histologisch C-formig
angeordnete Ammonshorn (Hippocampus proper) in die vier Subregionen CAl bis CA4
unterteilt (Knowles, 1992), die einen mehrschichtigen Aufbau aufweisen: Der Alveus enthélt
Axone subiculdrer und hippocampaler Neurone, das angrenzende Str. oriens  wird
hauptséchlich von basalen Dendriten der Pyramidenzellen gebildet. Das Hauptelement der CA-
Regionen, die Pyramidenzellen, sind mit ihren Somata im Str. pyramidale lokalisiert,
wohingegen sich ihre apikalen Dendriten im als Str. radiatum-lacunosum-moleculare

zusammengefassten Bereich befinden (Abb. 1, Duvernoy, 2005; Schmeil3er et al., 2020).

Die CA1-Region weist bei Nagern eine hohe Dichte von Pyramidenzellen auf, die CA2-Region
ist kleiner und nicht deutlich von der CAl-Region abgrenzbar. Die angrenzende CA3-Region
weist im Vergleich zur CA2-Region weniger kompakt verteilte Pyramidenzellen sowie eine
hohe Dichte an MF (Axone der Kdérnerzellen des DG) auf (Knowles, 1992). Eine klare
lichtmikroskopische Differenzierung der CA-Regionen ist kaum moglich; lediglich mithilfe
immunhistochemischer Analysen unter Nutzung eines CA2-Neuronenspezifischen Markers,
namens PCP-4 (engl. Purkinje cell protein 4) (Renelt et al., 2014) kann eine exakte
Unterscheidung erfolgen. Die durch Lorente de NO charakterisierte CA4-Region wird
typischerweise vom DG umschlossen (Duvernoy, 2005) und tragt aufgrund ihrer Lokalisation

die Bezeichnung Hilus dentatus (Knowles, 1992).
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Abb. 1: Coronarschnitt durch einen menschlichen Hippocampus.

CA1-CA4-Region: (1) Alveus, (2) Stratum (Str.) oriens, (3) Str. pyramidale, (4) Str. radiatum, (5) Str.
lacunosum, (6) Str. moleculare, (7) Sulcus hippocampi mit Aushéhlung (7¢)

Gyrus dentatus: (8) Str. moleculare, (9) Str. granulosum, (10) polymorphe Schicht, Subgranularzone
(SG2), (11) Fimbria, (12) Margo denticularis, (13) Sulcus fimbriodentatus, (14) oberflachlicher Sulcus
hippocampi, (15) Subiculum (modifiziert nach Duvernoy, 2005).

1.1.2. Synaptische Verbindungen des Hippocampus

Der hippocampale Schaltkreis sowie das neuronale Netzwerk sind in Abb. 2 dargestellt. Die
Beschreibung der hippocampalen Verschaltung erfolgt typischerweise als trisynaptische,
groltenteils unidirektionale Schleife (engl. trisynaptic pathway). Der Hippocampus erhalt von
den oberflachlichen Schichten (Schichten 11 und 11I) des sechsschichtig aufgebauten
entorhinalen Cortex (EC) synaptische Eingange. Uber einen gebiindelten Fasertrakt, den sog.
Tractus perforans (engl. perforans pathway, PP), projizieren Neurone der EC-Schicht Il zu den
Kornerzellen des DG. Die Axone dieser erregenden, glutamatergen Neurone bilden mit den
Dendriten der granuldren DG-Neurone exzitatorische Synapsen aus und unterteilen so den PP
in einen medialen (MPP) und lateralen (LPP) Abschnitt. Die Kérnerzellen projizieren tiber MF
zu den proximalen apikalen Dendriten der ebenfalls exzitatorischen pyramidalen CA3-
Neuronen (Amaral & Lavenex, 2007; Neves et al., 2008; Deng et al., 2010). Dem
trisynaptischen Verlauf weiter folgend werden Informationen einerseits (ber Schaffer-
Collaterale (engl. Schaffer collaterals, SC) zu ipsilateralen pyramidalen CA1-Neuronen (SC-
CA1-Synapsen) und andererseits Uber assoziative und kommissurale (A/C)- Fasern zu
kontralateralen CA1- und CA3-Pyramidenzellen (bermittelt. Direkte Eingdnge vom EC
erhalten auBerdem die Pyramidenzellen der CA3-Region, ebenfalls tiber den PP (EC-Schicht
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I1-Neurone), und die der CAl-Region tber den temporoammonischen (TA) Weg (EC-Schicht
I11-Neurone). Die weitere Informationsiibertragung findet nun von den CA1-Pyramidenzellen
zu denen des Subiculums statt. Die subikuldren Pyramidenzellen projizieren in die tiefen
Zellschichten des EC (Schichten V und V1) zurtick, wodurch diesen Neuronen der bedeutendste
Output des Hippocampus zugeschrieben wird (Amaral & Lavenex, 2007; Neves et al., 2008;
Deng et al., 2010; Bartsch & Wulff, 2015; Temido-Ferreira et al., 2019).

Die trisynaptische Schleife (engl. trisynaptic pathway) ,,EC-DG - CA3 (liber MF) - CA1 (tber
SC) - EC* stellt einen prinzipiellen sich-selbstverstdrkenden (engl. feedforward-) Kreislauf dar
(Bartsch & Wulff, 2015; Temido-Ferreira et al., 2019), der eine wichtige Rolle in
Mechanismen, die dem hippocampalen Lernen und Ged&chtnisbildung zugeschrieben werden,
einnimmt (von Bohlen und Halbach & von Bohlen und Halbach, 2017).

| Schaffer-
| Kollaterale
1 (SC)

-

Tractus

perforans
: (PP) i
Ve e e s e s e s e e s s s i v Sop s v s e s s e i il i o 5%
b Hippocampus
Mooszellen Interneurone

Abb. 2: Darstellung des neuronalen Schaltkreises im Hippocampus von Nagern.

(@) Mlustration des hippocampalen Schaltkreises sowie

(b) Schema des neuronalen hippocampalen Netzwerks. Der exzitatorische trisynaptische Weg wird
mithilfe der durchgehenden Pfeile gekennzeichnet: Entorhinaler Cortex (EC) — Gyrus dentatus (DG) —
CA3-CA1-EC. Uber den Tractus perforans (PP) projizieren die die Axone der EC-Schicht II-Neurone
in den DG. Der PP beinhaltet einen lateralen (LPP) und medialen (MPP) Bereich. Projektionen vom DG
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zur CA3-Region erfolgen tber Moosfasern (MF) zu den Pyramidenzellen der CA3-Region. Die dort
ansassigen Neurone sorgen fir die Informationstibermittlung zu den pyramidalen CA1-Neuronen uber
Schaffer-Collaterale (SC). Abschlielend projizieren die CAl-Pyramidenzellen in tiefergelegene EC-
Neuronenschichten (Schicht V und V1) Gber das Subiculum (hier nicht dargestellt). Weiterhin (durch
gestrichelte Pfeile dargestellt) erhélt die CA3-Region direkten Input von EC-Schicht 11-Neuronen tber
den PP; (iber den temporoammonischen (TA) Weg gelangen Informationen von Schicht I11-Neuronen
des EC direkt indie CA1-Region. Die Kornerzellendes DG projizieren in die sich im Hilus befindlichen
Mooszellen und Interneuronen, die ebenfalls wieder exzitatorische und inhibitorische Projektionen
zuriick zum DG senden (PP- Tractus perforans; MPP- medialer Tractus perforans; LPP- lateraler
Tractus perforans; CA- Cornu Ammonis, Ammonshorn; TA- temporoammonischer Weg; EC-
Entorhinaler Cortex) (modifiziert nach Masterarbeit Klausch, 2017, Deng et al., 2010).

1.1.3. Longitudinale Achse

Der Hippocampus weist entlang seiner longitudinalen Achse verschiedene afferente und

efferente Verbindungen auf und wird folglich in zwei funktionelle Kompartimente unterteilt:
dorsaler (septaler Pol, DH) und ventraler (temporaler Pol, VH) Hippocampus (Moser & Moser,
1998; Sahay & Hen, 2007). In Nagetieren wird die longitudinale Achse als dorsoventrale bzw.
septotemporale Achse sowie in Primaten als posterior-anteriore Achse bezeichnet (Strange et
al., 2014, Abb. 3).

Cerebellum
cerebraler Cortex

dorsaler

Hippocampus
i P #~—— Hirnstamm

-

“_ ventraler
Hippocampus
Subiculum

superior! dorsal

rechts posterior

Bulbus
olfactorius Nervi optici

Abb. 3: Darstellung der anatomischen Lokalisation eines Nagetier-Hippocampus (modifiziert nach
Cheung & Cardinal, 2005).

Der VH weist starke und spezifische Efferenzen zu verschiedenen subcortikalen
Vorderhirnstrukturen, wie z.B. der Amygdala, dem rostralem Hypothalamus und dem Nucleus
accumbens auf, projiziert auch zum prafrontalen Cortex (Moser & Moser, 1998; Sahay & Hen,

2007). Folglich ist der VH hauptsachlich an der Kontrolle/ Regulation autonomer, emotionaler
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und neuroendokriner Reaktionen beteiligt (Moser & Moser, 1998; Fanselow & Dong, 2010;
Strange et al., 2014; Dubovyk & Manahan-Vaughan, 2018). Der DH interagiert anatomisch u.a.
mit den zum caudalen Abschnitt des Hypothalamus gehdrenden Mamillarkérpern, dem
Thalamus und dem retrosplenialen Cortex (Fanselow & Dong, 2010; Bienkowski et al., 2018;
Vogel et al., 2020) und ist daher an kognitiven Prozessen wie Lernen und Geddachtnis, aber auch
an raumlichen Orientierungsfahigkeiten und Exploration involviert (Fanselow & Dong, 2010).
In Abb. 4 sind die verschiedenen Afferenzen und Efferenzen entlang der septotemporalen

Achse dargestelit.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich auch Plastizitatsmarker, die spezifisch fur die im
DG stattfindende adulte Neurogenese oder der LTP sind, in den beiden funktionellen
Kompartimenten differenziell exprimiert werden (Wu & Hen, 2014; Bartsch & Wulff, 2015;
Opendak & Gould, 2015).

dorsal (septal)

%:m

* retrosplenialer Cortex CA3 * lateraler & caudomedialer
* Thalamus -~ ‘%\DG —~— entorhinaler Cortex

* caudaler Hypothala- 2 * Nucleus septalis medialis -
mus - Mamillarkérper medial liegende Zellen des
medialen Septumkerns

Mossy fiber

ventral (temporal)

* rostromedialer entorhinaler Cortex
~————— * Nucleus septalis medialis -
lateral liegende Zellen des
medialen Septumkerns

* Amygdala

* Hypothalamus

* Nucleus accumbens
* Prafrontaler Cortex

i
M Dichte der hilidren Serotonin-Innervation

o
7 Interneurone

¥ hilidre Mooszellen

qb adult-geborene, unreife Kérnerzellen des DG

? reife Kérnerzellen des DG

Abb. 4: Dichotome Organisation des hippocampalen Netzwerks. Unterschiedliche afferente und
efferente Verbindungen des Hippocampus werden entlang seiner longitudinalen (dorsoventralen/
septotemporalen) Achse dargestellt (modifiziert nach Sahay & Hen, 2007).
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1.2. Synaptische Plastizitéat

Der Begriff ,,synaptische Plastizitit“ wurde von Jerzy Konorski im Jahre 1949 eingeflhrt
(Konorski, 1949), beschreibt aktivitatsabhdngige Verdnderungen in der Effizienz der
synaptischen Informationsiibertragung und stellt eine der faszinierendsten und wichtigsten
Eigenschaft des Gehirns dar (Citri & Malenka, 2008). Die synaptische Plastizitat spielt bereits
in der frihen Entwicklung neuronaler Schaltkreise und bei der Konsolidierung transienter
Erfahrungen in dauerhafte Gedéachtnisspuren eine wichtige Rolle. Dysfunktionen kénnen zu
schweren neurodegenerativen bzw. -psychiatrischen Erkrankungen wie z.B. Morbus Alzheimer
(Balschun & Rowan, 2018; Mango et al., 2019), Morbus Huntington (Smith-Dijak et al., 2019),
Depression (Liu et al., 2017), Schizophrenie (Brisch et al., 2014) und der
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung (Rapoport & Gogtay, 2008) fiihren.

Es existieren zahlreiche Formen und Mechanismen der synaptischen Plastizitat, wobei
entsprechend ihrer zeitlichen Persistenz zwischen kurzzeitiger (STP, engl. short-term synaptic
plasticity) und langanhaltender (LTSP, engl. long-term synaptic plasticity) Neuroplastizitat

unterschieden werden muss.

An fast allen Synapsen zahlreicher Organismen konnten zahlreiche Formen der STP mit einer
Dauer von einigen Zehntelsekunden (ms) bis Minuten (min) beobachtet werden, die im Verlauf
zu einer transienten Calcium- (Ca?*) Konzentrationserhdhung in der prasynaptischen Terminale
fuhrt und Verédnderungen in der Freisetzungswahrscheinlichkeit von Neurotransmittern bedingt
(zusammengefasst in Citri & Malenka, 2008). Zur STP z&hlt die posttetanische Potenzierung,
die eine infolge der tetanischen Stimulation verstérkte, fiir einige Sekunden bis Minuten
anhaltende Reizantwort des Neurons (synaptische Bahnung) beschreibt, sowie die gepaarte
Pulsbahnung (engl. paired pulse facilitation, PPF) bzw. gepaarte Pulshemmung (engl. paired
pulse depression, PPD), bei der durch zwei aufeinanderfolgende, zeitlich wenige ms getrennte
Pulse aufgrund deren zeitlicher Abfolge eine verénderte (verstarkte oder abgeschwéchte)
Reaktion auf den zweiten Puls beobachtet wird. Liegt ein Kkurzes Zeitintervall
(Interstimulusintervall) von weniger als 20 ms zwischen dem beiden Stimuli, so wird meist eine
PPD beobachtet. Bei grdferen Interstimulusintervallen von 20-500 ms zeigen die meisten
Synapsen eine PPF, da durch die infolge des ersten Aktionspotentials noch anhaltende Ca?*-
Erhéhung durch den zweiten Stimulus eine zusatzlich hoéhere zytoplasmatische Ca?*-
Konzentration hervorgerufen wird. Jedoch scheinen auch weitere Proteinkinase-abhdngigen
Mechanismen zur Modulation présynaptischer Phosphoproteine (z.B. Synapsin) beizutragen

(zusammengefasst in Citri & Malenka, 2008).
19



1. Einleitung

Neben den o.g. Formen existieren weitere aktivitdtsabhéngige Plastizitdtsformen wie u.a. die
Depotenzierung, De-Depression und die sog. spike-timing dependent plasticity (STDP)
(zusammengefasst in Neves et al., 2008). Letztere bedingt in Abhé&ngigkeit von einer prazisen
zeitlichen Steuerung einzelner pré- und postsynaptischer Aktionspotentiale entweder eine
zeitabhéngige LTP (engl. t-LTP; Aktivierung des prasynaptischen Neurons 5 bis 20 ms vor dem
postsynaptischen Neuron) oder eine zeitabhdngige LTD (engl. t-LTD; Aktivierung des
postsynaptischen Neurons 5 bis 20 ms vor dem présynaptischen Neuron) (Edelmann et al.,

2014, 2017; zusammengefasst in Edelmann & Lessmann, 2018).

Die beiden groRen und bedeutenden Formen der langanhaltenden Neuroplastizitat sind die
Langzeitpotenzierung (LTP) und die Langzeitdepression (LTD). Im Rahmen dieser Arbeit wird

nachfolgend detaillierter auf die LTP eingegangen:

1.2.1. Langzeitpotenzierung (LTP)

Die Entdeckung der LTP geht auf die Erkenntnisse der beiden Wissenschaftler Timothy Bliss
und Terje Lemo aus dem Jahre 1973 zuriick. Sie beobachten im Kaninchen in-vivo, dass durch
eine kurze hochfrequente Reizung des PP eine Erhéhung der synaptischen Starke in den
exzitatorischen glutamatergen PP-DG-Synapsen erreicht werden kann wund eine
Aufrechterhaltung sowohl im andsthetisierten Tier fur Stunden alsauch im Wachen fur mehrere
Tage bis Wochen mdoglich war (Bliss & Lomo, 1973; Milner et al., 1998).

Bei der LTP handelt es sich um eine aktivitatsabhéngige und langanhaltende Verstarkung der
synaptischen Effizienz, die u.a. mithilfe einer kurzen hochfrequenten Folge (typischerweise 100
Hz fir mehrere Sekunden) experimenteller elektrischer Stimulationen induziert werden kann
(zusammengefasst in Milner et al., 1998; Edelmann & Lessmann, 2018). Ein gegenteiliger
Effekt, eine langandauernde Abnahme der synaptischen Ubertragungsstarke aufgrund
niederfrequenter Stimulation (mehr als 500 Wiederholungen bei 1 Hz tGber 15 min), wird bei
der LTD beobachtet (zusammengefasst in Milner et al., 1998; Edelmann & Lessmann, 2018).
Allerdings werden die LTP-Induktionsprotokolle und deren hervorgerufene Wirkungen (LTP

oder LTD) kontrovers diskutiert (zusammengefasst in Kumar, 2011).

Gemeinsam mit anderen Formen der synaptischen Plastizitdt stellt die LTP ein geeignetes
neuronales Modell fir zellulare Mechanismen dar, die an Lernprozessen und
Gedé&chtnisspeicherung beteiligt sind. Zunéchst wurde die LTP in-vivo an exzitatorischen

glutamatergen Synapsen PP-DG-Synapsen des Hippocampus von Kaninchen untersucht.
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Spater konnte die LTP auch in-vivo und in-vitro bei Mdusen, Ratten, Affen und Menschen

beobachtet werden (zusammengefasst in Kumar, 2011).

Bei einer kontinuierlichen elektrischen Teststimulation der SC z.B. bei einer Frequenz von 0,05
Hz (d.h. alle 20 s) erfolgt mithilfe des Neurotransmitters Glutamat die Generierung
exzitatorischer postsynaptischer Potentiale (EPSP) in den postsynaptischen CAL-
Pyramidenzellen. Als LTP-Induktion wird eine kurze Folge schnell aufeinanderfolgender
Reizimpulse (z.B. 1x100 Hz fiir 1s) verwendet. Die LTP stellt die in den postsynaptischen CAL-
Neuronen hervorgerufene langandauernde Erhohung der mittleren EPSP-Amplitude bzw.
Anstiegssteilheit (engl. slope) dar (d.h. normierte Anderung der mittleren Slope (in %) wéhrend

der letzten Minuten einer Messung relativ zur mittleren Slope vor der LTP-Induktion).

Die LTP konnte nicht nur an exzitatorischen Synapsen des Hippocampus sondern auch in
verschiedenen anderen Hirnregionen des ZNS, wie z.B. Cerebellum, Amygdala, Striatum und

Cortex beobachtet werden (zusammengefasst in Kumar, 2011).

1.2.2. Phasen der LTP

Die LTP ist ein multiphasisches Ereignis und kann entsprechend ihres zeitlichen Verlaufs und

in Abhéngigkeit von Anzahl und Wiederholungsrate der zur LTP-Auslésung benutzten Stimuli

in eine frithe (engl. early, e-LTP) und spate (engl. late, I-LTP) Phase eingeteilt werden.

Die e-LTP beschreibt eine kurzzeitige, etwa ein-bis dreistiindig anhaltende Phase, die durch
eine einzige Folge eines hochfrequenten Stimulus initiiert werden kann. Es ist bekannt, dass
diese Phase eine posttranslationale Modifikation synaptischer Proteine bendtigt, (meist) aber
von der Proteinsynthese unabhdngig ist (von Bohlen und Halbach & von Bohlen und Halbach,
2017). Demgegeniber steht die durch mehrere (> vier) Folgen tetanischer Stimuli induzierbare,
fir mindestens 24 Stunden (h) anhaltende I-LTP (Milner et al., 1998), die sowohl translations-
als auch transkriptionsabhangig ist (von Bohlen und Halbach & von Bohlen und Halbach,
2017). Diese langeranhaltenden Formen der synaptischen Plastizitat konnten nach Induktion
mit repetitiven oder tetanischen Stimuli mit verlangerten Stimulusfolgen (engl. trains) (ca. 200
ms bis 5 s) bei hohen Frequenzen (10- 200 Hz) beobachtet werden (Citri & Malenka, 2008).
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1.2.3. Molekulare Mechanismen der LTP

Die Stimulation der SC mit einem niederfrequent wiederholten (z.B. alle 20 s) prasynaptischen

Stimulus bedingt die Freisetzung von Neurotransmittern, vorwiegend Glutamat, in den
prasynaptischen Endigungen (engl. terminals), wodurch die Effizienz der basalen synaptischen
Ubertragung (engl. transmission) bestimmt werden kann. Es erfolgt die Bindung des Glutamats
auf die in der postsynaptischen CALl-Pyramidenzellmembran befindlichen Rezeptoren. An
glutamatergen Synapsen findet man zwei bedeutende Typen ionotroper Glutamatrezeptoren in
der postsynaptischen Membran, die zur postsynaptischen Antwort beitragen: a-Amino-3-
Hydroxy-5-Methyl-4-1soxazol-Propionsédure (AMPA)- und N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptoren (Rs), die oftmals co-lokalisiert auf individuellen dendritischen Dornfortsatzen
(engl. spines) vorkommen. AMPARs sind monovalente Kationenkanéle, die eine etwa gleich
gute Permeabilitat fir Na* und K* aufweisen. Die Bindung von Glutamat bedingt im Bereich
des neuronalen Ruhemembranpotentials von ca. -70 mV (non-NMDARs) einen
einwartsgerichteten Strom, wodurch ein exzitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP)
ausgelost wird. Die NMDARs weisen bei negativen  Membranpotentialen
(Ruhemembranpotential bei -70 mV) aufgrund der Blockade durch extrazelluldres Magnesium

(Mg?*) eine hohe Spannungsabhéngigkeit auf.

Wird zur Glutamatbindung durch die zusatzliche Induktion eines hochfrequenten Stimulus eine
ausreichend starke Depolarisierung der Zellmembran erzielt, erfolgt die Losung der Mg?* von
den Kanalbindungsstellen am NMDAR. Die nun aktivierten NMDA-Kanale ermdglichen den
Einstrom von Na* und Ca?* in den CA1-Dendriten. Dies resultiert in einer raschen Erhéhung
der intrazellularen Ca?*-Konzentration in der Postsynapse (zusammengefasst in Citri &
Malenka, 2008). In Abb. 5 ist das Schema der LTP-Induktion in der CA1-Synapse dargestellt.
Aufgrund dieser simultan ablaufenden Glutamatbindung und Zellmembrandepolarisation zur
optimalen Aktivierung der NMDARSs werden diesen Rezeptoren assoziative Eigenschaften
zugeschrieben (Bliss & Collingridge, 1993; Milner et al., 1998) und sie agieren als
Koinzidenzdetektoren fir gleichzeitig pré- und postsynaptische Depolarisationen (Nicoll etal.,
1988; Citri & Malenka, 2008).

Die Uberschreitung einer kritischen Schwelle der intrazellularen Ca%*-Konzentration sorgt fiir
die Aktivierung biochemischer Prozesse, die fur die (weitere) LTP notwendig sind und stellt
somit, neben der postsynaptischen Depolarisation und Aktivierung der NMDARs, eine
wichtige Komponente der Induktion der LTP dar. So werden -auf direktem oder indirektem

Weg- drei verschiedene Proteinkinasen aktiviert: Calcium/ Calmodulin-abhangige Kinase I1
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(CaMKII), Proteinkinase C (PKC) sowie Tyrosinkinase Fyn, die posttranslationale
Modifikation in entweder pra- oder postsynaptischen Neuronen herbeifuhren und so eine
gesteigerte postsynaptische Antwort hervorrufen (Kandel et al., 2013; zusammengefasst in
Milner et al., 1998).

Normale synaptische Ubertragung wéhrend Depolarisation
GLU GLU
Na’ Na’ Na' Ca” Na’
a
e O] O] ]
M 2+
[=F]
NMDA AMPA AMPA

Abb. 5: Darstellung der LTP-Induktion in der CA1- Region des Hippocampus.

(a) Zustand wahrend niederfrequenter basaler synaptischer Transmission: Freisetzung von Glutamat aus
der prasynaptischen Terminalie und Bindung an AMPA- und NMDA-Rezeptoren. Durch den Kanal des
AMPAR koénnen Na* und K* stromen, wohingegen der NMDAR-Kanal durch extrazellulares Mg**
blockiert ist.

(b) Zustand wahrend der Zellmembrandepolarisation der CA1-Postsynapse durch einen hochfrequenten
Tetanus: Die Verdrangung des Mg?*-Blocks des NMDAR-Kanals wird durch die Depolarisation erreicht
und bedingt den Influx von Na*-, K*- und am wichtigsten, den Ca*-lonen durch den NMDAR in das
postsynaptische Neuron. Die Ca**-Konzentrationserhthung im Cytoplasma der postsynaptischen Zelle
fuhrt u.a. zur Aktivierung der Calcium/ Calmodulin-abhéngigen Kinase 11 (CaMKII) (nicht dargestellt)
(modifiziert nach Masterarbeit Monique Klausch, 2017; Nicoll, 2017).

Bei ausreichend starker LTP-Induktionsprotokolle folgt der e-LTP die I-LTP (Kumar, 2011),
die die Synthese neuer Boten-Ribonukleinsdure (engl. messenger ribonucleic acid, mRNA) und
Proteine bendtigt (Milner et al., 1998). Durch Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration
erfolgt die Aktivierung der Adenylatzyklase (AC), die die Katalyse von Adenosintriphosphat
(ATP) zu 3",5"- zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) bedingt, infolge dessen die PKA
durch cAMP-Bindung aktiviert wird.

Die PKA aktiviert wiederum die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (engl. mitogen-activated

protein kinase, MAPK), welche spezielle extrazelluldr regulierte Kinasen (engl. extracellular-
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signal regulated kinases, ERKSs) darstellen, die nach einmaliger Aktivierung den zellularen
Transkriptionsfaktors CREB-1 (engl. cAMP response element-binding enzyme)
phosphorylieren. Durch Bindung an eine spezifische Desoxyribonukleinséure- (engl.
desoxyribonucleic acid, DNA) Erkennungssequenz, dem sog. CRE (engl. CAMP response
elements), werden Gene mit CRE-Sequenz verstarkt exprimiert (Kandel et al., 2013). Auch
dieser ERK/MAPK-Weg scheint fur die LTP und einige Formen von Lernen und Gedachtnis
eine wichtige Rolle zu spielen (Citri & Malenka, 2008).

Der zusammengefasste molekulare Mechanismus der LTP (e- und I-LTP) ist in Abb. 6

dargestellt.
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Abb. 6: Molekularer Mechanismus der friihen (e-) und spéaten (I-) LTP an der SC-CA1-Synapse.
Die e-LTP wird durch einen einzigen Tetanus induziert: durch Bindung von Glutamat an den NMDAR,
wird dieser aktiviert und ermoglicht den Ca*-Influx in den dendritischen Spine des CA1-Neurons.
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Infolge dessen wird der Ca®*/Calmodulin-Komplex aktiviert, der wiederum fiir die Aktivierung der
Ca**/Calmodulin-abhangigen Kinase 1l (CaMKII), der Proteinkinase C (PKC), der Tyrosinkinase Fyn
und der Stickstoffmonoxid (NO)- Synthase verantwortlich ist. Durch die Kinaseaktivitat der CaMKII
werden AMPA-Rezeptoren (R) phosphoryliert; das durch die NO-Synthase synthetisierte NO kann je
nach gewéhltem LTP-Paradigma als retrograder Botenstoff durch Diffusion auf die Présynapse (CA3-
Neuronterminale) wirken und so die Transmitterfreisetzung verstarken. Mit wiederholten tetanischen
Stimuli l6st der Ca**-Einstrom auch die Rekrutierung der Adenylatzyklase (AC) aus, die das zyklische
Adenosinmonophosphat (CAMP) zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) generiert. Dadurch
werden Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) aktiviert, die zum Zellkern wandert und dort den
zelluldren Transkriptionsfaktor CREB-1 phosphoryliert. Der nun phosphorylierte Transkriptionsfaktor
aktiviert die Transkription entsprechender Zielgene, was zur Ausbildung neuer synaptischen
Verbindungen fihren kann. Die wiederholte tetanische Stimulation aktiviert auerdem die Translation
der Proteinkinase M ¢ (PKMC(), die anhaltend aktive Isoform der PKC. Dies hat eine langanhaltende
Erhohung der Zahl an AMPAR in der postsynaptischen Membran zur Folge (AC- Adenylatzyklase,
CaMKI1- Ca2+/Calmodulin-abhangige Kinase 1, cCAMP- zyklisches Adenosinmonophosphat, CRE-
bestimmte DNA-Sequenzen, CREB-1- zelluldrer Transkriptionsfaktor, Glu- Glutamat, MAPK-
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen, NO- Stickstoffmonoxid, PKM ¢ - Proteinkinase M () (modifiziert
nach Kandel et al., 2013).

Fur den Aufbau persistierender Formen der synaptischen Plastizitat (LTP und LTD) sind
plastizitatsrelevante Proteine (engl. plasticity related proteins, PRPSs), die infolge synaptischer
Aktivierung oder postsynaptischer Aktivitat synthetisiert oder aktiviert werden, notwendig
(Abraham, 2008). Diese rufen an den aktivierten Synapsen Verénderungen funktioneller und
struktureller Eigenschaften, wie z.B. die Neuausbildung und Verstarkung oder Abbau von
Spines, den Umbau des Zytoskeletts und l&ngeranhaltende Veranderungen der synaptischen
Transmission, hervor (Bin Ibrahim et al., 2022). Mdgliche, bereits beschriebene, als PRPs
agierende Kandidaten, stellen u.a. die PKMC(, das aktivitatsregulierende Zyosklett-assoziierte
Protein (engl. activity-regulated cytoskeleton-associated protein, Arc) (Vishnoi et al., 2018)
sowie das BDNF dar (Pang et al., 2004).

1.2.4. Eigenschaften der LTP

Die LTP stellt einen zellularen Mechanismus zur schnellen Informationsspeicherung dar. Sie

weist neben der Mdglichkeit zur schnellen Generierung sowie Verstarkung und Verlangerung
durch Repetition auch die Schliisseleigenschaften Kooperativitat, Assoziativitat und Eingangs-

(Input-) spezifitat auf (zusammengefasst in Citri & Malenka, 2008).

Kooperativitat beschreibt die Eigenschaft, dass die LTP durch zeitgleich auftretende (co-

inzidente) Aktivierung mehrerer Synapsen induziert wird; Assoziativitét ist durch die Fahigkeit
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zur Potenzierung eines schwachen Reizes (der selbst unterhalb der notwendigen, LTP-
auslosenden Schwelle liegt) durch einen starken Reiz gekennzeichnet, wenn die gemeinsame
Aktivierung beider unabhangiger Schaltwege in enger radumlicher und zeitlicher Nachbarschaft
zueinander stattfindet (Bliss et al., 2018). Nur an den aktivierten, nicht an angrenzenden,
inaktiven Synapsen desselben postsynaptischen Neurons wird die LTP hervorgerufen- diese
Eigenschaft wird als Inputspezifitat bezeichnet (Citri & Malenka, 2008).

Strukturelle Umbauprozesse der potenzierten Synapsen sind fur die langanhaltende
Aufrechterhaltung der LTP notwendig. Die mit der LTP einhergehenden morphologischen
Veranderungen sind z.B. die Entstehung neuer bzw. die VolumenvergroRerung bestehender
Spines. An der Membraninnenseite der postsynaptischen Spines befindet sich das
Proteinnetzwerk, der sog. postsynaptische Verdichtung (engl. postsynaptic density, PSD),
welches den Einbau zusédtzlicher AMPARs in die PSD in der e-LTP vermittelt
(zusammengefasst in Citri & Malenka, 2008).

Fur das deklarative Gedachtnis spielen die NMDARSs und die NMDAR-bedingte synaptische
Plastizitit an den SC-CAL-Synapsen eine entscheidende Rolle. So konnte durch Richard Morris
und Kollegen gezeigt werden, dass eine pharmakologische Inhibition der NMDARS eine
Blockierung der LTP mit sich bringt -auf Verhaltensebene konnten die untersuchten Tiere zwar
erfolgreich durch das von Morris zur Testung rdumlichen Orientierungsvermogens
entwickelten Schwimmlabyrinth (engl. Morris water maze) (Morris, 1984) navigieren, jedoch
waren sie zur Bildung eines radumlichen Gedachtnisses nicht in der Lage (Morris et al., 1986;
Milner et al., 1998).

Insgesamt wird angenommen, dass die de-novo stattfindende Gentranskription und
Proteinsynthese mit der Ausbildung neuer Spines oder deren VergréfRerung ermdoglicht und
deshalb die LTP mit einer erhohten Spinedichte an den potenzierten Synapsen einhergeht
(zusammengefasst in von Bohlen und Halbach & von Bohlen und Halbach, 2017). Passend
dazu konnten May-Britt Moser und Kollegen zeigen, dass rdumliches Lernen durch eine
Zunahme in der Spinedichte basaler Dendriten der CA1-Pyramidenneurone gekennzeichnet ist
(Moser et al., 1994).

1.3. Neuromodulation

Der Begriff ,,Neuromodulation® beschreibt die Verdnderung synaptischer und zelluldrer

Eigenschaften durch Neuronen selbst oder durch von Neuronen freigesetzte Substanz(en) (Katz
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& Calin-Jagemann, 2009) und stellt die Grundlage der Flexibilitat synaptischer Schaltkreise
dar. Uber pri- und postsynaptische Mechanismen kann sowohl die Auslésung von LTP und
LTD als auch die basale synaptische Transmission aktivitatsunabhdngig verandert werden
(Nadim & Bucher, 2014; zusammengefasst in Edelmann & Lessmann, 2018). Dopaminerge
und noardrenerge Axone, die aus verschiedenen Bereichen des Mittelhirns in den Hippocampus
projizieren, sind in der Lage, die elektrische Erregbarkeit, die Effizienz der
Transmitterausschittung und die Empfindlichkeit der postsynaptischen Rezeptoren zu
regulieren. Auf diese Weise beeinflussen sie die LTP-Induktion und kontrollieren die
Bestandigkeit der synaptischen Paarpulsbahnung an den SC-CA1-Synapsen (Kumar, 2011;

zusammengefasst in Edelmann & Lessmann, 2018).

Neuromodulatoren sind zelluldr synthetisierte Botenstoffe (Transmitter, Lipid oder Protein),
deren Freisetzung u.a. in der Nahe von glutamatergen Neuronen erfolgt (zusammengefasst in
Edelmann & Lessmann, 2018) und die Fahigkeit zur Modulierung der Schwelle (engl.
threshold) flr die zukinftige synaptische Plastizitat besitzen. Dieser als ,,Metaplastizitat®
(Plastizitdt der synaptischen Plastizitdt) bezeichnete Prozess beschreibt, dass mithilfe
synaptischer Aktivitdt (die selbst keinen Einfluss auf die synaptische Effizienz hat)
persistierende Veradnderungen in Starke oder Richtung der nachfolgenden aktivitadtsabhéngigen
synaptischen Plastizitat hervorgerufen werden kénnen (Bear et al., 1987; Abraham & Bear,
1996; Citri & Malenka, 2008; zusammengefasst Ireland et al., 2009). Konkret bedeutet dies:
wird ein metaplastizitatsinduzierendes Ereignis (engl. priming) zu einem bestimmten Zeitpunkt
mit einem nachfolgenden plastizitadtsinduzierenden Ereignis (wie z.B. einem hochfrequenten/
niederfrequenten Stimulus (HFS/ LFS) oder Lernen auf Verhaltensebene) gekoppelt, kann
dadurch die synaptische Plastizitat wie LTP oder LTD moduliert werden (Abraham, 2008;

zusammengefasst in Ireland et al., 2009).

1.3.1. Dopamin und Noradrenalin

Dopamin (DA) und Noradrenalin (Norepinephrin, NE) sind, wie auch Adrenalin (Epinephrin)
biogene Amine und zur Gruppe der Catecholamine gehdrende, nicht Blut-Hirn-Schranken-
gangige Neurotransmitter des zentralen Nervensystems (ZNS). Dopamin spielt u.a. bei
neurodegenerativen Erkrankungen (z.B. Parkinsonismus und Morbus Alzheimer) und
psychiatrischen Erkrankungen (z.B. Schizophrenie) eine wichtige Rolle (von Bohlen und
Halbach & Dermietzel, 2006) und wird bei einigen Lernaufgaben zur

Gedéachtniskonsolidierung bendtigt (Matthies, 1989; Bliss et al., 2018). Dopamin spielt sowohl
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bei der LTP-Induktion (Frey et al., 1990; Reymann & Frey, 2007; Bliss et al., 2018) als auch
bei der Auslésung der STDP (z.B. Zhang et al., 2009; Brzosko et al., 2015; zusammengefasst
in Edelmann & Lessmann, 2018) in SC-CA1-Synapsen eine entscheidende Rolle.

1.3.1.1. Synthese und Rezeptoren

Die Synthese des DA (siehe Abb. 7) erfolgt auf Basis der Aminosdure Phenylalanin, welche
durch das Enzym Phenylalaninhydroxylase in Tyrosin und anschliefend durch Hinzufligen
einer Carboxylgruppe mittels Tyrosinhydroxylase (TH) in L-Dihydroxyphenylalanin
(Levodopa, L-Dopa) umgewandelt wird. Durch die anschlieBende Decarboyxlierung entsteht
das Catecholamin DA; mithilfe der Dopamin-p-Hydroxylase wird NE synthetisiert, welches
mithilfe der Phenylethanolamin-N-methyltransferase abschlielend zu Adrenalin umgewandelt
werden kann (von Bohlen und Halbach & Dermietzel, 2006; Joyce & Vogeler, 2018; Speranza
et al., 2021). Mithilfe synaptischer Vesikelproteine, sog. VMAT2 (engl. vesicular monoamine
transporter) erfolgt der Transport des synthetisierten DA in Vesikel mit anschlieRender

Freisetzung in den synaptischen Spalt sowie Bindung an deren spezifische Rezeptoren.

Phenylalanin Tyrosin Levodopa (L-DOPA) Adrenalin
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Abb. 7: Biosynthese der Catecholamine (modifiziert nach Joyce & Vogeler, 2018).

Die DA-Rezeptoren, zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (engl. G-protein
coupled receptors, GPCRs) gehorend, kénnen mit ihren flnf verschiedenen Rezeptorsubtypen
(D1-D5R) in eine der beiden Unterklassen eingeteilt werden: D1-artige (engl. D1-like) und D2-
artige (engl. D2-like) Rezeptoren (Joyce & Vogeler, 2018; Palacios-Filardo & Mellor, 2019;
Speranza et al., 2021). Die Aktivierung der D1-artigen Rezeptoren, zu denen D1Rs und D5Rs
gehoren, fihrt durch die generelle Kopplung mit Gs-Proteinen zu einer aktivierten AC. Die

damit verbundene, vermehrte katalytische Umwandlung des Adenosintriphosphat (ATP) zu
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3,57~ zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP), einem sekundaren Botenstoff (engl.
second messenger), bedingt die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), welche wiederum den
zellularen Transkriptionsfaktor CREB (engl. cAMP response element-binding enzyme) im
Zellkern phosphoryliert. Dieser ist fur die Aktivierung der CREB-abhéngigen Gentranskription
verantwortlich. Durch die Aktivierung des D1Rs werden verschiedene lonenkanéle, wie
spannungsabhangige Ca?*-, K*- und Na*-Kandle sowie G-Protein-abhangige einwarts
gleichgerichtete K*-Kanéle moduliert (engl. G-protein gated inwardly rectifying K*channels,

GIRKSs) (zusammengefasst in Speranza et al., 2021).

Gegensatzlich zu den D1-artigen Rezeptoren weisen die D2-artigen Rezeptoren, zu denen D2-
D4Rs gehdren, eine Kopplung mit der Gio-Untereinheit (UE) des GPCR auf. Dies hat nicht nur
eine Inhibition der AC, damit einhergehender Erniedrigung des cAMP-Spiegels und einen
nachfolgend gehemmten PKA-Signalweg zu Folge, sondern ist auch mit der Aktivierung der
GIRKs- und SchlieRung der spannungsabhangigen Ca?*-Kanale verbunden (Speranza et al.,
2021).

1.3.1.2. Neuromodulatorischer Einfluss von DA und NE auf den Hippocampus

Die anatomisch und funktionell heterogenen DA-Neurone befinden sich im Di- und
Telencephalon (Speranza et al., 2021), wobei der groRte Teil, etwa 70 %, im ventralen
Mesencephalon vorzufinden sind und dort drei bedeutende Kerngebiete bilden: ventrales
tegmentales Areal (VTA), Substantia nigra (SN) pars compacta und Locus coeruleus (LC)
(Bazzari & Parri, 2019; Palacios-Filardo & Mellor, 2019). Auf Basis dieser Kerngebiete
projizieren die dopaminergen Fasern (ber unterschiedliche namensgebende Bahnen
(nigrostriatal, mesolimbisch und mesocortikal) in verschiedenen Hirnregionen (Roeper, 2013;
Bazzari & Parri, 2019; Speranza et al., 2021).

Der Ursprung der mesolimbischen Bahn befindet sich in der VTA, von dort aus gelangen
dopaminerge Axone u.a. in den préfrontalen Cortex, Nucleus accumbens und den Hippocampus
(Speranza et al., 2021). Die VTA wird als Quelle des hippocampalen DA angenommen,
allerdings konnten Unterschiede in der dopaminergen Projektion entlang der longitudinalen

Achse festgestellt werden (Kempadoo et al., 2016).

Die weitverbreitete Expression beider Rezeptorunterklassen konnte mit -einigen
regionsspezifischen Unterschieden- im Hippocampus gezeigt werden (Wei et al., 2018;

Palacios-Filardo & Mellor, 2019). Bedingt durch u.a. spezifische Rezeptoraktivierungen und
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der damit  einhergehend  mechanistisch  entgegengesetzten ~ Wirkungen  der
Rezeptorunterklassen, ist DA in der Lage, die synaptische Plastizitat durch exzitatorische bzw.
inhibitorische Wirkungen zu beeinflussen (Palacios-Filardo & Mellor, 2019; Speranza et al.,
2021). Auf Plastizitatsprozesse scheinen die D1Rs den groBten Einfluss zu haben: die D1Rs
setzen die zellulére Erregbarkeit herab und bewirken eine Enthemmung und Modulation der
NMDAR-Signaltbertragung, wodurch die LTP und LTD fazilitiert werden kénnen. Dies ist
ebenso maoglich, wenn die Rezeptoraktivierung (sowohl der D1- als auch D2Rs) nach einem
plastizitatsinduzierenden Event (mit einer betrachtlichen zeitlichen Verzdgerung) durch
Aktivierung von Gentranskription und Proteintranslation erfolgt (zusammengefasst in Palacios-
Filardo & Mellor, 2019). So konnte gezeigt werden, dass die retroaktive Applikation von DA
nach einem plastizitatsinduzierenden Event (STDP-Protokoll, d.h. Aktivierung der Postsynapse
zeitlich vor Préasynapse), eine Umwandlung von t-LTD zu t-LTP hervorruft (Brzosko et al.,
2015).

Die Hauptquelle des NE im ZNS stellt der zur Kerngruppe des Hirnstammes gehorende Locus
coeruleus (LC) dar, dessen Neurone in verschiedene cortikale und subcortikale Hirnregionen,
wie Cerebellum, Thalamus, Amygdala und Hippocampus projizieren. Die noradrenergen
Rezeptoren werden in zwei Rezeptorklassen unterteilt: o- und - Rezeptoren mit ihren Subtypen
al, 02, B1, B2 sowie B3 und gehoren, wie auch die Dopaminrezeptoren, zur Gruppe der GPCRs.
Je nach ihrer subzelluléren Lokalisation und der relativen Expressionslevel sind sie in der Lage,
zahlreiche neuronale Eigenschaften wie die zellulare Erregbarkeit, synaptische Transmission
und Plastizitat zu beeinflussen (zusammengefasst in Nguyen & Connor, 2019). Dabei scheint
die Aktivierung beider a-Rezeptorsubtypen nur einen schwachen Effekt auf die LTP-Induktion
und deren Aufrechterhaltung zu haben (Nguyen & Connor, 2019), wohingegen die Wirkung
des NE auf ihre -Rezeptoren modulierende Fahigkeiten in Form einer verbesserten LTP und
verstarkten Gedéchtnisspeicherung besitzt (Stanton & Sarvey, 1984; Harley et al., 1996;
Katsuki et al., 1997; Gelinas & Nguyen, 2005; Maity et al., 2015).

1.3.2. Der Einfluss von BDNF

Der Wachstumsfaktor BDNF stellt ein wichtiges Protein mit neurotrophischen und -protektiven

Eigenschaften dar und gehort, neben dem Nervenwachstumsfaktor NGF (engl. nerve growth
factor), Neurotrophin (NT)-3 und -4/5, der Neurotrophin-Familie an (Barde, 1994). Sowohl
wahrend der ontogenetischen Entwicklung als auch postnatal ist BDNF an der Regulierung

zahlreicher Prozesse, wie der adulten Neurogenese, Neuronendifferenzierung und -berleben
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aber auch an der synaptischen Plastizitat im adulten Gehirn beteiligt (Lewin & Barde, 1996;
Park & Poo, 2013; Brigadski & Lessmann, 2014).

BDNF wird als intrazelluldr synthetisierter und bei Auslésung des LTP- bzw. LTD-
induzierenden Stimulus freigesetzter biochemischer Botenstoff die Funktion eines

Neuromediators zugeschrieben (zusammengefasst in Edelmann & Lessmann, 2018).

Der Wachstumsfaktor ist in der Lage, die synaptischer Effizienz durch entweder veranderte
prasynaptische Transmitterfreisetzung oder verstarkte Transmittersensitivitat der Postsynapse
zu modulieren, was mit der Entstehung einer langanhaltenden synaptischen Plastizitat
verbunden ist. In heterozygoten BDNF-Knockout-Tieren wurde eine Beeintrachtigung der LTP
an SC-CA1-Synapsen des Hippocampus festgestellt - dies untermauert die Bedeutsamkeit der
Beteiligung des BDNF an der synaptischen Plastizitat (zusammengefasst in Edelmann et al.,
2014).

Nach Sezernierung des Vorl&uferproteins (préa-pro BDNF) in das endoplasmatische Retikulum
(ER) und der Pra-Sequenz-bedingten Bindung der BDNF-mRNA an die dortigen Ribosomen
sowie BDNF-Proteintransport in das ER erfolgt durch Abspaltung der 0.g. Sequenz das pro-
BDNF. Dieses wird uber den Golgi-Apparat zum Trans-Golgi-Netzwerk transportiert, wo die
weitere Prozessierung sowie die fur die Entstehung von reifem (engl. mature, m-) BDNF
notwendige, durch Proteinkonvertasen vollzogene endoproteolytische Spaltung des pro-BDNF
stattfindet. Anschlielend erfolgt die Abschniirung der sowohl pro-BDNF als auch m-BDNF
enthaltenden sekretorischen Granula, die dann Uber die Aktivierung rezeptorspezifischer
Signalkaskaden teilweise antagonistische Wirkungen hervorrufen: die Bindung von pro-BDNF
erfolgt hauptsachlich an p75-Neurotrophinrezeptoren (p75-NTR), was u.a. Apoptose und LTD
zur Folge hat; das vorrangig an Tyrosinkinase B- Rezeptoren (TrkB-Rs) bindende m-BDNF
hingegen fordert die neuronale Zellentwicklung, -differenzierung, -Uberleben und die LTP

(zusammengefasst in Brigadski & Lessmann, 2014).

Die fur die Proteinsynthese bendtigte BDNF-mRNA kann weitverbreitet im ZNS, z.B. im
cerebralen Cortex, Bulbus olfactorius, Hypothalamus, Amygdala und der hippocampalen
Formation detektiert werden. Durchgefiihrte in-vivo und in-vitro Studien zeigen ein
Vorkommen in somatischen und dendritischen (hippocampal: Kornerzellen des DG und
Pyramidenzellen der CAl-3-Regionen) Strukturen, jedoch nicht in Axonen. Die BDNF-
Proteinexpression ist im cerebralen Cortex sowie der hippocampalen Formation am starksten

ausgepragt. Im Gegensatz zur BDNF-mRNA konnte hippocampal in den Axonterminalien der
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Kdornerzellen des DG und CA3-Pyramidenzellen endogenes BDNF lokalisiert werden
(zusammengefasst in Edelmann et al., 2014). Die BDNF-Expression kann neben neuronaler
elektrischer Aktivitat auch durch physische Aktivitat (z.B. Ausdauersport), eine angereicherte
Umgebung (engl. enriched environment), Stress und den zirkadianen Rhythmus bedingt sein.
So konnte beispielsweise in den CA1-Dendriten eine vermehrte BDNF-Expression infolge des
enriched environments und geringer Stresslevel beobachtet werden. Reduzierte BDNF-Spiegel
zeigen sich in Erkrankungen wie Depression, Morbus Huntington oder der Alzheimer’schen

Demenz (zusammengefasst in Brigadski & Lessmann, 2014; Edelmann et al., 2014)

Das endogen sekretierte BDNF kann mithilfe der Immunzytochemie, Western Blot- oder des
antikorperbasierten  Nachweisverfahrens  detektiert werden (engl.  enzyme-linked

immunosorbent assay, ELISA) (Brigadski & Lessmann, 2014).

1.4. Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte der Prozess des ,,Behavioral tagging® (BT) im zellularen Modell auf
synaptischer Ebene untersucht werden. Der BT -Prozess beschreibt die langfristige Speicherung
eines schwachen Lernreizes bei zeitlich naher Kopplung mit einem auffalligen Ereignis (z.B.
Neuartiges, engl. novelty). Durch die, wéhrend der Novelty, synthetisierten oder aktivierten
PRPs wird die Verankerung des schwachen Lernreizes im Langzeitgeddchtnis begunstigt
(Moncada & Viola, 2007; Ballarini et al., 2009; Moncada et al., 2015). Wichtige Modulatoren
der Novelty sind DA und NE (Rangel-Gomez & Meeter, 2016) die an den aktivierten Synapsen

langanhaltende Veranderungen hervorrufen konnen.

Mithilfe elektrophysiologischer Ableitungen synaptischer Signale von benachbarten CALl-
Neuronen sollte auf zellul&rer Ebene der neuromodulatorische und metaplastische Einfluss von
DA und NE zu verschiedenen Zeitpunkten auf die hippocampale Kurz- und
Langzeitpotentierung an SC-CAl1-Synapsen entlang der longitudinalen Achse des
Hippocampus analysiert werden. Dazu wurde die synaptische Plastizitat in 8-15 Wochen alten
C57BL/6J-Tieren mannlichen Geschlechts an akuten Hirnschnittpréparaten mittels

extrazellularer Feldpotentialableitungen untersucht.

Nach erfolgter Etablierung eines schwachen LTP-induzierenden Stimulus (im BT-Prozess:
schwacher Lernreiz) sollte die Kopplung mit den Neurotransmittern DA bzw. NE -durch
exogene Applikation in die Messkammer- als metaplastizitatsinduzierendes Ereignis (engl.

priming) erfolgen (im BT-Prozess: Novelty), um eine stabile und langanhaltende effiziente e-
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LTP hervorzurufen (im BT-Prozess: Verankerung des Lerninhaltes im Langzeitgedachtnis).
Dabei fand die Anwesenheit der Neurotransmitter DA und NE -zeitlich bezogen auf den LTP-
induzierenden Stimulus- zu unterschiedlichen Zeitpunkten (engl. priming time, PT) (sowohl
vor, zeitgleich mit als auch nach dem LTP-induzierenden Stimulus) statt, um moglicherweise
zeitabhdngig vorliegende pro-/aktive und/oder retroaktive neuromodulatorische Wirkungen der
Neurotransmitter DA und auf die e-LTP entlang der longitudinalen Achse des Hippocampus zu

detektieren.

Fur die Aufrechterhaltung persistierender Formen von LTP und LTD werden PRPs bendtigt
(Abraham, 2008); fur die Expression der I-LTP wurde BDNF als wichtiges PRP beschrieben
(Pang et al., 2004). Zur Untersuchung, ob BDNF der durch den neuromodulatorischen Einfluss
der Neurotransmitter DA und NE hervorgerufenen e-LTP als PRP in Frage kommt und so die
synaptische Aktivitat Uber einen l&angerfristigen Zeitraum herbeigefiihrt bzw. aufrechterhalten
werden kann, sollte der BDNF-Gehalt nach Abschluss der durchgefiihrten extrazellularen
Feldpotentialmessungen in den (abgeleiteten) Hippocampus-Schnitten des DH mittels des
molekularbiologischen antikdrperbasierten Nachweisverfahrens (ELISA, engl. enzyme-linked

immunosorbent assay) individuell quantifiziert werden.
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2. Material und Methoden

2.1.Versuchstiere

Fur diese Arbeit wurden institutsintern geziichtete 8 bis 15 Wochen alte C57BL/6J- Méause
mannlichen Geschlechts (Ursprung: Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Sie
wurden unter standardisierten Bedingungen in Makrolon-Kéfigen Typ Il mit jeweils 2 bis 4
Tieren bei einer Umgebungstemperatur von 22 + 2 °C sowie einer Hell-/Dunkelphase von 12:12
Stunden (Licht ab 07:00 Uhr) und unbegrenztem Futter- und Trinkwasserzugang (ad libitum)

gehalten. Wéhrend der Hellphase fanden alle durchgefuhrten Experimente statt.

Die Durchfliihrung aller Experimente erfolgte nach den Vorgaben der Richtlinie 2010/63/EU
und unter  entsprechender  Uberwachung der  zustandigen  Aufsichtsbehorde

(Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt).

Die im Folgenden beschriebene Vorgehensweise erfolgte analog zu der wie bereits in meiner
Masterarbeit beschrieben (Klausch, 2017):

2.2. Praparation und Anfertigung der Gehirnschnitte

Zunachst wurden die Tiere zur Praparationsvorbereitung mithilfe des Inhalationsnarkotikums
Isofluran (CP-Pharma, Karlsruhe, Deutschland; 0,5 ml in 2 | Inkubator, DURAN) anésthesiert.
Nachdem durch Prifung des Pedalreflexes ein ausreichender Bewusstseinsverlust beurteilt
wurde, erfolgte die Dekapitation. Um eine fortschreitende Zellischdmie zu vermeiden, wurde
nachfolgend eine rasche Prédparation des Gehirns und Anfertigung der akuten Schnitte

vorgenommen.

Die Kopfhaut wurde auf einer eisgekiihlten Arbeitsflache dorsomedial, zwischen den Augen
beginnend, mit einem Skalpell von rostral nach caudal geteilt und vom Schédeldach gel6st.
Anschlielend konnte die coronale Absetzung des Os frontale mit Teilen des Bulbus olfactorius
entlang der Sutura coronalis erfolgen. Die Schadelkalotte wurde entlang der Sutura sagittalis
von caudal nach rostral eroffnet. Nach Entfernung des Schédeldachs konnte eine vollstandige
Hirnentnahme mithilfe eines gebogenen Spatels erfolgen. Das Gehirn wurde unmittelbar in
eisgekihlte artifizielle Cerebrospinalfliissigkeit (engl. artificial cerebrospinal fluid, ACSF) in

folgender Zusammensetzung aufgenommen (in mM): 126 Natriumchlorid (NaCl), 26
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Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), 0,8 Natriumdihydrogenphosphat (NaH2POs), 2,5
Kaliumchlorid (KCI), 1 Calciumchlorid (CaCl>), 6 Magnesiumchlorid (MgCl2) und 10 Glukose
-durch Begasung mit Carbogen, bestehend aus 95 % Sauerstoff (O2) und 5 % Kohlenstoffdioxid
(CO2) gesittigt-, um eine ausreichende N&hrstoffversorgung und Gewebsschonung zu
gewahrleisten. In der ACSF-Ldsung wurden Bulbus olfactorius, Hirnstamm, Cerebellum und

prafrontaler Cortex (ca. erstes frontales Drittel) des entnommenen Gehirns entfernt.

Zur Anfertigung der institutsintern Ublichen Standardschnitte, d.h. akuter transversaler
Hirnschnitte (z.B. Hessler et al., 2015) wurde das Gehirn in einem 11° Winkel zu beiden Seiten
transversal geschnitten und mit der Ventralseite auf einer vorgekihlten und mit Cyanacryl-
Klebstoff (Sekundenkleber; UHU, Buhl, Deutschland) bedeckten Schneideplattform einer
Schneidekammer fixiert. Beide Hemisphdren wurden entlang der Fissura longitudinalis
voneinander getrennt. Fur die Anfertigung akuter coronaler Hirnschnitte erfolgte die Fixierung
des Gehirns entsprechend mit der Rostralseite. Zur Stabilisierung des Gehirns wurde auf der
Schneideplattform zusétzlich ein Agarblock platziert und die Schneidekammer mit der bereits
zuvor verwendeten eisgekihlten, carbogenierten ACSF-Ldsung gefullt.

Mithilfe eines Vibratoms (Leica VT1200S Vibratome, Leica Biosystems, Deutschland), in
dessen Schwingkopf eine Rasierklinge (Gillette, Boston, USA) eingespannt war, wurden
transversale (fur die Experimente an ventral-intermedidaren (VIH) bzw. ventralen
Hippocampus-Schnitten (VH)) bzw. coronale Hirnschnitte (zum Erhalt von dorsalen
Hippocampus-Schnitten (DH)) mit einer Starke von 350 um angefertigt. Anschlie3end erfolgte
die Ubertragung der gewonnenen akuten Hirnschnitte mittels abgebrochener und feuerpolierter
Pasteurpipette in die Messkammer, wo sie abgedeckt bis zu ihrer weiteren Verwendung

mindestens eine Stunde inkubierten, um eine ausreichende Regeneration zu gewahrleisten.

2.3. Messkammer

Es wurde eine in der institutseigenen Werkstatt angefertigte ,,Interface*-Messkammer aus
Plexiglas verwendet, die durch Magnete auf einer erschitterungsgeddmpften Metalltischplatte
fixiert war. Der umgebende Faraday-Kafig sorgte fur eine effektive Abschirmung
elektrostatischer Felder, wodurch Messungen kleinster Potentialschwankungen ermdéglicht

wurden.
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In der Messkammer befand sich mittig eine etwa 5 x 2,5 cm groBe Vertiefung
(Perfusionskammer), in der die Gehirnschnittpraparate auf Linsenreinigungspapier (TIFFEN,
Hauppauge, USA) auf einer entsprechend angefertigten Ableitplatte platziert wurden. Zu
Beginn eines Versuchstages wurde die Messkammer zu zwei Dritteln mit destilliertem Wasser
(A. dest.) gefullt; eine Konstanthaltung der Kammertemperatur bei 32 °C gewébhrleistete die
darin befindliche Heizspirale gemeinsam mit einem Temperaturregler (FST TR-100, Fine
Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland) und Labornetzgerat (VOLTCRAFT PS-1302
D, Conrad Electronic AG, Wollerau, Deutschland). Ein ebenfalls in diesem Bereich des
Kammergehauses vorhandener Kunststoffschlauch erméglichte durch kleine Offnungen eine
ununterbrochene Carbogenbegasung und somit den Erhalt eines notwendigen hohen
Hydrogencarbonat (HCO3)- Gehalts zur Aufrechterhaltung des pH-Wertes und zur
Sauerstoffversorgung der Schnitte in der Perfusionskammer. Die Versorgung der
Gewebsschnitte in der ,,Interface”-Messkammer erfolgte durch das aufsteigende erwarmte Gas.
Die auf der Ableitplatte in der Perfusionskammer liegenden Schnitte wurden durchgéngig mit
32 °C warmer ACSF mit der folgenden Zusammensetzung tberspilt (in mM): 126 NaCl, 26
NaHCOs3, 0,8 NaH2PO4, 2,5 KCI, 2 CaClz, 1 MgCl», 10 Glukose -durch Begasung mit Carbogen
aus 95 % O, und 5 % CO. gesattigt- und mit einer Perfusionsgeschwindigkeit von 0,7 ml/ min
uber eine Rollenpumpe (ISMATEC, Wertheim, Deutschland) versorgt. Zusatzlich wurde die
gesamte ,,Interface”-Messkammer mithilfe eines Deckels und speziellen Schiebern abgedeckt,
wodurch die eine Austrocknung der Hirnschnitte verhindert wurde. Zu beiden Seiten der
Messkammer befanden sich manuell betriebene Mikromanipulatoren (Méarzhduser, Wetzlar,
Deutschland), in denen die Elektroden eingespannt wurden. Mittels dieser Mikromanipulatoren
konnten die Stimulations- und Ableitelektrode in den entsprechenden Regionen des
Hirnschnitts unter Kontrolle eines Stereomikroskops (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland) platziert werden. In Abb. 8 st der prinzipielle Aufbau des

Feldpotentialmessplatzes dargestellt.
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Abb. 8: Prinzipieller Aufbau des Messplatzes (aus Masterarbeit Klausch, 2017- personliche
Fotoaufnahme).

2.4. \Verwendete Losungen

» ACSF-Losung: NaCl 126 mM
NaHCOs; 25 mM

NaH.POs 0,8 mM
KCI 2,5 mM
wurde in einer 10- fach konzentrierten Stammlésung mit A.dest. angesetzt und bei 4°C gelagert.

An jedem Versuchstag wurden zur einfach konzentrierten ACSF-Lésung 10 mM Glukose
zugegeben. Die Losung wurde mit Carbogenbegasung aquilibriert und anschlieend mit MgCl»
und CacCl; versetzt:

- fur Préparation und Anfertigung der Gehirnschnitte: MgCl, 6 mM
CaCl; 1mM
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- fur extrazelluldre Feldpotentialmessungen: MgCl. 1 mM
CaCl, 2 mM.

» Ascorbinsdure (Vit. C; L-Ascorbinsdure, Sigma-Aldrich): 40 uM - wurde in einer
40mM- Stammldsung in A. dest. angesetzt und bei 4°C gelagert.

» Dopamin (DA; Dopamin-Hydrochlorid, Sigma-Aldrich): 20 uM — als Radikalfanger
wurde Vit. C (40 uM) benutzt, in einer 1000- fach konzentrierten Stammldsung in A.
dest. angesetzt und bei 4°C lichtgeschutzt gelagert.

> Noradrenalin (Norepinephrin, NE; L-Norepinephrin-Hydrochlorid, Sigma-Aldrich): 20
MM — als Radikalfanger wurde Vit. C (40 pM) benutzt, in einer 1000- fach
konzentrierten Stammldsung in A. dest. angesetzt und bei 4°C lichtgeschitzt gelagert.

» Dihydrexidin (DHX; Dihydrexidin-Hydrochlorid, Tocris) - D1/D5-Rezeptor Agonist:
10 uM - wurde in einer 1000- fach konzentrierten Stammldsung in A. dest. angesetzt
und bei -20°C gelagert.

» lsoproterenol (1SO; Isoproterenol-Hydrochlorid, Santa Cruz Biotechnology): B-
Rezeptor-Agonist 1uM - als Radikalfanger wurde Vit. C (40 uM) benutzt, in einer 1000-
fach konzentrierten Stammldsung in A. dest. angesetzt und bei 4°C lichtgeschtzt

gelagert.

2.5. Extrazellulare Feldpotentialmessungen

Es wurden extrazelluldre Feldpotentialmessungen im Stratum radiatum zur Registrierung
synaptischer Aktivitat im dendritischen Bereich der CA1-Pyramidenzellen durchgefiihrt. Mit
der Stimulationselektrode wurden die présynaptischen Schaffer-Collateral (SC)-Axone der
CA3-Pyramidenzellen gereizt, um die synaptische Ubertragung an den SC-CA1-Synapsen zu
untersuchen. Bei den registrierten Potentialanderungen handelt es sich um summierte
exzitatorische postsynaptische Potentiale (engl. field EPSP, fEPSP) einer Gruppe der zur
Ableitelektrode benachbarten CAl1-Pyramidenzellen. Zur Stimulation der SC wurde eine
konzentrische bipolare Stimulationselektrode (FHC, Bowdoin, USA) verwendet. Die Messung
der Feldpotentiale erfolgte mithilfe einer fein ausgezogenen, mit ACSF befullten Glaselektrode
(~ 3-4 MQ; Glaskapillare aus Borosilikat: Typ 30-0066 Harvard Apparatus, Massachusetts,
USA), die mit einem vertikalen Pipettenziehgerat (Model List-Medical L/M-3P-A) angefertigt

wurde.
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Diese Ableitelektrode erfasste extrazellulare Feldpotentialdnderungen, deren Amplituden und

Anstiegssteilheit (engl. slopes) als MaR fiir die Effizienz der synaptischen Ubertragung an SC-

CA1-Synapsen ausgewertet wurde.

In Abb. 9 ist die Elektrodenplatzierung exemplarisch fiir Ableitungen im ventralen bzw.

intermedidaren Hippocampus dargestellt.
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Abb. 9: Platzierung der Stimulations- und Ableitelektrode an der SC-CA1-Synapse (aus Masterarbeit
Klausch, 2017- modifiziert nach Nishikawa & Maclver, 2000).

Mithilfe eines EXT-02F/1-Verstarkers (npi, Tamm, Deutschland) und eines CED 1401-
Interfaces wurden alle abgeleiteten Signale aufgezeichnet und mit 10 kHz digitalisiert. Die
Analyse der Feldpotentialamplituden und -Slopes erfolgte mithilfe des Programmes IntraCell
1.5 (LIN Magdeburg, Deutschland).

Zu Beginn eines jeden Experiments wurde zur Ermittlung einer addquaten synaptischen
Reizung der SC-CAL-Synapsen eine Reiz-Reaktions-Kurve (engl. input-/output curve, 10-
Kurve) aufgenommen (Stimulationsstarke 20 pA  bis  zum  Erreichen des
Amplitudenmaximalwertes, maximal jedoch 600 pA; Schrittweite 20 bzw. 50 pA). Aus der 10-
Kurve erfolgte die Ermittlung derjenigen Stimulationsstérke, die ca. 30-50 % der maximalen
synaptischen Feldpotentialamplitude der CA1-Neurone hervorrief. Diese wurde im gesamten

weiteren Versuchsverlauf unverandert zur Stimulation der SC verwendet.

Zur Testung von Kurzzeitplastizitatsphanomenen erfolgte die Paarpuls-Stimulation: dabei
wurden Interstimulusintervalle (I1SIs) von 20, 50, 100 und 200 ms verwendet und dies dreimal

bei einer Frequenz von 0,05 Hz wiederholt.
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Im Anschluss daran wurde die Untersuchung der LTP mit grundsétzlich folgender
Messprozedur vorgenommen: zundchst erfolgte eine 10- minutige Baseline-Messung bei einer
Frequenz von 0,05 Hz, bevor dann ein LTP- induzierender Stimulus angewendet wurde. Dabei

wurden folgende verschiedene LTP-induzierende Stimuli einer Dauer von 1 s verwendet:
- 100 Hz (3x, Inter-Tetanus-Intervall 30 s) bzw.

-100 Hz (1x)

-25 Hz (1x).

Nach der Applikation des LTP-induzierenden Stimulus erfolgte dann die fEPSP-Ableitung fur
weitere 60 bzw. 120 min bei 0,05 Hz.

Zur Untersuchung des neuromodulatorischen Einflusses von Dopamin (DA) in
kontinuierlicher Anwesenheit wurde der gesamten ACSF-Ldsung DA (20 uM, sowie 40 uM
Vit. C als Radikalfanger) hinzugefigt.

Bei der Anwesenheit von Dopamin und Noradrenalin (NE) zu verschiedenen Zeitpunkten
(engl. priming time, PT) erfolgte die Zugabe von DA (20 uM) bzw. NE (20 uM) sowie 40 uM

Vit. C zur ACSF-L6sung. Die Inkubationsdauer der jeweiligen Substanz/en betrug 10 min.

» Fur die Analyse der proaktiven neuromodulatorischen Wirkung (Vorzeichen -)
erfolgte nach 10-minitiger Baseline-Messung die Inkubation der jeweiligen Substanz.
Nach weiteren 45 min (PT: -45 min) bzw. 10 min (PT: -10 min) wurde der LTP-
induzierende Stimulus angewendet und die fEPSP-Messung fir weitere 60 bzw. 120
min fortgesetzt.

» Zur Untersuchung der aktiven (d.h. zeitgleich mit dem LTP-induzierenden Stimulus,
PT: 0 min) neuromodulatorischen Wirkung erfolgte die zundchst 10-minutige Baseline-
Messung, anschlieRRend die zeitgleich mit dem LTP-induzierenden Stimulus ablaufende
Inkubation (PT: 0 min) und weitere fEPSP-Ableitung fiir 60 min.

» Fir die Analyse der retroaktiven neuromodulatorischen Wirkung (Vorzeichen +)
erfolgte entsprechend der o0.g. grundsétzlichen Messprozedur, wobei die Inkubation der
Substanz/en 10 min (PT: +10 min) bzw. 45 min (PT: +45 min) nach dem LTP-
induzierenden Stimulus durchgeftihrt wurde und die fEPSP-Messung fiir weitere 120

min vorgenommen wurde.
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Die synaptische Ermudung (engl. synaptic fatique), d.h. der jeweilig angewandte LTP-
induzierende Stimulus wurde zur Analyse, ob und wie die Synapse féhig ist, dem LTP-

induzierenden Stimulus zu folgen, untersucht.

Abschlieend wurde eine nochmalige Paarpuls-Stimulation bei einem ISI von 50 ms

durchgefiihrt, um eine Aussage tber pra- und postsynaptische LTP-Expressionsloci zu erhalten.

In Abb. 10 ist das experimentelle Design exemplarisch zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 10: Darstellung des experimentellen Designs am Beispiel der Neuromodulator (NM)- Inkubation
bei einem PT 45 min vor (PT: -45 min; proaktiv) und einem PT 45 min nach (PT: +45 min; retroaktiv)
dem LTP-induzierenden Stimulus.

2.6. BNDF-ELISA

Unmittelbar nach Abschluss der extrazellularen Feldpotentialmessungen in den akuten dorsalen

Hirnschnitten wurden die Hippocampi der in der Kammer befindlichen Hirnschnitte in einer
Petrischale, gefullt mit ca. 10 ml ACSF-Ldsung, mittels Skalpell und Pinzette herausprépariert
und fir die folgenden BDNF-Quantifizierung in zuvor abgewogenen Eppendorf-GefaRen
(Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) gesammelt, nach Ermittlung der Gewebsgewichte in

flussigem Stickstoff (N2) einzeln schockgefroren und anschliefend bei -80 °C bis zur weiteren
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Aufarbeitung aufbewahrt. Die Hippocampi derjenigen Hirnschnitte, an denen Kkeine

Feldpotentialmessungen stattfand, wurden zusammen in die Eppendorf-GefaRe liberfuhrt.

2.6.1. Probenaufarbeitung/ -lysierung

Zunachst wurden die Hippocampi im Eppendorf-Gefal entsprechend ihres Gewichtes mit 200
ul auf Eis gelagertem Lysispuffer (Zusammensetzung siehe unten) pro mg Gewebe mittels einer
1 ml- Feindosierungsspritze (Omnifix-F Luer Solo, B. Braun SE, Melsungen, Deutschland) und
einer Einmal-Injektionskaniile (26 G; Sterican, B. Braun SE, Melsungen, Deutschland)

homogenisiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.
> Lysispuffer: NaCl (Carl Roth) 1 M » 6850 pl
Tris-HCI (Biomol) 0,5 M » 2000 pl
NP40 (unverdiinnt; Fluka) » 500 pl
80 % Glycerol (GE Healthcare) » 6250 pl
A.dest » auf 50 ml auffiillen

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) (Sigma-Aldrich) 200
mM » 250 pl

Aprotinin (Roche) 2 mg/ ml » 250 pl

Leupeptin (Roche) 1 mg/ ml » 50 pl

2.6.2. BDNF-ELISA
Zur Quantifizierung des BDNF-Gehaltes in den Hippocampi wurde ein BDNF- ELISA (engl.

enzyme-linked immunosorbent assay) gemaR Herstellerangaben verwendet (Human Free
BDNF Quantikine ELISA Kits, R&D Systems - Bio-Techne, Minneapolis, USA):

Es wurde die mit einem monoklonalen Antikorper, der spezifisch flr humanes freies BDNF ist,
vorbeschichtete mitgelieferte 96-Wellplatte genutzt. Nachdem Standardlésungen und 1:2
verduinnte Proben in die Wells pipettiert wurden (doppelte Auftragung), erfolgte die Bindung
von eventuell vorhandenem freien BDNF an den immobilisierten Antikdrper auf der Platte. Ein
weiterer monoklonaler Antikorper, spezifisch fir humanes freies BDNF und mit

Meerrettichperoxidase gekoppelt, wurde zur Reaktion mit den plattengebundenen
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Probenanalyten hinzugefiigt (Konjugat). Nachdem nach Inkubation ungebundenes Konjugat
durch mehrere Waschvorgange entfernt wurde, erfolgte die Zugabe der Substratldsung
(Wasserstoffperoxid mit Chromogen Tetramethylbenzidin). Infolge der Reaktion des
Chromogens mit dem Konjugatenzymteil zeigte sich ein Farbumschlag von blau zu gelb. Die
hinzugefligte Stopplosung aus Schwefelsdure stoppte die Farbentwicklung, so dass
abschlieend innerhalb der nachsten 30 min die optische Dichte der Lésung mithilfe eines

Plattenlesegerétes (Infinite 200, Tecan) bei einer Wellenldange von 450 nm gemessen wurde.

2.6.3. Proteinbestimmung

Die Proteinquantifizierung der vorliegenden Hippocampi wurde mithilfe des ,,Pierce BCA

Protein Assay Kits* (Thermo Scientific) durchgefiihrt:

Zunachst wurde das Arbeitsreagenz (Carbonatpuffer mit enthaltenem BCA- (Bicinchoninsaure;
engl. bicinchoninic acid) Reagenz sowie Kupfersulfatlosung im Verhéltnis 50:1) hergestellt,
welches eine klare griine Farbe hervorrief. Als Standard diente BSA (Rinderserumalbumin;
engl. bovine serum albumin). Nach doppelter Auftragung der Standards und Proben in die
mitgelieferte 96-Wellplatte unter Hinzugabe des Arbeitsreagenz erfolgte eine 30-minitige
Inkubation bei 37 °C im Inkubator (Heraeus). Es wurde ein Farbumschlag von griin zu lila
beobachtet. AnschlieRend wurde die Wellplatte auf Raumtemperatur abgekihlt und die
Absorption bei einer Wellenldnge von 562 nm mithilfe eines auf 27 °C vorgeheizten

Plattenlesegeréts (Infinite F200, Tecan) bestimmt.

2.7. Datenerfassung und —analyse

2.7.1. Datenerhebung

Es wurden die Werte der Feldpotentialamplituden (maximale negative Auslenkung) und der

Slope mithilfe des Programmes Intracell 1.5 (LIN Magdeburg, Deutschland) ermittelt.

Die Paarpuls-Stimulation mit den verschiedenen ISl wurde zur Berechnung des Paarpuls-
Verhéltnisses (engl. paired-pulse ratio, PPR) herangezogen: die fEPSP-Slopewerte der ersten
und zweiten synaptischen Antwort auf beide Pulse wurden auf den mittleren Slopewert der
ersten Antwort normiert und dieser als 100 % definiert. Das PPR wurde durch die
Reaktionsstérke der zweiten synaptischen Antwort in Bezug auf die erste berechnet.
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Zur Ermittlung der synaptischen Ubertragungsstarke wurden fEPSP-Slopewerte auf den
Mittelwert der 10-mindtigen Baseline-Aufzeichnung, welcher als 100 % gesetzt wurde,
normiert. Die LTP wurde folgend -unabh&ngig vom individuellen Kurvenverlauf- als normierte
Anderung der mittleren fEPSP-Slope (in %) wahrend der letzten 10 min der Messung (50-60
min bzw. 110-120 min nach der LTP-Induktion) relativ zur Baseline definiert. Es fuhrten
ausschlie3lich Ableitungen mit stabiler 10-minditiger Baseline zum Einschluss der gewonnenen

Datenreihen in allen Abschnitten der Datenanalyse.

Die synaptische Ermidung wurde durch Bestimmung der fEPSP-Slopewerte der
aufeinanderfolgenden synaptischen Antworten durch die tetanische Reizung bestimmt. Alle
synaptischen Antworten des LTP- induzierenden Stimulus wurden analysiert, wobei die erste
Antwort normiert und als 1 definiert wurde. Zur Auswertung wurden bei Verwendung der 100
Hz- Protokolle die 2. (C2), 10. (C10), 50. (C50) und 100. Antwort (C100) (bei 3x100 Hz:
Mittelwerte aller drei Tetani), bei Verwendung des 1x25 Hz- Protokolls die 2. (C2), 10. (C10)
und 25. Antwort (C25) herangezogen.

AbschlieRend wurde das PPR mit einem ISI von 50 ms erneut ermittelt. In dieser Auswertung
fanden ausschlieRlich diejenigen Daten einer Ableitung Beriicksichtigung, bei der Anderungen

der PPR von fEPSP-Amplitude und -Slope einen dhnlichen Verlauf aufwiesen.

Im Rahmen des durchgefihrten BDNF-ELISA wurde nach Abschluss der
elektrophysiologischen Experimente der BDNF-Gehalt sowohl derjenigen Hippocampi
bestimmt, an denen elektrophysiologische Messungen durchgeflihrt wurden (_Stimulation) als
auch an denen, die sich ohne jegliche Stimulation Gber den gesamten Versuchszeitraum in der
Kammer befanden (_passiv). Es erfolgte die Analyse der optischen Dichte der Lésung mithilfe
der Software Magellan (Tecan Trading AG, Schweiz) unter Leerwertreduktion. Durch die
doppelte Probenauftragung wurde zunachst der Mittelwert beider Messwerte errechnet und als
Einschlusskriterium die Standardabweichung ermittelt, die 10 % des Mittelwertes nicht

uberschreiten soll, gewahit.

2.7.2. Datenanalyse und statistische Auswertung

Alle elektrophysiologischen Daten wurden aus der Intracell-Software exportiert, mithilfe von
Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) und OriginPro 2020

(OriginLab Corporation, Northampton, USA) ausgewertet und grafisch dargestellt.
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Die Datendarstellung im Ergebnisteil erfolgte als Mittelwert (MW) + Standardfehler des MW

(engl. standard error of mean, SEM).

Die Angabe der Anzahl der analysierten akuten Hirnschnitte und der Tiere erfolgt fir jede
experimentelle Gruppe individuell und wird in folgender Schreibweise im Ergebnisteil

dargestellt: Gruppe (n = x (Anzahl der Hirnschnitte)/ y (Anzahl der Tiere)).

Die statistische Auswertung wurde mittels der Software OriginPro 2020 und GraphPad Prism
6 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornien) vorgenommen. Zundchst die einmalige
Uberpriifung der gruppeninternen gewonnenen LTP-Daten auf Ausreier (engl. Outlier) unter
Verwendung des Grubbs” Test. Anschliefend wurden alle Daten durch Nutzung des Shapiro-
Wilk-Test auf Normalverteilung Uberpruft. Die Analyse der Unterschiede zwischen den
Gruppen erfolgte mithilfe des Zweistichproben-t-Test (unter Berticksichtigung moglicherweise
vorliegender Varianzheterogenitat mithilfe der Welch-Korrektur) bzw. des Mann-Whitney-U-
und Wilcoxon-Test als nichtparametrische Alternative zum (gepaarten) t-Test. Mithilfe des
Einstichproben-t-Tests (engl. one sample t-Test) wurde die getestet, ob sich die LTP signifikant
von der Baseline (100 %) unterschied.

Die Gruppenunterschiede multipler parametrischer Daten des BDNF-ELISA wurden mithilfe
der einfaktoriellen Varianzanalyse (engl. one-way Anova) mit zusatzlich durchgefuhrten Post-

hoc Tukey-Test analysiert.
Die Signifikanzniveaus wurden auf p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) bzw. p < 0,001 (***) festgelegt.

Die Regressionsanalyse wurde mithilfe der Software OriginPro 2020 durchgefiihrt. Dabei

wurden folgende Zusammenhangsstirken des Korrelationskoeffizienten ,,r* definiert:

0,0<|r|<0,1 kein Zusammenhang

0,1 <|r|<0,3 schwacher Zusammenhang
0,3<r<0,5 mittlerer Zusammenhang
0,5<|r<0,7 hoher Zusammenhang
0,7<<1,0 sehr hoher Zusammenhang

Fur das Abbildungslayout wurde die Grafikdesign-Software CoreDRAW Graphic Suite X6

(Corel Corporation, Ontario, Kanada) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Ventral-intermediarer Hippocampus (VIH)

3.1.1. Die Anwendung eines 1x100 Hz-Tetanus als LTP-induzierenden
Stimulus fuhrt im Vergleich zu einem 3x100 Hz-Tetanus zu einer
verminderten LTP an SC-CA1-Synapsen

Zunachst erfolgte die Etablierung eines hochfrequenten LTP-induzierenden Stimulus, der
optimalerweise keine oder nur eine schwache, nicht saturierende e-LTP im ventral-
intermedidaren Hippocampus (VIH) erzeugt. Dazu wurden folgende LTP-Induktionsprotokolle

getestet:
- Frequenz: 100 Hz, Dauer: 1 s, Wiederholung 1x (im Folgenden als 1x100 Hz bezeichnet)

- Frequenz: 100 Hz, Dauer: 1 s, Wiederholung 3x (Inter-Tetanus-Intervall 30 s) (im Folgenden
als 3x100 Hz bezeichnet).

Beide angewandten Stimuli riefen eine LTP hervor, die sich signifikant von der Baseline
(100%) unterschied (Abb. 11 aund b; 3x100 Hz: n=11/7,LTP 227,09 + 30,4 %, Einstichproben
t-Test t10y= 4,180, p=0,0019; 1x100 Hz: n= 6/ 5, LTP 128,23 + 10,0 %; Einstichproben t-Test
ts= 2,818, p= 0,0372). Beide LTP-Induktionsprotokolle unterschieden sich signifikant
voneinander (Zweistichproben-t-Test tu201= 3,088, p= 0,0094). Fur alle weiterfolgenden

Experimente wurde der 1x100 Hz-Stimulus als LTP-Induktion verwendet.

Hinsichtlich der synaptischen Ermidung der SC-CA1-Synapsen wurde die Analyse beider
LTP-induzierenden Stimuli vorgenommen. Es zeigte sich bei Verwendung des 1x100 Hz-
Stimulus eine signifikant erhohte fEPSP-Antwort auf den zweiten Puls im Vergleich zum
3x100 Hz-Stimulus (Mann-Whitney-U-Test, U=8, p= 0,0103), alle anderen fEPSP-Antworten
auf die untersuchten Pulse unterschieden sich nicht signifikant (Abb. 11 c; p> 0,05) fur
Messwerte und Statistik siehe Anlage).

In Abb. 11 d ist das Paarpulsverhdltnis (engl. paired pulse ratio, PPR) bei einem
Interstimulusintervall (1S1) von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. Das PPR vor und nach
der LTP unterschied sich unter Verwendung des 3x100 Hz-Stimulus signifikant, jedoch nicht
unter 1x100 Hz (vor LTP: 1,49 + 0,1 - nach LTP 3x100 Hz (n= 10/ 7): 2,62 + 0,2, Wilcoxon-
Test W= 55, p= 0,002; - nach LTP 1x100 Hz (n=5/5): 2,63 £ 0,4, Wilcoxon-Test W=15, p=
0,0625).
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Die zu diesem Experiment gehdrende Reiz-Reaktionskurve und das Paarpulsverhéltnis (PPR;

ISls: 20, 50, 100 und 200 ms) sind in der Anlage, in Abb. A 1 zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 11: Signifikant reduzierte LTP an SC-CAL1-Synapsen im VIH nach Stimulation mit 1x100

Hz im Vergleich zu einer Stimulation mit 3x100 Hz.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung unter Verwendung eines 3x100 Hz- (grau; n=11/7) bzw. 1x100

Hz- (schwarz; n= 6/ 5) Protokolls. Exemplarische Darstellung von reprdsentativen originalen

Feldpotentialspuren der 10-mindtigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten

Messung (2); links: 3x100 Hz, rechts: 1x100 Hz; MalBstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.

Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP gezeigt werden (p< 0,01

().

(c) Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-

Antworten auf den LTP-induzierenden Stimulus 3x100 Hz (grau) bzw. 1x100 Hz (schwarz) der

verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und 100) dar. Beim zweiten Puls zeigte sich bei dem 3x100 Hz-

Stimulus eine signifikant reduzierte fEPSP-Antwort im Vergleich zum 1x100Hz- Stimulus (p< 0,05 (*)).

In allen anderen Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-Antworten beider Gruppen nicht

signifikant (p> 0,05).

(d) Darstellung des PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP bei einer Stimulation mit 3x100 Hz (grau;
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n= 10/ 7) und bei einer Stimulation mit 1x100 Hz (schwarz; n= 5/ 5). Nach 3x100 Hz konnte im PPR
vor und nach der LTP ein signifikanter Unterschied, jedoch nicht nach 1x100 Hz gezeigt werden (p<
0,01 (**)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren
nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor (hellgrau) und nach der LTP (3x100 Hz: grau,
1x100 Hz: schwarz) dargestellt; oben: 3x100 Hz, unten: 1x100 Hz; MaBstabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

3.1.2. Neuromodulatorische Wirkung von Dopamin auf die LTP

Mit diesen Experimenten sollte der neuromodulatorische Effekt des exogen hinzugefuhrten
Dopamins auf die e-LTP untersucht werden. Hierzu wurde der 1x100 Hz-Stimulus, der eine
schwache, nicht saturierte e-LTP bedingt, genutzt, um die (zeitabhdngigen) Effekte des

Dopamins zu untersuchen.

3.1.2.1. Die kontinuierliche Anwesenheit von Dopamin (DA) fuhrt zu einer
verstarkten LTP

In diesem Experiment wurde der dauerhafte Einfluss des DA auf die e-LTP untersucht. Dazu
wurde der gesamten ACSF-Losung DA (20uM, mit 40 pM Vit. C als Radikalfanger)

hinzugefligt, wodurch eine dauerhafte und kontinuierliche Anwesenheit der Substanz

wahrend der gesamten Versuchsdauer garantiert wurde.

- Der Zusatz von Vit. C allein hatte keinen Einfluss auf den Verlauf und die Stérke der e-LTP,
weshalb alle Messungen der Kontrollgruppe unter kontinuierlicher Anwesenheit von Vit. C (40
KUM) durchgefiihrt wurden (die Experimente zur Untersuchung des Einflusses von Vit. C auf

die Kurz- und Langzeitplastizitat sind in der Anlage Abb. A 2 zusammenfassend dargestellt). -

Es konnte eine im Vergleich zur Kontrollgruppe verstarkte Wirkung des dauerhaft anwesenden
DA auf die e-LTP gezeigt werden (Kontrolle: n= 14/ 8, LTP 142,29 + 14,4 %; DA: n=11/5,
LTP 201,33 £ 21,0 %). Beide Gruppen unterschieden sich signifikant voneinander (Abb. 12 a
und b; Zweistichproben-t-Test t1g44)= 2,317, p= 0,0321).

Die Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-
Stimulus ergab hinsichtlich des dauerhaft anwesenden Dopamins keine signifikanten
Unterschiede in den fEPSP-Antworten ausgewahlter Pulsnummern (p> 0,05) (Abb. 12 c; fur
Messwerte und Statistik siehe Anlage).

In Abb. 12 d ist das PPR bei einem 1Sl von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. Nur in der
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Kontrollgruppe konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt
werden (Kontrolle (n=14/8) - vor LTP// nach LTP: 1,75 +£0,2// 3,07 £ 0,4, Wilcoxon-Test W=
105, p= 0,0001; DA (n=10/5) - vor LTP// nach LTP: 1,66 = 0,1// 2,34 + 0,3, Wilcoxon-Test
W= 33, p=0,1055).

Die Reiz-Reaktionskurven sowie das PPR (I1SIs von 20, 50, 100 und 200 ms) unterschieden sich

in den beiden Gruppen nicht (p> 0,05) und sind in der Anlage, in Abb. A 3 zusammengefasst

dargestellt.
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Abb. 12: Die mit dem 1x100 Hz- Stimulus ausgeldste schwach ausgepragte LTP wird durch den
dauerhaften Einfluss von DA im VIH signifikant vergroRert.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (ACSF ohne DA, schwarz; n=14/8) im Vergleich
zur kontinuierlichen Anwesenheit von Dopamin (DA, griin; n= 11/ 5). Exemplarische Darstellung von
reprasentativen originalen Feldpotentialspuren der 10-minutigen Baseline-Messung (1) sowie die der
letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: dauerhaftes DA; Malistabsbalken:
1 mV/5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*)).
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(c) Die dauerhafte Anwesenheit von DA zeigt im Vergleich zur Kontrolle keine verénderte synaptische
Ermiidung der SC-CA1-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhéltnis (auf den ersten
Puls normiert) der fEPSP-Antworten auf den LTP-induzierenden Stimulus 1x100 Hz mit und ohne DA
der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und 100) dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern
signifikante Unterschiede in den fEPSP-Antworten gezeigt werden (p> 0,05).

(d) Darstellung des PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der
bei kontinuierlicher Anwesenheit des DA (grin; n= 10/ 5). In der Kontrollgruppe konnte ein
signifikanter Unterschied im PPR vor und nach der LTP ermittelt werden (p< 0,001 (***)). In der
Teilabbildung rechts sind exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren nach
Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA:
grin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: DA; Malstabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

3.1.2.2. Anwesenheit des Dopamins zu verschiedenen Zeitpunkten

Aufgrund des positiven Effekts der dauerhaften, Uber den gesamten Versuchszeitraum
kontinuierliche DA-Applikation wurde als nichstes getestet, ob eine VergrofRerung der e-LTP
durch eine transiente, 10-minttige DA-Inkubation mdglich ist. Dazu erfolgte die DA-
Inkubation (20 pM) zeitabhdngig zum LTP-induzierenden 1x100 Hz- Stimulus zu

verschiedenen Zeitpunkten (engl. priming time, PT):

- 45 min bzw. 10 min nach Abschluss der DA-Inkubation vor dem LTP-induzierenden Stimulus
(Vorzeichen: -), d.h. proaktive Wirkung des DA

- zeitgleich mit dem LTP-induzierenden Stimulus, d.h. aktive Wirkung sowie

- 10 min bzw. 45 min nach dem LTP-induzierenden Stimulus (Vorzeichen: +), d.h. retroaktive
Wirkung des DA.

Die zugehorigen Reiz-Reaktionskurven und  Paarpuls-Verhdltnisse  finden  sich

zusammengefasst in der Anlage Abb. A 4.

3.1.2.2.1. Die Steigerung der LTP durch proaktive Applikation von Dopamin héangt vom
Intervall zwischen Beginn der Dopamin-Applikation und der LTP-Ausldsung ab

Bei Abschluss der 10-minitigen Inkubation mit DA 45 min vor dem LTP-induzierenden 1x100

Hz-Stimulus (Abb. 13 a und b) konnte eine signifikante Erhéhung der e-LTP nach 60 min im

Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden (Kontrolle: n=14/8, LTP 142,29 + 14,4 %;

PT des DA: 45 min vor 1x100 Hz: n=12/9, LTP 191,12 + 19,4 %; Mann-Whitney-U-Test U=

42, p=0,031).

Die Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-
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Stimulus ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 keine signifikanten
Unterschiede in den fEPSP-Antworten zwischen den beiden untersuchten Gruppen (p> 0,05)
(Abb. 13 c; flur Messwerte und Statistik siehe Anlage).

In Abb. 13 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. Lediglich
in der Kontrollgruppe zeigte sich eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP
(vor LTP: 1,53 - nach LTP: Kontrolle (n=14/8): 3,07 + 0,4, Wilcoxon-Test W= 105, p=0,0001;
PT des DA: 45 min vor 1x100 Hz (n= 10/ 5): 2,74 + 0,4, Wilcoxon-Test W= 29, p= 0,0977).
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Abb. 13: LTP-verstarkender Effekt im VIH durch 10-minttige DA-Applikation 45 min vor der
LTP-Induktion mit 1x100 Hz-Stimulus.
(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der einem PT des DA
45 min vor 1x100 Hz (griin; n= 12/ 9). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DA; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms.
(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*)).
(c) Die transiente, 10-mintitige Anwesenheit von DA zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine verénderte
synaptische Ermudung der SC-CAL-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhéltnis
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(auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und
100) dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten
ermittelt werden (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP in der Kontrollgruppe.
Darstellung des PPR bei 1S 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der bei
einem PT des DA 45 min vor 1x100 Hz (grin; n=9/9). In der Kontrollgruppe konnte ein signifikanter
Unterschied im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts
sind exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem IS|
von 50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA: griin) dargestellt; oben: Kontrolle,
unten: DA; MaRstabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

Wurde eine 10-minttige DA-Inkubation 10 min vor dem LTP-induzierenden 1x100 Hz-
Stimulus (Abb. 14 a und b) abgeschlossen, konnte keine signifikante Veranderung der e-LTP
im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Kontrolle: n=14/8, LTP 142,29 + 14,4 %; PT
des DA: 10 min vor 1x100 Hz: n=9/ 8, LTP 143,03 £ 19,0 %; Zweistichproben-t-Test t(i6 46)=
0,031, p=0,9756).

Die Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-
Stimulus ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 keine signifikanten
Unterschiede in den fEPSP-Antworten beider untersuchter Gruppen (p> 0,05) (Abb. 14 c; fir
Messwerte und Statistik siehe Anlage).

In Abb. 14 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In der
Kontrollgruppe konnte vor und nach der LTP eine signifikante Anderung im PPR gezeigt
werden (vor LTP: 1,53 — nach LTP: Kontrolle (n= 14/ 8): 3,07 £ 0,4, Wilcoxon-Test W= 105,
p=0,0001; PT des DA: 10 min vor 1x100 Hz (n= 6/ 6): 2,45 + 0,4, Wilcoxon-Test W= 11, p=
0,3125).
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Abb. 14: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minttige DA-Applikation 10 min vor LTP-
Induktion mit 1x100 Hz-Stimulus im VIH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der einem PT des DA
10 min vor 1x100 Hz (griin; n= 9/ 8). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DA; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP gezeigt werden (p> 0,05).
(c) Die transiente, 10-minitige Anwesenheit von DA zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine verénderte
synaptische Ermidung der SC-CAL1-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhdltnis
(auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und
100) dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten
gezeigt werden (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der bei einem PT des DA 10 min
vor 1x100 Hz (grin; n=6/ 6). Lediglich in der Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Unterschied im
PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts sind
exemplarisch représentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von
50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA: griin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten:
DA, Malistabsbalken: 1 m\/ 10 ms.
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3.1.2.2.2. Keine LTP-Verstarkung durch Dopaminapplikation zeitgleich mit der L TP-
Induktion

Bei einer zeitgleich mit dem LTP-induzierenden 1x100 Hz-Stimulus beginnenden Inkubation
des DA (Abb. 15 a und b) wurde keine signifikante Erhohung der e-LTP im Vergleich zur
Kontrollgruppe gezeigt (Kontrolle: n= 14/ 8, LTP 142,29 + 14,4 %; PT des DA: mit 1x100 Hz:
n=14/8, LTP 166,79 + 13,0 %; Zweistichproben-t-Test tpe)= 1,264, p= 0,2174).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-
Stimulus ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 keine signifikanten
Unterschiede in den fEPSP-Antworten beider untersuchter Gruppen (p> 0,05) (Abb. 15 c; fir
Messwerte und Statistik siehe Anlage).

In Abb. 15 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor
LTP: 1,53 — nach LTP: Kontrolle (n= 14/ 8): 3,07 £ 0,4, Wilcoxon-Test W= 105, p= 0,0001;
PT des DA: mit 1x100 Hz (n= 6/ 6): 2,54 = 0,2, Wilcoxon-Test W= 77, p= 0,0134).
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Abb. 15: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minttige DA-Applikation zeitgleich mit dem
LTP-induzierenden 1x100 Hz-Stimulus im VIH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der einem PT des DA
zeitgleich mit 1x100Hz (griin; n= 14/ 8). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DA; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Die transiente, 10-minitige Anwesenheit von DA zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine verénderte
synaptische Ermidung der SC-CA1-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhéltnis
(auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und
100) dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten
gezeigt werden (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISl
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der bei einem PT des DA zeitgleich
mit 1x100 Hz (grin; n= 14/ 8). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und
nach der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*), p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts sind
exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von
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50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA: griin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten:
DA; MaRstabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

3.1.2.2.3. Keine LTP-Verstarkung durch retroaktive Applikation von DA nach dem
LTP-induzierenden Stimulus

Erfolgte die beginnende Inkubation der akuten Hirnschnitte mit DA 10 min nach dem LTP-
induzierenden 1x100 Hz-Stimulus (Abb. 16 a und b), konnte keine signifikante Veranderung
der e-LTP nach 120 min im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden (Kontrolle: n=10/6, LTP
129,34 + 12,2 %; PT des DA: 10 min nach 1x100 Hz: n=9/7, LTP 132,57 + 22,9 %; Mann-
Whitney-U-Test U= 31, p=0,2727).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-
Stimulus dieses Experiments ist in Abb. 16 c dargestellt und ergab in den ausgewéhlten
Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 keine signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten
beider untersuchter Gruppen (p> 0,05). In Abb. 16 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor
und nach der LTP ersichtlich. In beiden Gruppen konnten keine signifikanten Anderungen im
PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor LTP: 1,53 — nach LTP: Kontrolle (n= 8/ 5):
2,76 £ 0,4, Wilcoxon-Test W= 18, p=0,25; PT des DA: 10 min nach 1x100 Hz (n=7/6): 2,8 +
0,5, Wilcoxon-Test W= 16, p=0,2188).
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Abb. 16: Keine Veranderung in der LTP durch eine 10-minutige DA-Applikation 10 min nach
LTP-Induktion mit 1x100 Hz-Stimulus im VIH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 10/ 6) und der einem PT des DA
10 min nach 1x100 Hz (grun; n= 9/ 7). Exemplarische Darstellung von reprasentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DA; Malstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Darstellung der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen auf den LTP-induzierenden
Stimulus 1x100 Hz. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert)
der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und 100). In allen untersuchten
Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-Antworten beider Gruppen nicht signifikant voneinander
(p>0,05).

(d) Keine signifikanten Anderungen im PPR bei IS1 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR
bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 8/ 5) und der bei einem PT des DA 10
min nach 1x100 Hz (griin; n= 7/ 6). In keiner der beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied
im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (p> 0,05). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
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(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA: griin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: DA;
Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

Bei einer beginnenden DA-Inkubation 45 min nach dem LTP-induzierenden 1x100 Hz-
Stimulus (Abb. 17 a und b) konnte keine signifikante Erhéhung der e-LTP im Vergleich zur
Kontrollgruppe gezeigt werden (Kontrolle: n=10/6, LTP 129,34 £ 12,2 %; PT des DA: 45 min
nach 1x100 Hz: n= 13/ 9, LTP 157,95 £ 18,8 %; Zweistichproben-t-Test t956= 1,275 , p=
0,2171).

Die Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-
Stimulus dieses Experiments ist in Abb. 17 c ersichtlich und ergab in den ausgewéahlten
Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 keine signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten
beider untersuchter Gruppen (p> 0,05). In Abb. 17 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor
und nach der LTP dargestellt. In keiner der beiden Gruppen konnte eine signifikante Anderung
im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor LTP: 1,53 — nach LTP: Kontrolle (n= 8/ 5):
2,76 £ 0,4, Wilcoxon-Test W= 18, p=0,25; PT des DA: 45 min nach 1x100 Hz (n=11/7): 2,46
* 0,3, Wilcoxon-Test W= 28, p= 0,2402).
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Abb. 17: Keine Veranderung in der LTP durch DA-Applikation 45 min nach LTP-Induktion mit
1x100 Hz-Stimulus im VIH.
(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 10/ 6) und der einem PT des DA
45 min nach 1x100 Hz (griin; n= 13/ 9). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DA; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms.
(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).
(c) Darstellung der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen auf den LTP-induzierenden 1x100
Hz-Stimulus. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der
fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und 100). In allen untersuchten
Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-Antworten beider Gruppen nicht signifikant voneinander
(p>0,05).
(d) Keine signifikanten Anderungen im PPR bei IS1 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR
bei IS1 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 8/ 5) und der bei einem PT des DA 45
min nach 1x100 Hz (griin; n=11/7). In beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied im PPR
vor und nach der LTP gezeigt werden (p> 0,05). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA: griin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: DA,
Malistabsbalken: 1 mV/ 10 ms.
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3.1.3. Neuromodulatorische Wirkung von Noradrenalin auf die LTP

Es wurde untersucht, ob durch eine transiente, 10-minttige Inkubation des Neuromodulators
Noradrenalin (NE, 20 uM) eine LTP-Steigerung erreicht werden kann. Dazu erfolgte die NE-
Inkubation zeitabhdngig zum LTP-induzierenden 1x100 Hz- Stimulus zu verschiedenen

Zeitpunkten (engl. priming time, PT):

- 45 min bzw. 10 min nach Abschluss der NE-Inkubation vor dem LTP-induzierenden Stimulus

(Vorzeichen: -), d.h. proaktive Wirkung des NE
- zeitgleich mit dem LTP-induzierenden Stimulus, d.h. aktive Wirkung sowie

- 10 min bzw. 45 min nach dem LTP-induzierenden Stimulus (VVorzeichen: +), d.h. retroaktive
Wirkung des NE.

3.1.3.1. Die proaktive Applikation von Noradrenalin fuhrt zeitabhangiq zu einer
Steigerung der LTP

Bei Abschluss der 10-minitigen Inkubation mit NE 45 min vor dem LTP-induzierenden 1x100
Hz-Stimulus (Abb. 18 a und b) konnte keine signifikante Verénderung in der e-LTP im
Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden (Kontrolle: n= 14/ 8, LTP 142,29 + 14,4 %; PT des
NE: 45 min vor 1x100 Hz: n= 14/ 8, LTP 164,99 * 18,6 %; Mann-Whitney-U-Test U= 64, p=
0,7342).

Die Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-
Stimulus zeigte eine durch die transiente, 10-minutige Applikation von NE signifikant
verminderte fEPSP-Antwort des zweiten Pulses im Vergleich zur Kontrolle (Mann-Whitney-
U-Test U= 29, p= 0,043). In allen anderen untersuchten Pulsnummern unterschieden sich die
fEPSP-Antworten beider Gruppen nicht signifikant (p> 0,05) (Abb. 18 c; fir Messwerte und
Statistik siene Anlage).

In Abb. 18 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor
LTP: 1,53 — nach LTP: Kontrolle (n= 14/ 8): 3,07 + 0,4, Wilcoxon-Test W= 105, p= 0,0001;
PT des NE: 45 min vor 1x100 Hz (n= 13/ 7): 3,09 £ 0,6, Wilcoxon-Test W= 65, p= 0,0215).
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Abb. 18: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minttige NE-Applikation 45 min vor LTP-
Induktion mit 1x100 Hz-Stimulus im VIH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der einem PT des NE 45
min vor 1x100 Hz (magenta; n= 14/ 8). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; MaRstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Die transiente, 10-minitige Anwesenheit von NE zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine teilweise
verdnderte synaptische Ermudung der SC-CAL-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere
Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulshummern (2, 10,
50 und 100) dar. Es konnten beim zweiten Puls signifikante Unterschiede in den fEPSP-Antworten
gezeigt werden (p< 0,05 (*)). In allen anderen Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-Antworten
beiden Gruppen nicht signifikant (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISl
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der bei einem PT des NE 45 min
vor 1x100 Hz (magenta; n= 13/ 7). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor
und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*), p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts sind
exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von
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50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle,
unten: NE; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

Wurde eine 10-minitige NE-Inkubation 10 min vor dem LTP-induzierenden 1x100 Hz-
Stimulus abgeschlossen (Abb. 19 a und b) konnte eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante
Erhohung der e-LTP nach 60 min beobachtet werden (Kontrolle: n=14/8, LTP 142,29 + 14,4
%; PT des NE: 10 min vor 1x100 Hz: n= 10/ 7, LTP 219,97 + 30,9 %; Mann-Whitney-U-Test
U= 35, p=0,0417).

Die Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-
Stimulus ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 keine signifikanten
Unterschiede in den fEPSP-Antworten zwischen den beiden untersuchten Gruppen (p> 0,05)
(Abb. 19 c; fur Messwerte und Statistik siehe Anlage).

In Abb. 19 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In der
Kontrolle wurde eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP ermittelt (vor LTP:
1,53 —nach LTP: Kontrolle (n= 14/ 8): 3,07 £ 0,4, Wilcoxon-Test W= 105, p=0,0001; PT des
NE: 10 min vor 1x100 Hz (n=5/ 3): 1,56 + 0,4, Wilcoxon-Test W= -7, p=0,4375).
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Abb. 19: LTP-verstarkender Effekt durch 10-minitige NE-Applikation 10 min vor der LTP-
Induktion mit 1x100 Hz-Stimulus im VIH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der einem PT des NE 10
min vor 1x100 Hz (magenta; n= 10/ 7). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; MaRstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p<
0,05 (*)).

(c) Die transiente, 10-mindtige Anwesenheit von NE zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine veranderte
synaptische Ermudung der SC-CAL-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhéltnis
(auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und
100) dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikante Unterschiede in den fEPSP-Antowrten
gezeigt werden (p> 0,05).

(d) Teilweise signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des
PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der bei einem PT des
NE 10 min vor 1x100 Hz (magenta; n= 5/ 3). Es konnte nur in der Kontrolle ein signifikanter
Unterschied im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts
sind exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI
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von 50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle,
unten: NE; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

3.1.3.2. Keine LTP-Verstarkung durch Noradrenalinapplikation zeitgleich mit
der LTP-Induktion

Bei einer zeitgleich mit dem LTP-induzierenden 1x100 Hz-Stimulus beginnenden Inkubation

des NE (Abb. 20 a und b) wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikante Erhéhung
der e-LTP beobachtet (Kontrolle: n=14/8, LTP 142,29 + 14,4 %; PT des NE: mit 1x100 Hz:
n=9/6,LTP 164,17 + 20,2 %; Zweistichproben-t-Test t1571y= 0,8834, p= 0,3903). Die Analyse
der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-Stimulus
zeigte eine durch die transiente, 10-minitige Applikation von NE signifikant verminderte
fEPSP-Antwort des zweiten Pulses im Vergleich zur Kontrolle (Mann-Whitney-U-Test U= 29,
p= 0,0316). In allen anderen untersuchten Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-
Antworten beider Gruppen nicht signifikant (p> 0,05) (Abb. 20 c; fiir Messwerte und Statistik
siehe Anlage).

In Abb. 20 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. Lediglich
in der Kontrollgruppe konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt
werden (vor LTP: 1,53 — nach LTP: Kontrolle (n= 14/ 8): 3,07 £ 0,4, Wilcoxon-Test W= 105,
p=0,0001; PT des NE: mit 1x100 Hz (n=8/6): 2,49 + 0,3, Wilcoxon-Test W= 22, p= 0,1484).
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Abb. 20: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minttige NE-Applikation zeitgleich mit LTP-
induzierenden 1x100 Hz-Stimulus im VIH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der einem PT des NE
zeitgleich mit 1x100 Hz (magenta; n= 9/ 6). Exemplarische Darstellung von reprasentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; MaRstabshalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Die transiente, 10-miniitige Anwesenheit von NE zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine teilweise
verdnderte synaptische Ermudung der SC-CAL-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere
Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulshummern (2, 10,
50 und 100) dar. Es konnten beim zweiten Puls signifikante Unterschiede in den fEPSP-Antworten
gezeigt werden (p< 0,05 (*)). In allen anderen Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-Antworten
beiden Gruppen nicht signifikant (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der bei einem PT des NE zeitgleich
mit 1x100 Hz (magenta; n= 8/ 6). In der Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Unterschied im PPR
vor und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
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(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: NE;
Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

3.1.3.3. Keine LTP-Verstarkung durch retroaktive Applikation von NE nach dem
LTP-induzierenden Stimulus

Erfolgte die beginnende Inkubation der akuten Hirnschnitte mit NE 10 min nach dem LTP-
induzierenden 1x100 Hz-Stimulus (Abb. 21 a und b), konnte keine signifikante Veranderung
der e-LTP nach 120 min im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden (Kontrolle: n=10/6, LTP
129,34 £ 12,2 %; PT des NE: 10 min nach 1x100 Hz: n= 14/ 8, LTP 161,41 + 22,9 %; Mann-
Whitney-U-Test U= 64, p=0,8342).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen in Antwort auf den 1x100 Hz-
Stimulus dieses Experiments ist in Abb. 21 c¢ dargestellt und ergab in einen signifikanten
Unterschied in Pulsnummer 50 (p=0,0375), alle anderen ausgewahlten Pulsnummern 2, 10 und
100 wiesen keine signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten beider untersuchter
Gruppen auf (p>0,05). In Abb. 21 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP
ersichtlich und ergab in den ausgewéhlten Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 keine signifikanten
Unterschiede in den fEPSP-Antworten beider untersuchter Gruppen (p> 0,05). In beiden
Gruppen konnten keine signifikanten Anderungen im PPR vor und nach der LTP gezeigt
werden (vor LTP: 1,53 — nach LTP: Kontrolle (n=8/5): 2,76 £ 0,4, Wilcoxon-Test W= 18, p=
0,25; PT des NE: 10 min nach 1x100 Hz (n= 13/ 8): 2,16 + 0,3, Wilcoxon-Test W= 33, p=
0,2734).
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Abb. 21: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minutige NE-Applikation 10 min nach LTP-
Induktion mit 1x100 Hz-Stimulus im VIH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n=10/ 6) und der einem PT des NE 10
min nach 1x100 Hz (magenta; n= 14/ 8). Exemplarische Darstellung von reprasentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; Mafstabsbalken: 1 mV/ 5 ms

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Darstellung der synaptischen Ermidung der SC-CA1-Synapsen auf den LTP-induzierenden 1x100
Hz-Stimulus. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der
fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und 100). Es konnten beim 50.Puls
signifikante Unterschiede in den fEPSP-Antworten gezeigt werden (p< 0,05), in allen untersuchten
Pulsnummern unterschieden sich beider Gruppen nicht signifikant voneinander (p>0,05).

(d) Keine signifikanten Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR
bei ISI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n=8/5) und der bei einem PT des NE 10
min nach 1x100 Hz (magenta; n= 13/ 8). In keiner der beiden Gruppen konnte ein signifikanter
Unterschied im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (p> 0,05). In der Teilabbildung rechts sind
exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von
50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle,

unten: NE; MaRstabsbalken: 1 mV/ 10 ms.
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Bei einer beginnenden NE-Inkubation 45 min nach dem LTP-induzierenden 1x100 Hz-
Stimulus (Abb. 22 a und b) konnte im Vergleich zur Kontrolle keine signifikante Erh6hung der
e-LTP beobachtet werden (Kontrolle: n=10/6, LTP 129,34 + 12,2 %; PT des NE: 45 min nach
1x100 Hz: n= 8/ 4, LTP 162,82 + 29,3 %; Zweistichproben-t-Test t 4= 1,055, p= 0,3176).
Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen auf den 1x100 Hz-Stimulus
dieses Experiments ist in Abb. 22 c ersichtlich und ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2,
10, 50 und 100 keine signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten beider untersuchter
Gruppen (p> 0,05). In Abb. 22 d ist das PPR bei einem 1Sl von 50 ms vor und nach der LTP
dargestellt. In keiner der beiden Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und
nach der LTP gezeigt werden (vor LTP: 1,53 — nach LTP: Kontrolle (n= 8/ 5): 2,76 + 0,4,
Wilcoxon-Test W= 18, p= 0,25; PT des NE: 45 min nach 1x100 Hz (n= 7/ 4): 2,69 = 0,5,
Wilcoxon-Test W= 28, p= 0,2402).
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Abb. 22: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minttige NE-Applikation 45 min nach LTP-
Induktion mit 1x100 Hz-Stimulus im VIH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 10/ 6) und der einem PT des NE 45
min nach 1x100 Hz (magenta; n= 8/ 4). Exemplarische Darstellung von repréasentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; Malistabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Darstellung der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen auf den LTP-induzierenden 1x100
Hz-Stimulus. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhéltnis (auf den ersten Puls normiert) der
fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und 100). In allen untersuchten
Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-Antworten beider Gruppen nicht signifikant voneinander
(p>0,05).

(d) Keine signifikanten Anderungen im PPR bei IS1 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR
bei ISI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 8/ 5) und der bei einem PT des NE 45
min nach 1x100 Hz (magenta; n=7/4). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR
vor und nach der LTP ermittelt werden (p> 0,05). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
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(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: NE;
Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.
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3.2. Ventraler Hippocampus (\VH)

3.2.1. Die Anwendung eines 1x25 Hz-Tetanus als LTP-induzierender
Stimulus fuhrt im Vergleich zu einem 1x100 Hz-Tetanus im VH zu einer
verminderten LTP an SC-CA1-Synapsen

Zundchst erfolgte im VH die Etablierung eines hochfrequenten LTP-Induktionsprotokolls, das
zur Ausbildung einer schwachen, nicht saturierten e-LTP fiihrt. Dazu wurde der im Kapitel
3.1.1. fir den VIH ermittelte 1x100 Hz-Tetanus sowie ein 1x25 Hz- Stimulus (Frequenz: 25

Hz, Dauer: 1s, im Folgenden als 1x25 Hz bezeichnet) zur LTP-Induktion verwendet.

Beide angewandten LTP-Induktionsprotokolle riefen eine LTP hervor, die sich signifikant von
der Baseline (100 %) unterschied (Abb. 23 a und b; 1x100 Hz: n= 11/ 6; LTP 204,94 + 35,8 %,
Einstichproben-t-Test tug= 2,933, p= 0,0150; 1x25 Hz: n= 9/ 5; LTP 125,0 = 9,0 %;
Einstichproben-t-Test tg= 2,789, p= 0,0236), wobei der 1x25 Hz-Tetanus im Vergleich zum
1x100 Hz-Stimulus zu einer signifikant verminderten e-LTP fuhrte (Mann-Whitney-U-Test U=
23, p=0,0461).

In Abb. 23 c ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor
LTP:1,33+£0,2—nach LTP: 1x100 Hz (n=10/6): 1,93 £ 0,2, Wilcoxon-Test W= 49, p=0,0098;
1x25 Hz (n=9/5): 2,2 + 0,2, Wilcoxon-Test W= 45, p= 0,0039).

Die zu diesem Experiment gehdrende Reiz-Reaktionskurve, PPR (ISls: 20, 50, 100 und 200
ms) sowie die Analyse der synaptischen Ermudung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf die
beiden LTP-induzierenden Stimuli 1x100 Hz und 1x25 Hz sind in der Anlage, in Abb. A5

zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 23: Signifikant reduzierte LTP an SC-CA1-Synapsen im VH nach Stimulation mit 1x25 Hz
im Vergleich zu einer Stimulation mit 1x100 Hz.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung unter Verwendung eines 1x100 Hz- (grau; n= 11/ 6) bzw. 1x25
Hz-Protokolls (schwarz; n= 9/ 5). Exemplarische Darstellung von reprasentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: 1x100 Hz, rechts: 1x25 Hz; Malistabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p<
0,05 (*)).

(c) Signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP bei einer Stimulation mit 1x100 Hz (grau; n= 10/ 6) und bei einer
Stimulation mit 1x25 Hz (schwarz; n=9/5). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im
PPR vor und nachder LTP gezeigt werden (p< 0,01 (**)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
(hellgrau) und nach der LTP (1x100 Hz: grau, 1x25 Hz: schwarz) dargestellt; oben: 1x100 Hz, unten:
1x25 Hz; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

72



3. Ergebnisse

3.2.2. Neuromodulatorische Wirkung von Dopamin auf die LTP im VH:
Anwesenheit des DA zu verschiedenen Zeitpunkten: LTP wird im VH pro-,
jedoch nicht retroaktiv verstarkt

Der im VIH gezeigte proaktive LTP-verstarkende Effekt einer DA-Applikation sollte mit
diesen Experimenten nun im VH uberprift werden. Dazu erfolgte die 10-mindtige DA-
Applikation 45 min vor (proaktiv) sowie 45 min nach dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-
Stimulus (retroaktiv), um eine mdglicherweise ausschlieflich im VH auftretende retroaktive

Wirkung des DA auf die e-LTP zu untersuchen.

Die durchgeflihrten Reiz-Reaktionskurven und PPR (1SlIs: 20, 50, 100 und 200 ms) finden sich

zusammengefasst in der Anlage Abb. A 6.

Bei Abschluss der 10-minttigen Inkubation des DA 45 min vor dem LTP-induzierenden 1x25
Hz-Stimulus konnte eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante Erhdhung der e-LTP nach 60
min gezeigt werden (Abb. 24 a und b; Kontrolle: n=10/8, LTP 111,0 £ 7,3 %; PT des DA: 45
min vor 1x100 Hz: n= 8/ 6, LTP 159,91 + 18,9 %; Zweistichproben-t-Test tg 1= 2,419, p=
0,0348).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x25 Hz-
Stimulus ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10 und 25 keine signifikanten
Unterschiede in den fEPSP-Antworten beider untersuchten Gruppen (p> 0,05) (Abb. 24 c; fir
Messwerte und Statistik siehe Anlage).

In Abb. 24 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In der
Kontrollgruppe wurde eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt (vor
LTP: 1,37 — nach LTP: Kontrolle (n= 8/ 6): 2,36 £ 0,3, Wilcoxon-Test W= 36, p= 0,0078; PT
des DA: 45 min vor 1x25 Hz (n=5/4): 1,43 £ 0,2, Wilcoxon-Test W= 5, p= 0,625).
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Abb. 24: LTP-verstdrkender Effekt durch 10-minttige DA-Applikation 45 min vor LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im VH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 10/ 8) und der einem PT des DA
45 min vor 1x25 Hz (grin; n= 8/ 6). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DA; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p<
0,05 (*)).

(c) Die transiente, 10-minttige Anwesenheit von DA zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine veranderte
synaptische Ermidung der SC-CA1-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhéltnis
(auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulshummern (2, 10 und 25)
dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten gezeigt
werden (p> 0,05).

(d) Teilweise signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des
PPR bei IS1 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 8/ 6) und der bei einem PT des DA
45 min vor 1x25 Hz (grun; n=5/4). Es konnte nur in der Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied
im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts sind
exemplarisch représentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von
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50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA: griin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten:
DA; MaRstabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

Bei einer beginnenden 10-minutigen Inkubation der Hirnschnitte mit DA 45 min nach dem
LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus konnte keine signifikante Erhéhung der e-LTP im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Abb. 25 a und b; Kontrolle: n=9/8, LTP 136,91 £
15,8 %; PT des DA: 45 min nach 1x25 Hz: n=10/ 8, LTP 130,27 £ 13,5 %; Zweistichproben-
t-Test tue27= 0,3194, p= 0,7535).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x25 Hz-
Stimulus dieses Experiments ist in Abb. 25 c dargestellt und ergab in den ausgewahlten
Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 keine signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten
beider untersuchter Gruppen (p> 0,05). In Abb. 25 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor
und nach der LTP ersichtlich. In beiden Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR
vor und nach der LTP gezeigt werden (vor LTP: 1,37 — nach LTP: Kontrolle (n=9/8): 1,9 +
0,2, Wilcoxon-Test W= 39, p=0,0195; PT des DA: 45 min nach 1x25 Hz (n=8/7): 2,19 £ 0,5,
Wilcoxon-Test W= 30, p= 0,0391).
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Abb. 25: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minttige DA-Applikation 45 min nach LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im VH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n=9/ 8) und der einem PT des DA 45
min nach 1x25 Hz (grun; n= 10/ 8). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DA; Malstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Darstellung der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen auf den LTP-induzierenden 1x25
Hz-Stimulus. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der
fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10 und 25). In allen untersuchten Pulsnummern
unterschieden sich die fEPSP-Antworten beider Gruppen nicht signifikant voneinander (p> 0,05).
(d) Signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n=9/8) und der bei einem PT des DA 45 min nach
1x25 Hz (griin; n=8/7). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR gezeigt werden
(p<0,05 (*)). Inder Teilabbildung rechts sind exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren
nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz,
DA: griin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: DA; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.
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3.2.3. Neuromodulatorische Wirkung von Noradrenalin auf die LTP im VH:
Anwesenheit des NE zu verschiedenen Zeitpunkten: pro- oder retroaktive
LTP-Verstarkung im VH

Auf Basis der LTP-steigernden Wirkung einer transienten NE-Applikation 10 min vor der LTP-

Induktion im VIH erfolgte weiterfiihrend die zeitabhingige Uberpriifung der
neuromodulatorischen Wirkung des NE im VH. Die 10-mintige, transiente NE-Inkubation
erfolgte 45 min vor, 10 min vor (da im VIH signifikante Unterschiede zur Kontrolle gezeigt

wurden) sowie 45 min nach der LTP-Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus.

Bei Abschluss der 10-mindtigen Inkubation mit NE 45 min vor dem LTP-induzierenden 1x25
Hz-Stimulus konnte keine signifikante Verdnderung der e-LTP nach 120 min im Vergleich zur
Kontrolle gezeigt werden (Abb. 26 a und b, Kontrolle: n=8/5, LTP 147,22 + 16,4 %; PT des
NE: 45 min vor 1x25 Hz: n=8/6, LTP 138,47 + 13,5 %; Zweistichproben-t-Test t(13.49=0,4112,
p=0,6874).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen in Antwort auf den 1x25 Hz-
Stimulus zeigte eine durch die transiente, 10-minutige Applikation von NE signifikant erhéhte
fEPSP-Antwort des zweiten Pulses im Vergleich zur Kontrolle (Mann-Whitney-U-Test U= 9,
p= 0,0148). In allen anderen untersuchten Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-
Antworten beider Gruppen nicht signifikant (p> 0,05) (Abb. 26 c; flir Messwerte und Statistik
siehe Anlage).

In Abb. 26 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
untersuchten Gruppen wurde eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt
(vor LTP: 1,37 —nach LTP: Kontrolle (n=7/5): 2,75 + 0,5, Wilcoxon-Test W= 28, p=0,0156;
PT des NE: 45 min vor 1x25 Hz (n=7/5): 2,33 £ 0,3, Wilcoxon-Test W= 28, p=0,0156).
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Abb. 26: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minitige NE-Applikation 45 min vor LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im VH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n=8/5) und der einem PT des NE 45
min vor 1x25 Hz (magenta; n= 8/ 6). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; Mastabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Die transiente, 10-minlitige Anwesenheit von NE zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine teilweise
verdnderte synaptische Ermudung der SC-CAL-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere
Verhéltnis (auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10
und 25) dar. Es konnten beim zweiten Puls signifikante Unterschiede in den fEPSP-Antworten gezeigt
werden (p< 0,05 (*)). In allen anderen Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-Antworten beiden
Gruppen nicht signifikant (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 14/ 8) und der bei einem PT des NE 45 min
vor 1x100 Hz (magenta; n=7/5). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor
und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
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(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: NE;
Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

Wurde eine 10-miniutige NE-Inkubation 10 min vor dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-
Stimulus abgeschlossen, konnte keine signifikante Erhdhung der e-LTP im Vergleich zur
Kontrollgruppe gezeigt werden (Abb. 27 aund b; Kontrolle: n=9/5, LTP 121,64 £12,0 %; PT
des NE: 10 min vor 1x25 Hz: n=7/ 6, LTP 120,81 + 7,4 %; Zweistichproben-t-Test t(2,82)=
0,0591, p=0,9538).

Die Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x25 Hz-
Stimulus ergab in den ausgewéhlten Pulsnummern 2, 10 und 25 keine signifikanten
Unterschiede in den fEPSP-Antworten der beiden untersuchten Gruppen (p> 0,05) (Abb. 27 c;
fur Messwerte und Statistik siehe Anlage).

In Abb. 27 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In der
Gruppe des PT des NE 10 min vor 1x25 Hz konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und
nach der LTP gezeigt werden (vor LTP: 1,37 — nach LTP: Kontrolle (n= 7/ 6): 1,97 £ 0,3,
Wilcoxon-Test W= 22, p= 0,0781; PT des NE: 10 min vor 1x25 Hz (n= 7/ 6): 2,23 £ 0,2,
Wilcoxon-Test W= 28, p= 0,0156).
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Abb. 27: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minttige NE-Applikation 10 min vor LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im VH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n=9/5) und der einem PT des NE 10
min vor 1x25 Hz (magenta; n= 7/ 6). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; Mastabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Die transiente, 10-minutige Anwesenheit von NE zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine veranderte
synaptische Ermidung der SC-CA1-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhéltnis
(auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10 und 25)
dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikante Unterschiede in den fEPSP-Antworten gezeigt
werden (p> 0,05).

(d) Teilweise signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des
PPR bei ISI1 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n=7/6) und der bei einem PT des NE
10 min vor 1x25 Hz (magenta; n= 7/ 6). Es konnte nur in der Gruppe der PT des NE ein signifikanter
Unterschied im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*)). In der Teilabbildung rechts
sind exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem IS|
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von 50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle,
unten: NE; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

Bei einer beginnenden Inkubation der Hirnschnitte mit NE 45 min nach dem LTP-
induzierenden 1x25 Hz-Stimulus konnte keine signifikante Erhéhung der e-LTP nach 120 min
im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Abb. 28 aund b; Kontrolle: n=9/8, LTP 136,91
+ 15,8 %; PT des NE: 45 min nach 1x25 Hz: n=6/6, LTP 135,02 + 15,4 %; Zweistichproben-
t-Test t12.46= 0,0862, p= 0,9327).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CA1-Synapsen in Antwort auf den 1x25 Hz-
Stimulus dieses Experiments ist in Abb. 28 c dargestellt; in Abb. 28 d ist das PPR bei einem
ISI von 50 ms vor und nach der LTP ersichtlich und ergab in den ausgewahlten Pulsnummern
2, 10, 50 und 100 keine signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten beider
untersuchter Gruppen (p> 0,05). In der Kontrollgruppe konnte eine signifikante Anderung im
PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor LTP: 1,37 — nach LTP: Kontrolle (n=9/8): 1,9
* 0,2, Wilcoxon-Test W= 39, p= 0,0195; PT des NE: 45 min nach 1x25 Hz (n= 6/ 6): 2,51 £
0,6, Wilcoxon-Test W= 17, p=0,093).
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Abb. 28: Keine Veranderung in der LTP durch 10-mindtige NE-Applikation 45 min nach LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im VH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 8) und der einem PT des NE 45
min nach 1x25 Hz (magenta; n= 6/ 6). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; MaRstabshalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Darstellung der synaptischen Ermudung der SC-CAL1-Synapsen auf den LTP-induzierenden 1x25
Hz-Stimulus. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhdltnis (auf den ersten Puls normiert) der
fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulshummern (2, 10 und 25). In allen untersuchten Pulsnummern
unterschieden sich die fEPSP-Antworten beider Gruppen nicht signifikant voneinander (p> 0,05).
(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISl
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 8) und der bei einem PT des NE 45 min nach
1x25 Hz (magenta; n= 6/ 6). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und
nach der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch représentative
originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor (grau) und nach
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der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: NE; MaRstabsbalken:
1 mV/ 10 ms.
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3.3. Dorsaler Hippocampus (DH)

3.3.1. Im DH bedingt der 1x25 Hz-Tetanus eine schwache, nicht saturierte e-
LTP

Im DH erfolgte die ebenfalls notwendige Etablierung des fur diesen Bereich des Hippocampus

effizienten LTP-Induktionsprotokolls, welches zu einer schwachen, nicht saturierten e-LTP
fuhrt.

Im Vergleich zu einer Stimulation mit einem 3x100 Hz-Tetanus konnte gezeigt werden, dass
der ebenfalls im VH schwache 1x25 Hz-Tetanus als LTP-induzierender Stimulus geeignet ist.
Der angewandte 3x100 Hz-Stimulus rief im Gegensatz zum 1x25 Hz-Stimulus eine LTP hervor,
die sich signifikant von der Baseline (100 %) unterschied (Abb. 29 a und b; 3x100 Hz: n=7/ 4;
LTP 155,85 £ 9,4 % , Einstichproben-t-Test t= 5,957, p= 0,0010; 1x25 Hz: n= 8/ 3; LTP
115,99 £ 7,4 %; Einstichproben-t-Test tz)= 2,159, p=0,0677). Beide Stimuli unterschieden sich
signifikant voneinander (Zweistichproben-t-Test t(1,g6= 3,332, p= 0,006).

In Abb. 29 c ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor
LTP: 1,82 +0,1 —nach LTP: 3x100 Hz (n=7/4): 4,28 £ 0,7, Wilcoxon-Test W= 28, p=0,0156;
1x25 Hz (n= 8/ 3): 3,65 % 0,4, Wilcoxon-Test W= 36, p= 0,0078).

Die zu diesem Experiment gehorende Reiz-Reaktionskurve, PPR (ISls: 20, 50, 100 und 200
ms) sowie die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen auf die beiden LTP-
induzierenden 3x100 Hz- und 1x25 Hz-Stimuli sind in der Anlage, in Abb. A 7

zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 29: Signifikant reduzierte LTP an SC-CA1-Synapsen im DH nach Stimulation mit 1x25 Hz
im Vergleich zu einer Stimulation mit 3x100 Hz.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung unter Verwendung eines 3x100 Hz- (grau; n= 7/ 4) bzw. 1x25
Hz- (schwarz; n= 8/ 3) Protokolls. Exemplarische Darstellung von repréasentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: 3x100 Hz, rechts: 1x25 Hz; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p<
0,01 (**%)).

(c) Signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP bei einer Stimulation mit 3x100 Hz (grau; n=7/4) und bei einer Stimulation
mit 1x25 Hz (schwarz; n= 8/ 3). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor
und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*), p< 0,01 (**)). In der Teilabbildung rechts sind
exemplarisch repréasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von
50 ms vor (hellgrau) und nach der LTP (3x100 Hz: grau, 1x25 Hz: schwarz) dargestellt; oben: 3x100
Hz, unten: 1x25 Hz; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.
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3.3.2. Neuromodulatorische Wirkung von Dopamin auf die LTP im DH:
Anwesenheit des DA zu verschiedenen Zeitpunkten: LTP wird im DH pro-,
jedoch nicht retroaktiv verstarkt

Die proaktive LTP-verstarkende Wirkung einer DA-Applikation, die im VIH und VH gezeigt
wurde, sollte im Rahmen dieser Experimente im DH Uberprift werden. Dazu erfolgte die 10-
minttige DA-Applikation 45 min vor (proaktiv) sowie 45 min nach dem LTP-induzierenden
1x25 Hz-Stimulus (retroaktiv), um eine moglicherweise ausschlielich im VH auftretende

retroaktive Wirkung des DA auf die e-LTP zu untersuchen.

Die durchgeflihrten Reiz-Reaktionskurven und PPR (1SlIs: 20, 50, 100 und 200 ms) finden sich

zusammengefasst in der Anlage Abb. A 8.

Bei Abschluss der 10-minttigen Inkubation des DA 45 min vor dem LTP-induzierenden 1x25
Hz-Stimulus wurde eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante Erhohung der e-LTP gezeigt
(Abb. 30 a und b; Kontrolle: n=12/7, LTP 128,58 + 7,9 %; PT des DA: 45 min vor 1x25 Hz:
n=13/9, LTP 191,96 £ 29,0 %; Mann-Whitney-U-Test U= 35, p= 0,0187).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen in Antwort auf den 1x25 Hz-
Stimulus ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10 und 25 keine signifikanten
Unterschiede in den fEPSP-Antworten beider untersuchten Gruppen (p> 0,05) (Abb. 30 c; fur
Messwerte und Statistik siehe Anlage).

In Abb. 30 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP ermittelt werden
(vor LTP: 1,78 —nach LTP: Kontrolle (n=12/7): 3,74 £ 0,4, Wilcoxon-Test W= 78, p=0,0005;
PT des DA: 45 min vor 1x25 Hz (n=13/9): 4,09 £ 0,6, Wilcoxon-Test W= 91, p= 0,0002).
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Abb. 30: LTP-verstdrkender Effekt durch 10-minttige DA-Applikation 45 min vor LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 12/ 7) und der einem PT des DA
45 min vor 1x25 Hz (grin; n= 13/ 9). Exemplarische Darstellung von reprasentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DA; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p<
0,05 (*)).

(c) Die transiente, 10-minitige Anwesenheit von DA zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine veranderte
synaptische Ermidung der SC-CAL-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhéltnis
(auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulshummern (2, 10 und 25)
dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten gezeigt
werden (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 12/ 7) und der bei einem PT des DA 45 min
vor 1x25 Hz (grin; n=13/9). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und
nach der LTP gezeigt werden (p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA: griin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: DA,
Malstabsbalken: 1 mV/ 10 ms.
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Bei einer beginnenden 10-mindtigen Inkubation der Hirnschnitte mit DA 45 min nach dem
LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus konnte keine signifikante Erhéhung der e-LTP im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Abb. 31 a und b; Kontrolle: n=12/7, LTP 128,58
+7,9 %; PT des DA: 45 min nach 1x25 Hz: n= 14/ 8, LTP 127,31 + 7,5 %; Zweistichproben-t-
Test t3s4= 0,1161, p= 0,9086).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen in Antwort auf den 1x25 Hz-
Stimulus dieses Experiments ist in Abb. 31 c dargestellt und ergab in den ausgewahlten
Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 keine signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten
beider untersuchter Gruppen (p> 0,05). In Abb. 31 d ist das PPR bei einem 1SI von 50 ms vor
und nach der LTP ersichtlich. In beiden Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR
vor und nach der LTP gezeigt werden (vor LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n=12/7): 3,74 +
0,4, Wilcoxon-Test W= 78, p=0,0005; PT des DA: 45 min nach 1x25 Hz (n= 13/ 8): 3,39 £ 0,4,
Wilcoxon-Test W= 89, p= 0,0005).
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Abb. 31: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minttige DA-Applikation 45 min nach LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.
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(@) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 12/ 7) und der einem PT des DA
45 min nach 1x25 Hz (grin; n= 14/ 8). Exemplarische Darstellung von reprasentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minutigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DA; Malstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Darstellung der synaptischen Ermudung der SC-CA1-Synapsen auf den LTP-induzierenden 1x25
Hz-Stimulus. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der
fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10 und 25). In allen untersuchten Pulsnummern
unterschieden sich die fEPSP-Antworten beider Gruppen nicht signifikant voneinander (p> 0,05).
(d) Signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 12/ 7) und der bei einem PT des DA 45 min
nach 1x25 Hz (griin; n= 13/ 8). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und
nach der LTP gezeigt werden (p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA: griin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: DA,
Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

3.3.3. Neuromodulatorische Wirkung von Noradrenalin auf die LTP im DH:
Anwesenheit des NE zu verschiedenen Zeitpunkten: keine pro- oder
retroaktive L TP-Verstarkung

Die im VIH gezeigte e-LTP-verstarkende Wirkung der transienten Applikation von NE 10 min
vor der LTP-Induktion wurde weiterfihrend im DH (berpruft. Dazu wurde zur
Vergleichbarkeit der Datenreihen entlang der hippocampalen longitudinalen Achse die NE-
Inkubation 45 min vor, 10 min vor sowie 45 min nach der LTP-Induktion mit dem 1x25 Hz-

Stimulus vorgenommen.

Bei Abschluss der 10-minitigen NE-Inkubation 45 min vor dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-
Stimulus wurde keine signifikante Veranderung der e-LTP nach 120 min im Vergleich zur
Kontrollgruppe gezeigt (Abb. 32 a und b; Kontrolle: n=12/7, LTP 128,58 + 7,9 %; PT des NE:
45 min vor 1x25 Hz: n=9/ 6, LTP 150,21 + 16,1 %; Zweistichproben-t-Test tx1,83= 1,05, p=
0,2516).

Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen auf den 1x25 Hz-Stimulus
ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10 und 25 keine signifikanten Unterschiede in den
fEPSP-Antworten beider untersuchter Gruppen (p> 0,05) (Abb. 32 c; fir Messwerte und
Statistik siehe Anlage).

In Abb. 32 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. Es konnte
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in der Kontrollgruppe eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden
(vor LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n=12/7): 3,74 £ 0,4, Wilcoxon-Test W=78, p= 0,0005;
PT des NE: 45 min vor 1x25 Hz (n=8/5): 3,03 + 0,4, Wilcoxon-Test W= 28, p= 0,0547).
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Abb. 32: Keine Veranderung in der LTP durch 10-mindtige NE-Applikation 45 min vor LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 12/ 7) und der einem PT des NE 45
min vor 1x25 Hz (magenta; n= 9/ 6). Exemplarische Darstellung von reprdsentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; MaRstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Die transiente, 10-minitige Anwesenheit von NE zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine veranderte
synaptische Ermidung der SC-CA1-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhéltnis
(auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulshummern (2, 10 und 25)
dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten gezeigt
werden (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 12/ 7) und der bei einem PT des NE 45 min
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vor 1x25 Hz (magenta; n=8/5). In der Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor
und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: NE;
MaRstabsbalken: 1 m\/ 10 ms.

Wurde eine 10-minitige Inkubation von NE 10 min vor dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-
Stimulus abgeschlossen, konnte keine signifikante Erhdhung der e-LTP im Vergleich zur
Kontrollgruppe beobachtet werden (Abb. 33 a und b; Kontrolle: n=8/6, LTP 156,38 + 15,9 %;
PT des NE: 10 min vor 1x25 Hz: n=10/7, LTP 169,15 + 11,4 %; Zweistichproben-t-Test t(1332)=
1,216, p=0,2452).

Die Analyse der synaptischen Ermudung der SC-CA1-Synapsen auf den 1x25 Hz-Stimulus
ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10 und 25 keine signifikanten Unterschiede in den
fEPSP-Antworten der beiden untersuchten Gruppen (p> 0,05) (Abb. 33 c; fur Messwerte und
Statistik siehe Anlage).

In Abb. 33 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor
LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n= 7/5): 3,31 £ 0,3, Wilcoxon-Test W= 26, p= 0,0313; PT
des NE: 10 min vor 1x25 Hz (n=8/5): 3,15 + 0,4, Wilcoxon-Test W= 30, p=0,0391).
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Abb. 33: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minttige NE-Applikation 10 min vor LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 8/ 6) und der einem PT des NE 10
min vor 1x25 Hz (magenta; n= 10/ 7). Exemplarische Darstellung von reprdsentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; MaRstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Die transiente, 10-minutige Anwesenheit von NE zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine veranderte
synaptische Ermidung der SC-CA1-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhéltnis
(auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulshnummern (2, 10 und 25)
dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten gezeigt
werden (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 7/5) und der bei einem PT des NE 10 min vor
1x25 Hz (magenta; n= 8/ 5). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und
nach der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch représentative
originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor (grau) und nach
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der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: NE; MaRstabsbalken:
1 mV/ 10 ms.

Bei einer beginnenden NE-Inkubation 45 min nach dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus
wurde keine signifikante Veranderung der e-LTP nach 120 min im Vergleich zur Kontrolle
gezeigt (Abb. 34 a und b; Kontrolle: n=12/7, LTP 128,58 £ 7,9 %; PT des NE: 45 min nach
1x25 Hz: n=12/ 7, LTP 133,03 + 11,2 %; Zweistichproben-t-Test t961)= 0,3249, p= 0,7487).
Die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CAL-Synapsen auf den 1x25 Hz-Stimulus
dieses Experiments ist in Abb. 34 ¢ dargestellt und ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2,
10, 50 und 100 keine signifikanten Unterschiede in den fEPSP-Antworten beider untersuchter
Gruppen (p> 0,05). In Abb. 34 d ist das PPR bei einem ISl von 50 ms vor und nach der LTP
ersichtlich. In beiden Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der
LTP gezeigt werden (vor LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n=12/7): 3,74 + 0,4, Wilcoxon-
Test W= 78, p= 0,0005; PT des NE: 45 min nach 1x25 Hz (n= 11/ 7): 2,86 + 0,2, Wilcoxon-
Test W= 58, p= 0,0068).
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Abb. 34: Keine Veranderung in der LTP durch 10-minutige NE-Applikation 45 min nach LTP-
Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n=12/7) und der einem PT des NE 45
min nach 1x25 Hz (magenta; n= 12/ 7). Exemplarische Darstellung von reprédsentativen originalen
Feldpotentialspuren der 10-minitigen Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten
Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE; Malistabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Darstellung der synaptischen Ermidung der SC-CA1-Synapsen auf den LTP-induzierenden
Stimulus 1x25 Hz. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert)
der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10 und 25). ). In allen untersuchten
Pulsnummern unterschieden sich die fEPSP-Antworten beider Gruppen nicht signifikant voneinander
(p>0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 12/ 7) und der bei einem PT des NE 45 min
nach 1x25 Hz (magenta; n=11/7). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der PPR
vor und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,01 (**), p< 0,001 (***)). In der Teilabbildung rechts sind
exemplarisch représentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von
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50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE: magenta) dargestellt; oben: Kontrolle,
unten: NE; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.
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3.3.4. Tabellarische Zusammenfassung der bisherigen Hauptergebnisse des

DA- und NE-Primings entlang der longitudinalen Achse
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3.3.5. Kombinierte neuromodulatorische Wirkung beider Neurotransmitter
Dopamin und Noradrenalin auf die LTP im DH: 45 min vor und 45 min nach
der LTP-Induktion

Im Rahmen dieser Experimente wurde untersucht, inwieweit eine 10-mindtige Inkubation der

Hirnschnitte mit den Neurotransmittern Dopamin bzw. Noradrenalin 45 min vor und nach dem
LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus die e-LTP beeinflusst oder mdglicherweise sogar

verstarkt.

Weiterhin erfolgte ein experimentbezogener BDNF-ELISA: nach Abschluss der Experimente
wurde der BDNF-Gehalt der Hippocampi bestimmt, an denen die elektrophysiologischen
Messungen durchgefiihrt wurden (_Stimulation) und mit denen der lediglich in der

Messkammer befindlichen Hippocampi, d.h. ohne jegliche Stimulation (_passiv) verglichen.

3.3.5.1. Die proaktive Applikation von Dopamin verstarkt die e-LTP mit additiver
retroaktiver Applikation von Dopamin bzw. Noradrenalin im DH nicht

Es wurde untersucht, ob die bereits gezeigte alleinige proaktive LTP-steigernde Wirkung einer
10-mindtigen DA-Applikation 45 min vor dem LTP-Stimulus durch eine zuséatzliche
retroaktive Applikation von DA bzw. NE 45 min nach dem LTP-induzierenden Stimulus zu

einer (weiteren) Verstarkung der e-LTP fiihrt.

Bei einer kombinierten 10-minitigen Inkubation der Hirnschnitte mit DA 45 min vor und 45
min nach dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus konnte keine signifikante Veranderung
der e-LTP im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden (Abb. 35 a und b; Kontrolle: n= 9/ 6,
LTP 138,53 * 8,3 %; kombinierte Applikation von DA-DA bei einem PT 45 min vor und nach
1x25 Hz: n= 7/ 5, LTP 145,71 + 12,2 %; Zweistichproben-t-Test tu111y= 0,486, p= 0,6364).
In Abb. 35 c ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor
LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n= 9/ 6): 3,73 £ 0,9, Wilcoxon-Test W= 43, p= 0,0078;
kombinierte Applikation von DA-DA bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (n=6/5): 3,76
+ 0,6, Wilcoxon-Test W= 21, p= 0,0313).

Im Rahmen des durchgefiihrten BDNF-ELISA wurden zwischen der Kontroll- (K; N=9) und
DA-DA-Gruppe (N= 8) unter den Bedingungen der passiven, d.h. unstimulierten Anwesenheit

in der Kammer (_passiv) und der stimulierten akuten Schnitten (_Stimulation) keine
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signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten gezeigt (Abb. 35 d; BDNF-Gehalt (in pg/
mg Gesamtprotein): K_passiv (n/ x= 9/ 22): 1018,98 + 103,4; K_Stimulation (n= 11): 890,3 +
76,4; DA-DA passiv (n/ x= 11/ 21): 1028,2 + 119,4; DA-DA_Stimulation (n= 10): 1049,71 +
97,3; einfaktorielle Anova F37= 0,5402, p= 0,6578).

Zusétzlich wurde der BDNF-Gehalt mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-
Messungen fur beide Gruppen korreliert. In der Kontrollgruppe zeigte sich ein mittlerer linearer
Zusammenhang (Abb. 35 e; n= 9/ 6; r= 0,477, p= 0,1939), wohingegen die DA-DA-Gruppe
keinen linearen Zusammenhang zwischen LTP-Werten und den dazugehérigen BDNF-
Gehalten aufwies (Abb. 35 f; n=7/5; r= 0,056, p= 0,9168).
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Abb. 35: Kein LTP-verstarkender Effekt durch die kombinierte Applikation des DA 45 min vor
und nach der LTP-Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der einer kombinierten
Applikation von DA-DA bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (hellgrin; n= 13/ 9).
Exemplarische Darstellung von reprasentativen originalen Feldpotentialspuren der letzten 10 min der
Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts:
DA-DA; Malistabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der LTP (p> 0,05).

(c) Darstellung des PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der
einer kombinierten Applikation von DA-DA bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (hellgriin; n=
6/ 5). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und nach der LTP gezeigt
werden (p< 0,05(*), p< 0,01 (**)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch reprasentative
originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor (grau) und nach
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der LTP (Kontrolle: schwarz, DA-DA: hellgrin) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: DA-DA,
Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

(d) Darstellung der BDNF-Gehalte der Kontrolle (K; grau; N=9) und der einer kombinierten Wirkung
bei einem PT des DA 45 min vor und nach 1x25 Hz (DA-DA; hellgriin; N= 8) unter den Bedingungen
der passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der stimulierten Hirnschnitte
(_Stimulation, schraffiert).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten gezeigt werden (p> 0,05). (e)
Korrelation des BDNF-Gehaltes mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-Messung mit
Regressionsgerade der Kontrolle (schwarz) bzw.

(f) der einer kombinierten Applikation von DA-DA bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz
(hellgriin). Die Differenz in der Anzahl von Datenpunkten derselben Gruppe zwischen (d) und (e) bzw.
(f) liegt an den Einschlusskriterien fir LTP-Messungen und BDNF-ELISA-Messungen sowie den
Ergebnissen des Outlier-Tests (siehe dazu Erlauterungen im Material- und Methodenteil).

Bei einer kombinierten 10-minitigen Inkubation der Hirnschnitte mit DA 45 min vor und NE
45 min nach dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus wurde keine signifikante Veranderung
der e-LTP im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt (Abb. 36 a und b; Kontrolle: n=9/6, LTP
138,53 + 8,3 %; kombinierte Applikation von DA-NE bei einem PT des DA 45 min vor und NE
45 min nach 1x25 Hz: n= 11/ 7, LTP 186,90 + 26,6 %; Mann-Whitney-U-Test U= 35, p=
0,2887).

In Abb. 36 c ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In der
Kontrollgruppe wurde eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt (vor
LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n= 9/ 6): 3,73 £ 0,9, Wilcoxon-Test W= 43, p= 0,0078;
kombinierte Applikation von DA-NE bei einem PT des DA 45 min vor und NE 45 min nach 1x25
Hz (n=9/7): 3,53 £ 0,8, Wilcoxon-Test W= 33, p= 0,0547).

Im Rahmen des durchgefiihrten BDNF-ELISA konnten in den Hippocampi zwischen der
Kontroll- (K; N=9) und der DA-NE-Gruppe (N= 7) unter den Bedingungen der passiven, d.h.
unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) und der stimulierten akuten Schnitten
(_Stimulation) mithilfe der Varianzanalyse keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-
Gehalten gezeigt werden (Abb. 36 d; BDNF-Gehalt (in pg/ mg Gesamtprotein): K_passiv (n/
x=9/22):1018,98 + 103,4; K_Stimulation (n=11): 890,3 + 76,4; DA-NE_passiv (n/ x= 9/ 25):
744,47 +36,7; DA-NE_Stimulation (n=11): 701,79 £ 62,4; einfaktorielle Anova F 6= 3,764,
p= 0,019). Der zusatzlich durchgefiihrte Post-hoc Tukey-Test ergab keinen Unterschied.
Zusétzlich wurde der BDNF-Gehalt mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-

Messungen fur beide Gruppen korreliert. In der Kontrollgruppe zeigte sich ein mittlerer linearer
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Zusammenhang (Abb. 36 e; n=9/6; r=0,477, p= 0,1939), wohingegen die DA-NE-Gruppe nur
einen schwachen Zusammenhang zwischen LTP-Werten und den dazugehérigen BDNF-

Gehalten aufwies (Abb. 36 f, n=11/7; r=-0,167, p= 0,6235).
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Abb. 36: Kein LTP-verstarkender Effekt durch die kombinierte Applikation des DA 45 min vor
und NE 45 min nach LTP-Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.
(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der einer kombinierten
Applikation von DA-NE bei einem PT des DA 45 min vor und NE 45 min nach 1x25 Hz (dunkelbraun;
n= 11/ 7). Exemplarische Darstellung von reprasentativen originalen Feldpotentialspuren der letzten 10
min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle,
rechts: DA-NE; Mafstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.
(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
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0,05).

(c) Darstellung des PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n=9/6) und der
einer kombinierten Applikation von DA-NE bei einem PT des DA 45 min vor und NE 45 min nach 1x25
Hz (dunkelbraun; n=9/7). In der Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und
nach der LTP gezeigt werden (p< 0,01 (**)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA-NE: dunkelbraun) dargestellt; oben: Kontrolle,
unten: DA-NE; MaRstabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

(d) Darstellung der BDNF-Gehalte der Kontrolle (K; grau; N=9) und der einer kombinierten Wirkung
bei einem PT des DA 45 min vor und NE 45 min nach 1x25 Hz (DA-NE; dunkelbraun; N=7) unter den
Bedingungen der passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der stimulierten
Hirnschnitte (_Stimulation, schraffiert).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten gezeigt werden (p > 0,05).

(e) Korrelation des BDNF-Gehaltes mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-Messung mit
Regressionsgerade der Kontrolle (schwarz) bzw.

(f) der einer kombinierten Applikation von DA-NE bei einem PT des DA 45 min vor und NE 45 min
nach 1x25 Hz (dunkelbraun). Die Differenz in der Anzahl von Datenpunkten derselben Gruppe
zwischen (d) und (e) bzw. (f) liegt an den Einschlusskriterien fur LTP-Messungen und BDNF-ELISA-
Messungen sowie den Ergebnissen des Outlier-Tests (siehe dazu Erléuterungen im Material- und
Methodenteil).

3.3.5.2. Die proaktive Applikation von Noradrenalin mit zusatzlich retroaktiver
Applikation der Neurotransmitter Noradrenalin bzw. Dopamin zeigt keinen LTP-
verstarkenden Effekt im DH

Es wurde untersucht, ob die bereits gezeigte alleinige proaktive LTP-steigernde Wirkung einer
10-mindtigen DA-Applikation 45 min vor dem LTP-Stimulus durch eine zusatzliche
retroaktive Applikation von DA bzw. NE 45 min nach dem LTP-induzierenden Stimulus zu

einer (weiteren) Verstarkung der e-LTP fiihrt.

Bei einer kombinierten 10-mindtigen Inkubation der Hirnschnitte mit NE 45 min vor und 45
min nach dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus konnte keine signifikante Veranderung
der e-LTP im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden (Abb. 37 a und b; Kontrolle: n=
9/ 6, LTP 138,53 * 8,3 %; kombinierte Applikation von NE-NE bei einem PT 45 min vor und
nach 1x25 Hz: n=9/6, LTP 120,93 + 8,3 %; Zweistichproben-t-Test tue= 1,499, p= 0,1533).
In Abb. 37 c ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen wurde eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt (vor LTP:
1,78 —nach LTP: Kontrolle (n=9/6): 3,73 £ 0,9, Wilcoxon-Test W= 43, p=0,0078; kombinierte
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Applikation von NE-NE bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (n= 9/ 6): 3,01 + 0,2,
Wilcoxon-Test W= 45, p= 0,0039).

Im Rahmen des durchgefiihnrten BDNF-ELISA zeigten sich in den Hippocampi zwischen der
Kontroll- (K; N=9) und der NE-NE-Gruppe (N=9) unter den Bedingungen der passiven, d.h.
unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) und der stimulierten akuten Schnitten
(_Stimulation) keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten (Abb. 37 d; BDNF-
Gehalt (in pg/ mg Gesamtprotein): K_passiv (n/ x= 9/ 22): 1018,98 + 103,4; K_Stimulation
(n=11): 890,3 + 76,4; NE-NE_passiv (n/ x= 11/ 26): 884,73 £ 50,9; NE-NE_Stimulation (n=
12): 968,14 + 71,5; einfaktorielle Anova F339= 0,6917, p=0,5626).

Zusétzlich wurde der BDNF-Gehalt mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-
Messungen fur beide Gruppen korreliert. In der Kontrollgruppe konnte ein mittlerer linearer
Zusammenhang gezeigt werden (Abb. 37 e; n=9/6; r=0,477, p=0,1939), wohingegen die NE-
NE-Gruppe nur einen schwachen Zusammenhang zwischen LTP-Werten und den
dazugehdrigen BDNF-Gehalten aufwies (Abb. 37 f; n=9/ 6; r= 0,218, p= 0,5732).
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Abb. 37: Kein LTP-verstarkender Effekt durch die kombinierte Applikation des NE 45 min vor
und nach 45 min nach LTP-Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der einer kombinierten
Applikation von NE-NE bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (violett; n=9/ 6). Exemplarische
Darstellung von repréasentativen originalen Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-
Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE-NE;
Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).

(c) Darstellung des PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der
einer kombinierten Applikation von NE-NE bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (violett; n= 9/
6). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und nach der LTP gezeigt
werden (p< 0,01 (**)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch reprdsentative originale
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Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem IS1 von 50 ms vor (grau) und nach der LTP
(Kontrolle: schwarz, NE-NE: violett) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: NE-NE; Malstabsbalken: 1
mV/ 10 ms.

(d) Darstellung der BDNF-Gehalte der Kontrolle (K; grau; N=9) und der einer kombinierten Wirkung
bei einem PT des NE 45 min vor und nach 1x25 Hz (NE-NE; violett; N=9) unter den Bedingungen der
passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der stimulierten Hirnschnitte
(_Stimulation, schraffiert).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten gezeigt (p> 0,05).

(e) Korrelation des BDNF-Gehaltes mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-Messung mit
Regressionsgerade der Kontrolle (schwarz) bzw.

(f) der einer kombinierten Applikation von NE-NE bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (violett).
Die Differenz in der Anzahl von Datenpunkten derselben Gruppe zwischen (d) und (e) bzw. (f) liegt an
den Einschlusskriterien fir LTP-Messungen und BDNF-ELISA-Messungen sowie den Ergebnissen des
Outlier-Tests (siehe dazu Erlduterungen im Material- und Methodenteil).

Bei einer kombinierten 10-minltigen Inkubation mit NE 45 min vor und DA 45 min nach
dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus wurde keine signifikante Veranderung der e-LTP
im Vergleich zur Kontrolle gezeigt (Abb. 38 a und b; Kontrolle: n=9/6, LTP 138,53 + 8,3 %;
kombinierte Applikation von DA-NE bei einem PT des NE 45 min vor und DA 45 min nach 1x25
Hz: n=8/5, LTP 135,56 + 10,3 %; Zweistichproben-t-Test tq3 7= 0,2243, p= 0,8258).

In Abb. 38 c ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor
LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n= 9/ 6): 3,73 £ 0,9, Wilcoxon-Test W= 43, p= 0,0078;
kombinierte Applikation von NE-DA bei einem PT des NE 45 min vor und DA 45 min nach 1x25
Hz (n=7/ 6): 3,54 + 0,3, Wilcoxon-Test W= 26, p= 0,0313).

Im Rahmen des durchgefiihnrten BDNF-ELISA wurden in den Hippocampi zwischen der
Kontroll- (K; N=9) und der NE-DA-Gruppe (N= 8) unter den Bedingungen der passiven, d.h.
unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) und der stimulierten akuten Schnitten
(_Stimulation) keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten gezeigt (Abb. 38 d;
BDNF-Gehalt (in pg/ mg Gesamtprotein): K_passiv (n/ x= 9/ 22). 1018,98 = 1034,
K_Stimulation (n= 12): 890,3 + 76,4; NE-DA passiv (n/ x= 8/ 23): 1024,87 + 72,8; NE-
DA_Stimulation (n= 12): 970,79 £ 102,1; p> 0,05; einfaktorielle Anova F@336= 0,4498, p=
0,719).

Zusétzlich wurde der BDNF-Gehalt mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-
Messungen flr beide Gruppen Kkorreliert. In der Kontrollgruppe konnte ein mittlerer linearer

Zusammenhang gezeigt werden (Abb. 38 e; n=9/6; r=0,477, p= 0,1939), wohingegen die NE-
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DA-Gruppe nur einen schwachen Zusammenhang zwischen LTP-Werten und den
dazugehdrigen BDNF-Gehalten aufwies (Abb. 38 f; n=8/5; r= 0,165, p= 0,6719).
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Abb. 38: Kein LTP-verstarkender Effekt durch kombinierte Applikation des NE 45 min vor und
DA 45 min nach LTP-Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der einer kombinierten
Applikation von NE-DA bei einem PT des NE 45 min vor und DA 45 min nach 1x25 Hz (hellbraun; n=
8/ 5). Exemplarische Darstellung von repréasentativen originalen Feldpotentialspuren der letzten 10 min
der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle,
rechts: NE-DA; Malistabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>

0,05).
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(c) Darstellung des PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n=9/6) und der
einer kombinierten Applikation von NE-DA bei einem PT des NE 45 min vor und DA 45 min nach 1x25
Hz (hellbraun; n= 7/ 6). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und nach
der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*), p< 0,01 (**)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, NE-DA: hellbraun) dargestellt; oben: Kontrolle, unten:
NE-DA; Malistabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

(d) Darstellung der BDNF-Gehalte der Kontrolle (K; grau; N=9) und der einer kombinierten Wirkung
bei einem PT des NE 45 min vor und DA 45 min nach 1x25 Hz (NE-DA; hellbraun; N= 8) unter den
Bedingungen der passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der stimulierten
Hirnschnitte (_Stimulation, schraffiert).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten ermittelt (p> 0,05).

(e) Korrelation des BDNF-Gehaltes mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-Messung mit
Regressionsgerade der Kontrolle (schwarz) bzw.

(f) der einer kombinierten Applikation von NE-DA bei einem PT des NE 45 min vor und DA 45 min
nach 1x25 Hz (hellbraun). Die Differenz in der Anzahl von Datenpunkten derselben Gruppe zwischen
(d) und (e) bzw. (f) liegt an den Einschlusskriterien fiir LTP-Messungen und BDNF-ELISA-Messungen
sowie den Ergebnissen des Outlier-Tests (siehe dazu Erlauterungen im Material- und Methodenteil).

3.3.5.3. Die pro- und retroaktive kombinierte Applikation einer Mixtur aus Dopamin und
Noradrenalin bewirkt keine LTP-Verstarkung im DH

Bei einer kombinierten Inkubation mit einer Mixtur (Mix) aus DA (20 uM) und NE (20 uM)

45 min vor und 45 min nach dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus konnte keine
Veranderung der e-LTP im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (Abb. 39 a und b;
Kontrolle: n=9/6, LTP 138,53 * 8,3 %; kombinierte Applikation des Mix bei einem PT 45 min
vor und nach 1x25 Hz: n= 8/ 5, LTP 143,47 + 13,7 %; Zweistichproben-t-Test t(1173= 0,3072,
p=0,7641).

Die Analyse der synaptischen Ermudung der SC-CAL-Synapsen auf den 1x25 Hz-Stimulus
ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10 und 25 keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden untersuchten Gruppen (p> 0,05) (Abb. 39 c; fir Messwerte und Statistik
siehe Anlage).

In Abb. 39 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor
LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n= 9/ 6): 3,73 + 0,9, Wilcoxon-Test W= 43, p= 0,0078;
kombinierte Applikation des Mix bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (n=6/ 5): 3,62 +
0,4, Wilcoxon-Test W= 21, p=0,0313).
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Im Rahmen des durchgefiihrten BDNF-ELISA konnten in den Hippocampi zwischen der
Kontroll- (K; N= 9)- und der Mix-Mix-Gruppe (N= 5) unter den Bedingungen der passiven,
d.h. unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) und der stimulierten akuten Schnitten
(_Stimulation) keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten gezeigt werden (Abb.
39 e; BDNF-Gehalt (in pg/ mg Gesamtprotein): K_passiv (n/ x= 9/ 22): 1018,98 + 103,4;
K_Stimulation (n=12): 890,3 + 76,4; Mix-Mix_passiv (n/ x= 7/ 13): 856,43 + 57; Mix-
Mix_Stimulation (n=7): 930,08 + 43,2; p> 0,05; einfaktorielle Anova Fg30= 0,7739, p=
0,5177).

Zusétzlich wurde der BDNF-Gehalt mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-
Messungen fur beide Gruppen korreliert. In der Kontrollgruppe zeigte sich ein mittlerer linearer
Zusammenhang (Abb. 39 f; n= 9/ 6; r= 0,477, p= 0,1939), wohingegen die Mix-Mix-Gruppe
nur einen schwachen Zusammenhang zwischen LTP-Werten und den dazugehorigen BDNF-
Gehalten aufwies (Abb. 39 g; n= 8/ 5; r=-0,207, p= 0,6558).
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Abb. 39: Kein LTP-verstarkender Effekt durch kombinierte Wirkung der Mixtur aus DA und
NE (Mix) 45 min vor und nach LTP-Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.
(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der einer kombinierten
Applikation des Mix bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (pink; n= 8/ 5). Exemplarische
Darstellung von repréasentativen originalen Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-
Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: Mix;
Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms.
(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP nachgewiesen werden (p>
0,05).
(c) Die transiente, 10-minitige Anwesenheit des Mixes zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine
verdnderte synaptische Ermidung der SC-CA1-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere
Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10
und 25) dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikanten Unterschiede gezeigt werden (p>
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0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei I1SI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der einer kombinierten Applikation
des Mixes bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (pink; n= 6/ 5). In beiden Gruppen konnte ein
signifikanter Unterschied im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*), p< 0,01 (**)). In
der Teilabbildung rechts sind exemplarisch représentative originale Feldpotentialspuren nach
Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, Mix:
pink) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: Mix; MaRstabsbalken: 1 m\/ 10 ms.

(e) Darstellung der BDNF-Gehalte der Kontrolle (K; grau; N=9) und der einer kombinierten Wirkung
bei einem PT des Mixes 45 min vor und nach 1x25 Hz (Mix-Mix; pink; N=5) unter den Bedingungen
der passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der stimulierten Hirnschnitte
(_Stimulation, schraffiert).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten gezeigt (p> 0,05).

(f) Korrelation des BDNF-Gehaltes mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-Messung mit
Regressionsgerade der Kontrolle (schwarz) bzw.

(9) der einer kombinierten Applikation von Mix-Mix bei einem PT 45 min vor und nach 1x25 Hz (pink).
Die Differenz in der Anzahl von Datenpunkten derselben Gruppe zwischen (e) und (f) bzw. (g) liegt an
den Einschlusskriterien fiir LTP-Messungen und BDNF-ELISA-Messungen sowie den Ergebnissen des
Outlier-Tests (siehe dazu Erlduterungen im Material- und Methodenteil).

3.3.6. Kombinierte neuromodulatorische Wirkung beider Neurotransmitter
Dopamin und Noradrenalin auf die LTP im DH: zu verschiedenen
Zeitpunkten

3.3.6.1. Die pro- (10 min vor) und retroaktive (10 min nach der LTP- Induktion)
Aktivierung des noradrenergen Systems wirkt im DH nicht e-L TP-verstarkend

Bei einer kombinierten Inkubation mit NE 10 min vor und 10 min nach dem LTP-
induzierenden 1x25 Hz-Stimulus konnte keine signifikante Verdnderung der e-LTP im
Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt werden (Abb. 40 a und b; Kontrolle: n=8/6, LTP 145,38
* 15,9 %; kombinierte Applikation von NE-NE bei einem PT 10 min vor und nach 1x25 Hz: n=
8/ 4, LTP 146,20 + 13,7 %; Zweistichproben-t-Test t137)= 0,0391, p= 0,9694).

In Abb. 40 c ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In der
Kontrollgruppe wurde eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt (vor
LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n= 7/ 6): 3,31 + 0,3, Wilcoxon-Test W= 26, p= 0,0313;
kombinierte Applikation des NE-NE bei einem PT 10 min vor und nach 1x25 Hz (n=5/ 4): 3,3
+ 0,4, Wilcoxon-Test W= 19, p= 0,0625).
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Im Rahmen des durchgefiihrten BDNF-ELISA wurden in den Hippocampi zwischen der
Kontroll- (K; N=5) und der NE-NE-Gruppe (N=5) unter den Bedingungen der passiven, d.h.
unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) und der stimulierten akuten Schnitten
(_Stimulation) keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten beobachtet (Abb. 40
d; BDNF-Gehalt (in pg/ mg Gesamtprotein): K_passiv (n/ x= 7/ 16): 1242,26 + 58,8;
K_Stimulation (n=8): 1303,66 + 61,1; NE-NE_passiv (n/ x= 8/ 15): 1205,79 = 73,6; NE-
NE_Stimulation (n= 7): 1181,15 £ 25,3; einfaktorielle Anova F26= 0,8257, p= 0,4917).
Zusatzlich wurde der BDNF-Gehalt mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-
Messungen fir beide Gruppen korreliert. In der Kontrollgruppe zeigte sich kein linearer
Zusammenhang (Abb. 40 e; n= 8/ 6; r= 0,09, p= 0,866), wohingegen die NE-NE-Gruppe einen
schwachen Zusammenhang zwischen LTP-Werten und den dazugehtérigen BDNF-Gehalten
aufwies (Abb. 40 f;, n=8/ 4; r= 0,393, p= 0,3349).
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Abb. 40: Kein LTP-verstarkender Effekt durch kombinierte Wirkung des NE 10 min vor und 10
min nach nach LTP-Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 8/ 6) und der einer kombinierten
Applikation von NE-NE bei einem PT 10 min vor und nach 1x25 Hz (violett; n= 8/ 4). Exemplarische
Darstellung von repréasentativen originalen Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-
Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: NE-NE;
Mal3stabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP gezeigt werden (p> 0,05).
(c) Darstellung des PPR bei ISI1 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n=7/6 und der
einer kombinierten Applikation von NE-NE bei einem PT 10 min vor und nach 1x25 Hz (violett; n= 5/
4). In der Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und nach der LTP gezeigt
werden (p< 0,05 (*)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch reprasentative originale
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Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem IS1 von 50 ms vor (grau) und nach der LTP
(Kontrolle: schwarz, NE: violett) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: NE-NE; MaRstabsbalken: 1 mV/
10 ms.

(d) Darstellung der BDNF-Gehalte der Kontrolle (K; grau; N=5) und der einer kombinierten Wirkung
bei einem PT des NE 10 min vor und nach 1x25 Hz (NE-NE; violett; N=5) unter den Bedingungen der
passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der stimulierten Hirnschnitte
(_Stimulation, schraffiert).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten gezeigt (p> 0,05).

(e) Korrelation des BDNF-Gehaltes mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-Messung mit
Regressionsgerade der Kontrolle (schwarz) bzw.

(f) der einer kombinierten Applikation von NE-NE bei einem PT des NE 10 min vor und nach 1x25 Hz
(violett). Die Differenz in der Anzahl von Datenpunkten derselben Gruppe zwischen (d) und (e) bzw.
(f) liegt an den Einschlusskriterien fir LTP-Messungen und BDNF-ELISA-Messungen sowie den
Ergebnissen des Outlier-Tests (siehe dazu Erlauterungen im Material- und Methodenteil).

3.3.6.2. Die proaktive Applikation von Dopamin 45 min vor und Noradrenalin 10 min
vor der LTP-Induktion bewirkt keine Verstarkung der e-LTP im DH

Bei einer kombinierten Inkubation mit DA 45 min und NE 10 min vor dem LTP-induzierenden
1x25 Hz-Stimulus konnte keine signifikante Veranderung der e-LTP im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden (Abb. 41 a und b; Kontrolle: n= 9/ 6, LTP 138,53 * 8,3 %j;
kombinierte Applikation von DA-NE bei einem PT des DA 45 min und NE 10 min vor 1x25 Hz:
n=6/5, LTP 134,15 + 8,4 %; Zweistichproben-t-Test t(12,24= 0,3693, p=0,7182).

Die Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CA1-Synapsen auf den 1x25 Hz-Stimulus
ergab in den ausgewahlten Pulsnummern 2, 10 und 25 keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden untersuchten Gruppen (p> 0,05) (Abb. 41 c; flir Messwerte und Statistik
siehe Anlage).

In Abb. 41 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. Lediglich
in der Kontrollgruppe konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP
ermittelt werden (vor LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n= 9/ 6): 3,73 £ 0,9, Wilcoxon-Test
W= 43, p=0,0078; kombinierte Applikation von DA-NE bei einem PT des DA 45 min und NE
10 min vor 1x25 Hz (n=5/ 4): 3,56 * 0,3, Wilcoxon-Test W= 15, p= 0,0625).

Im Rahmen des durchgefiihrten BDNF-ELISA zeigten sich in den Hippocampi zwischen der
Kontroll- (K; N=9) und der DA-NE-Gruppe (N= 7) unter den Bedingungen der passiven, d.h.
unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) und der stimulierten akuten Schnitten
(_Stimulation) keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten (Abb. 41 e; BDNF-
Gehalt (in pg/ mg Gesamtprotein): K_passiv (n/ x=9/22): 1018,98 £ 103,4; K_Stimulation (n=
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11): 890,3 + 76,4; DA-NE_passiv (n/ x= 8/ 11): 989,83 £ 85,8; DA-NE_Stimulation (n= 6):
1242,73 £179,8; p> 0,05; einfaktorielle Anova) F330= 1,783, p= 0,1717).

Zusétzlich wurde der BDNF-Gehalt mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-
Messungen fir beide Gruppen korreliert. In beiden Gruppen konnte ein mittlerer linearer
Zusammenhang gezeigt werden (Kontrolle (n= 9/ 6): r= 0,477, p= 0,1939; Abb. 41 f; DA-NE
(n=6/5): r=-0,411, p= 0,5887; Abb. 41 g).
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Abb. 41: Kein LTP-verstarkender Effekt durch kombinierte proaktive Applikation des DA 45
min und NE 10 min vor LTP-Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der einer kombinierten
Applikation von DA-NE bei einem PT des DA 45 min und NE 10 min vor 1x25 Hz (dunkelbraun; n=
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6/ 5). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen Feldpotentialspuren der letzten 10 min
der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle,
rechts: DA-NE; Malstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wéhrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP gezeigt werden (p> 0,05).
(c) Die transiente, 10-minitige Anwesenheit von DA und NE zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine
verénderte synaptische Ermidung der SC-CAL-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere
Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10
und 25) dar. Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikante Unterschiede in den fEPSP-Antworten
gezeigt werden (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der einer kombinierten Applikation
von DA-NE bei einem PT des DA 45 min und NE 10 min vor 1x25 Hz (dunkelbraun; n=5/ 4). In der
Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (p<
0,01 (**)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch représentative originale Feldpotentialspuren
nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor (grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz,
DA-NE: dunkelbraun) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: DA-NE; Malistabsbalken: 1 mV/ 10 ms.
(e) Darstellung der BDNF-Gehalte der Kontrolle (K; grau; N=9) und der einer kombinierten Wirkung
bei einem PT des DA 45 min und NE 10 min vor 1x25 Hz (DA-NE; dunkelbraun; N= 7) unter den
Bedingungen der passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der stimulierten
Hirnschnitte (_Stimulation, schraffiert).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten festgestellt (p> 0,05).

(f) Korrelation des BDNF-Gehaltes mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-Messung mit
Regressionsgerade der Kontrolle (schwarz) bzw.

(9) der einer kombinierten Applikation von DA-NE bei einem PT des DA 45 min und NE 10 min vor
1x25 Hz (dunkelbraun). Die Differenz in der Anzahl von Datenpunkten derselben Gruppe zwischen (e)
und (f) bzw. (g) liegt an den Einschlusskriterien fir LTP-Messungen und BDNF-ELISA-Messungen
sowie den Ergebnissen des Outlier-Tests (siehe dazu Erlauterungen im Material- und Methodenteil).

3.3.7. Wirkung eines spezifischen D1- und eines spezifischen B-Agonisten auf
die LTP im DH

3.3.7.1. Der D1-artige Rezeptoragonist Dihydrexidin wirkt verstarkend auf die SC-CAL1-
LTP

Weiterhin sollte der LTP-verstarkende Effekt des DA rezeptorklassifiziert werden. Dies wurde
mithilfe des vollen D1-artigen Agonisten Dihydrexidin (DHX, 10 uM) durchgefuhrt. Anstelle
der abgeschlossenen DA-Applikation erfolgte hier nun 45 min nach Abschluss der 10-

mindtigen DHX-Inkubation die LTP-Induktion mit 1x25 Hz-Stimulus.
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Es konnte eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante Erhéhung in der e-LTP beobachtet
werden (Abb. 42 a und b; Kontrolle: n=7/6, LTP 121,60 £ 4,7 %; PT des DHX 45 min vor 1x25
Hz:n=10/7, LTP 150,22 £ 11,2 %; Mann-Whitney-U-Test U= 11, p= 0,0185). Die

Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CA1-Synapsen auf den 1x25 Hz-Stimulus ergab
in den ausgewéhlten Pulsnummern 2, 10 und 25 keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden untersuchten Gruppen (p> 0,05) (Abb. 42 c; fur Messwerte und Statistik siehe Anlage).
In Abb. 42 d ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. In beiden
Gruppen konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt werden (vor
LTP: 1,82 +0,1 —nach LTP: Kontrolle (n=6/5): 3,14 £ 0,2, Wilcoxon-Test W= 21, p=0,0313;
PT des DHX 45 min vor 1x25 Hz (n=9/6): 4,84 £ 1, Wilcoxon-Test W= 45, p=0,0039).

Im Rahmen des durchgefiihrten BDNF-ELISA zeigten sich in den Hippocampi zwischen der
Kontroll- (K; N=6) und der DHX-45-Gruppe (N= 7) unter den Bedingungen der passiven, d.h.
unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) und der stimulierten akuten Schnitten
(_Stimulation) keine signifikanten Unterschiede in den BDNF-Gehalten (Abb. 42 e; BDNF-
Gehalt (in pg/ mg Gesamtprotein): K_passiv (n/ x= 7/ 13): 897,98 £ 56,7; K_Stimulation (n=
7): 894,92 + 39,8; DHX-45_passiv (n/ x= 11/ 17): 1051,16 + 39,5; DHX-45_Stimulation (n=
10): 983,35 £ 83,5; p> 0,05; einfaktorielle Anova F31)= 2,238, p= 0,1035).

Zusétzlich wurde der BDNF-Gehalt mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-
Messungen fir beide Gruppen korreliert. In der Kontrollgruppe wurde kein linearer
Zusammenhang gezeigt (Abb. 42 f; n= 7/ 6; r= 0,08, p= 0,8645), wohingegen die DHX-45-
Gruppe einen schwachen Zusammenhang zwischen LTP-Werten und den dazugehdrigen
BDNF-Gehalten aufwies (Abb. 42 g; n= 10/ 7; r= 0,236, p= 0,5738).
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Abb. 42: LTP-verstarkender Effekt durch vollen D1-Agonisten DHX.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n= 7/ 6) und der bei einem PT des
DHX 45 min vor 1x25 Hz (turkis; n= 10/ 7). Exemplarische Darstellung von représentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: Kontrolle, rechts: DHX; Malstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*)).
(c) Die transiente, 10-minltige Anwesenheit von DHX zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine
verdanderte synaptische Ermidung der SC-CA1-Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere
Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10
und 25) dar.

Es konnten in keinen der Pulsnummern signifikante Unterschiede gezeigt werden (p> 0,05).

(d) Signifikante Anderungen im PPR bei ISI 50ms vor und nach der LTP. Darstellung des PPR bei ISI
50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 6/ 5) und der bei einem PT des DHX 45 min
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vor 1x25 Hz (tirkis; n= 9/ 6). In beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor und
nach der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*), p< 0,01 (*¥)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DHX: tlrkis) dargestellt; oben: Kontrolle, unten: DHX;
MaRstabsbalken: 1 m\/ 10 ms.

(e) Darstellung der BDNF-Gehalte der Kontrolle (K; grau; N= 9) und der bei einem PT des DHX 45
min vor 1x25 Hz (DHX-45; turkis; N= 7) unter den Bedingungen der passiven, unstimulierten
Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der stimulierten Hirnschnitte (_Stimulation, schraffiert).
Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den BDNF- Gehalten gezeigt (p> 0,05).

(f) Korrelation des BDNF-Gehaltes mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-Messung mit
Regressionsgerade der Kontrolle (schwarz) bzw.

(9) der bei einem PT des DHX 45 min vor 1x25 Hz (turkis). Die Differenz in der Anzahl von
Datenpunkten derselben Gruppe zwischen (e) und (f) bzw. (g) liegt an den Einschlusskriterien fir LTP-
Messungen und BDNF-ELISA-Messungen sowie den Ergebnissen des Outlier-Tests (siehe dazu
Erlauterungen im Material- und Methodenteil).

Zur Untersuchung des Einflusses des DHX auf die synaptische Ubertragung ohne LTP-
induzierenden Stimulus wurde 45 min nach Abschluss der 10-minttigen DHX-Inkubation zum

Zeitpunkt 0 kein LTP-induzierender Stimulus ausgeldst.

Es konnte gezeigt werden, dass der volle D1-Agonist allein, d.h. ohne den LTP-induzierenden
Stimulus (0.T.), die synaptische Ubertragung nicht verandert (Abb. 43 a und b; Kontrolle: n=
7/ 6, LTP 121,60 = 4,7 %; PT des DHX 45 min vor Zeitpunkt 0 (kein 1x25 Hz-Stimulus (0.T.)):
n=6/5, LTP 103,95 + 3,9 %; Zweistichproben-t-Test t(0,88)= 2,884, p= 0,015).

Im Rahmen des durchgefiihrten BDNF-ELISA konnten in den Hippocampi zwischen der
Kontroll- (K; N= 6) und der DHX-45 (0.T.)-Gruppe (N= 6) unter den Bedingungen der
passiven, d.h. unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) und der stimulierten akuten
Schnitten (_Stimulation) mithilfe der Varianzanalyse signifikante Effekte aufgezeigt werden
(Abb. 43 c; BDNF-Gehalt (in pg/ mg Gesamtprotein): K_passiv (n/ x= 7/ 13): 897,98 + 56,7;
K_Stimulation (n=7): 894,92 + 39,8; DHX-45 (0.T.)_passiv (n/ x=5/14):1101,51 +51,0; DHX-
45 (0.T.)_Stimulation (n=5): 1132,92 + 32,8; einfaktorielle Anova F320)= 2,238, p= 0,0076).
Der zusatzlich durchgefiihrte Post-hoc Tukey-Test ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen K_Stimulation und DHX-45 (0.T.)_Stimulation (p=0,0163). Die anderen Gruppen

wiesen keine signifikanten Unterschiede auf (p> 0,05).
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Abb. 43: Untersuchung des Einflusses des DHX auf die synaptische Ubertragung ohne Auslésung
des LTP-induzierenden Stimulus.

(a) Zeitlicher Verlauf der Kontroll-LTP-Messung (schwarz; n= 7/ 6) und der synaptischen Ubertragung
bei einem PT des DHX 45 min vor Zeitpunkt O (kein LTP-induzierender Stimulus, 0.T.; hellgrau; n="5/
5). Exemplarische Darstellung von repréasentativen originalen Feldpotentialspuren der letzten 10 min
der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle,
rechts: DHX ohne 1x25 Hz (0.T.); Malstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied in der LTP gezeigt werden (p< 0,05 (*)).
(c) Signifikante Unterschiede in den BDNF-Gehalten der Kontrolle (K; grau; N=6) und der bei einem
PT des DHX 45 min vor Zeitpunkt O (ohne 1x25 Hz-Stimulus, DHX-45 (0.T.); hellgrau; N= 6) unter
den Bedingungen der passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der
stimulierten Hirnschnitte (_Stimulation, schraffiert).

Zwischen den Gruppen K_Stimulation und DHX-45(0.T.) Stimulation konnten signifikante
Unterschiede im BDNF-Gehalt gezeigt werden (p < 0,05 (*)), alle anderen Gruppen unterschieden sich

nicht signifikant (p> 0,05).
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3.3.7.2. Der B-Agonist Isoproterenol zeigt keine L TP-verstarkende Wirkung

Um die Wirkung des NE auf die e-LTP ebenfalls eines konkreten Rezeptortyps zu
klassifizieren, wurde der B-Agonist Isoproterenol (ISO, 1 uM) kombiniert mit der DA-

Inkubation appliziert.

Bei Abschluss der 10-miniitigen Inkubation der Hirnschnitte mit DA 45 min vor und 1SO 45
min nach dem LTP-induzierenden 1x25 Hz-Stimulus konnte keine signifikante Veranderung
der e-LTP im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden (Abb. 44 a und b; Kontrolle: n=
9/ 6, LTP 138,53 + 8,3 %; kombinierte Applikation von DA-ISO bei einem PT des DA 45 min
vor und ISO 45 min nach 1x25 Hz: n= 11/ 6, LTP 224,67 + 53,3; Mann-Whitney-U-Test U=
32, p=0,1979).

In Abb. 44 c ist das PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP dargestellt. Lediglich
in der Kontrollgruppe konnte eine signifikante Anderung im PPR vor und nach der LTP gezeigt
werden (vor LTP: 1,78 — nach LTP: Kontrolle (n= 9/ 6): 3,73 £ 0,9, Wilcoxon-Test W= 43, p=
0,0078,; kombinierte Applikation von DA-ISO bei einem PT des DA 45 min vor und ISO 45 min
nach 1x25 Hz (n=10/6): 3,18 + 0,5, Wilcoxon-Test W= 33, p=0,0547).

Im Rahmen des durchgefiihrten BDNF-ELISA zeigten sich in den Hippocampi zwischen der
Kontroll- (K; N= 9) und der DA-ISO-Gruppe (N= 7) mithilfe der Varianzanalyse signifikante
Unterschiede (Abb. 44 d; BDNF-Gehalt (in pg/ mg Gesamtprotein): K_passiv (n/ x= 9/ 22):
1018,98 + 103,4; K_Stimulation (n= 11): 890,3 + 76,4; DA-ISO_passiv (n/ x= 11/ 27): 1335,53
+ 39,4; DA-ISO_Stimulation (n= 6): 1246,79 + 94, einfaktorielle Anova F39= 6,488, p=
0,0011). Der zusatzlich durchgefiihrte Post-hoc Tukey-Test ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen K_Stimulation und DA-1SO_Stimulation (p= 0,0018). Die
anderen Gruppen unterschieden sich nicht (p> 0,05).

Zusétzlich wurde der BDNF-Gehalt mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-
Messungen fur beide Gruppen korreliert. In beiden Gruppen wurde ein mittlerer linearer
Zusammenhang gezeigt (Kontrolle (n= 9/ 6): r= 0,477, p= 0,1939; Abb. 44 e; DA-ISO (n=11/
6): r= -0,364, p= 0,2706; Abb. 44 ).
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Abb. 44: Kein signifikant LTP-verstarkender Effekt durch den g-Agonisten Isoproterenol (1SO)
im DH.

(a) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung der Kontrolle (schwarz; n=9/ 6) und der einer kombinierten
Applikation von DA-ISO bei einem PT des DA 45 min vor und 1SO 45 min nach 1x25 Hz (goldorange;
n= 11/ 6). Exemplarische Darstellung von reprasentativen originalen Feldpotentialspuren der letzten 10
min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der gesamten Messung (2); links: Kontrolle,
rechts: DA-ISO; Malstabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(b) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied in der LTP gezeigt werden (p> 0,05).
(c) Darstellung der PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP der Kontrolle (schwarz; n= 9/ 6) und der
einer kombinierten Applikation von DA-ISO bei einem PT des DA 45 min vor und 1SO 45 min nach
1x25 Hz (goldorange; n=10/ 6). In der Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Unterschied im PPR vor
und nach der LTP gezeigt werden (p< 0,01 (**)). In der Teilabbildung rechts sind exemplarisch
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reprasentative originale Feldpotentialspuren nach Paarpulsstimulation mit einem ISI von 50 ms vor
(grau) und nach der LTP (Kontrolle: schwarz, DA-ISO: goldorange) dargestellt; oben: Kontrolle,
unten: DA-ISO; MaRstabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

(d) Darstellung der BDNF-Gehalte der Kontrolle (K; grau; N=9) und der einer kombinierten Wirkung
bei einem PT des DA 45 min vor und ISO 45 min nach 1x25 Hz (DA-ISO; goldorange; N= 7) unter den
Bedingungen der passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer (_passiv) sowie der stimulierten
Hirnschnitte (_Stimulation, schraffiert).

Zwischen K_Stimulation und DA-ISO_Stimulation konnten signifikante Unterschiede im BDNF-
Gehalt gezeigt werden (p < 0,05 (*)). Alle anderen Gruppen wiesen keine signifikanten Effekte auf (p
> 0,05).

(e) Korrelation des BDNF-Gehaltes mit der Potenzierung der letzten 10 min der LTP-Messung mit
Regressionsgerade der Kontrolle (schwarz) bzw.

(f) der einer kombinierten Applikation von DA-ISO bei einem PT des DA 45 min vor und ISO 45 min
nach 1x25 Hz (goldorange). Die Differenz in der Anzahl von Datenpunkten derselben Gruppe zwischen
(d) und (e) bzw. (f) liegt an den Einschlusskriterien fiir LTP-Messungen und BDNF-ELISA-Messungen
sowie den Ergebnissen des Outlier-Tests (siehe dazu Erlauterungen im Material- und Methodenteil).
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Bei der Zusammenfassung aller hier aufgeflihrten BDNF-ELISAs der durchgefiihrten
neuromodulatorischen Experimente dieses Kapitels (_passiv und _Stimulation) wurden
mithilfe der Varianzanalyse signifikante Effekte ermittelt (Abb. 45; einfaktorielle Anova
Fa71s0= 4,511, p< 0,0001). Der zusdtzlich durchgefiihrte Post-hoc Tukey-Test ergab
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen:

- DA-45-NE+45_passiv und DA-45-1SO+45_passiv (p< 0,0001)
-DA-45-NE+45_Stimulation und DA-45-1SO+45_Stimulation (p< 0,0001) bzw.
- DA-45-NE+45_Stimulation und DA-45-NE-10_Stimulation (p= 0,0045)

Alle anderen Gruppen unterschieden sich nicht signifikant (p> 0,05).
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Abb. 45: Zusammenfassung der BDNF-Gehalte aller durchgefiihrten neuromodulatorischen
Experimente unter den Bedingungen der passiven, unstimulierten Anwesenheit in der Kammer
(_passiv) sowie der stimulierten Hirnschnitte (_Stimulation, schraffiert). Es konnten signifikante
Unterschiede im BDNF-Gehalt zwischen den Gruppen 2a und 6a, 2b und 6b sowie zwischen 2b und 8b
ermittelt werden (p< 0,05 (*), p< 0,01 (**), p< 0,001 (***). Alle anderen Gruppen wiesen keine
signifikanten Unterschiede auf (p> 0,05).
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3.4. Moglicher Einfluss des Vit. C auf die Messparameter in den

verschiedenen Hippocampi

In Abb. 46 sind die Reiz-Reaktionskurven der Messungen ohne (Abb. 46 a und c) sowie mit
Vit.C (Abb. 46 b und d) separiert nach den in dieser Arbeit untersuchten Bereichen des
Hippocampus dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Reiz-Reaktionskurven bei
den betrachteten Stimulationsstérken von 200 und 400 pA sowie die PPF bei den untersuchten
ISIs sowohl ohne als auch mit Vit. C in den verschiedenen Abschnitten der Hippocampi teils
signifikant voneinander unterscheiden. Die detaillierten statistischen Analysen finden sich in

der Anlage.

Sowohl ohne als auch unter dem Einfluss des Vit. C unterschieden sich die Reiz-
Reaktionskurven in den untersuchten Stimulationsstarken von 200 pA und 400 pA signifikant
voneinander. Es konnten Unterschiede zwischen ventralen (VH) und dorsalen (DH) sowie

ventralen und ventral-intermediaren (VIH) Hippocampus gezeigt werden.

In der Analyse der PPF unter Einfluss des Vit. C konnten in allen ISIs zwischen allen drei
Hippocampus-Arealen signifikante Unterschiede ermittelt werden, wohingegen sich ohne Vit.
C lediglich VIH und DH sowie VH und DH signifikant unterschieden.
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Abb. 46: Darstellung der basalen synaptischen Transmission und PPR bei verschiedenen ISl aller
Experimente im ventral-intermedidren (VIH; Symbol: Dreieck), ventralen (VH; Symbol: Kreis) und
dorsalen Hippocampus (DH; Symbol: Viereck) sowohl ohne (unausgefiillte Symbole) als auch mit Vit.
C (ausgefillte Symbole).

(a) Vergleich der Reiz-Reaktionskurvenverldufe ohne bzw.

(b) mit Vit. C.

Es konnten in den untersuchten Stimulationsstarken von 200 HA und 400 YA signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Hippocampi-Arealen beobachtet werden (p< 0,05 (*), p< 0,001 (***)).
(c) Vergleich der Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen ISls 20, 50, 100 und 200
ms ohne bzw.

(d) mit Vit. C.

Es konnten in den verschiedenen ISls signifikante Unterschiede zwischen den Hippocampi-Arealen
gezeigt werden (p< 0,05 (*)), p< 0,01 (*¥¥*), p< 0,001 (***)).

Separiert nach den Hippocampus-Arealen (Abb. 47), zeigten sich in der Analyse des Reiz-
Reaktionskurvenverlaufes und des PPR mit und ohne Vit. C lediglich signifikante Unterschiede

im DH.
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Abb. 47: Darstellung der basalen synaptischen Transmission (links) und PPR bei verschiedenen
ISI (rechts) aller Experimente sowohl ohne (unausgefiillte Symbole) als auch mit Vit. C (ausgefillte
Symbole) separiert nach ventral-intermedidren,

Hippocampus.
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(VIH), ventralen (VH) und dorsalen (DH)

(a) Vergleich der Reiz-Reaktionskurvenverlaufe ohne und mit Vit. C bzw.

(b) Vergleich der Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen ISIs 20, 50, 100 und 200

ms ohne und mit Vit. C im VIH.

(c) Vergleich der Reiz-Reaktionskurvenverldufe ohne und mit Vit. C bzw.
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(b) Vergleich der Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen ISIs 20, 50, 100 und 200
ms ohne und mit Vit. C im VH.

(d) Vergleich der Reiz-Reaktionskurvenverlaufe ohne und mit Vit. C bzw.

(e) Vergleich der Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen ISls 20, 50, 100 und 200
ms ohne und mit Vit. C im DH.

Hier wurden bei einer Stimulationsstarke von 200 pA sowie bei einem ISI von 20 ms signifikante
Unterschiede im Hinblick auf das Vorhandensein von Vit. C beobachtet (p< 0,05 (*)). Alle anderen
Hippocampus-Areale wiesen in den analysierten Simulationsstdarken von 200 pA und 400 pA sowie bei
den verschiedenen ISIs keine signifikanten Unterschiede auf (p> 0,05).
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Der Hippocampus ist eine wichtige Gehirnstruktur, die u.a. an der Codierung und dem Abruf
von Erinnerungen, der Verarbeitung sensorischer Informationen und an der Navigation beteiligt
ist (Eichenbaum et al., 2016; Goode et al., 2020; Miliou et al., 2021).

Entlang seiner longitudinalen (septotemporalen) Achse konnen entsprechend der afferenten und
efferenten Verbindungen zwei funktionelle Kompartimente unterschieden werden: wéhrend der
dorsale (septale, DH) Hippocampus rdumliches Lernen und Ged&chtnis vermittelt, ist der
ventrale (temporale, VH) Hippocampus vorrangig an emotionalen und affektiven sowie
autonomen und endokrinen Reaktionen beteiligt (Moser & Moser, 1998; Fanselow & Dong,
2010; Strange et al., 2014; Dubovyk & Manahan-Vaughan, 2018).

Der Hippocampus weist sowohl fur kurz- als auch langanhaltende Plastizitdtsphdnomene
beeindruckende, entlang der longitudinale Achse ungleichmaRig verteilte F&higkeiten auf
(Bliss et al.,, 2007; Papatheodoropoulos & Kouvaros, 2016). Die synaptische
Langzeitplastizitat, im Speziellen die LTP, stellt einen wissenschaftlich anerkannten, zelluldren
Mechanismus zur Untersuchung von Lern- und Gedéchtnisvorgéngen dar (Matynia et al., 2002;
Takeuchi et al., 2014; Papatheodoropoulos & Kouvaros, 2016) und kann durch

Neurotransmitter wie Dopamin (DA) oder Noradrenalin (NE) beeinflusst werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der neuromodulatorische Einfluss und die metaplastische
Wirkung des Dopamins und Noradrenalins zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf die Kurz- und
Langzeitplastizitait entlang der septotemporalen  Achse untersucht: an akuten
Hirnschnittpréparaten in mannlichen, 8-15 Wochen alten C57BL/6J-Mdusen wurde die
synaptische Plastizitat an SC-CAL-Synapsen mithilfe extrazellularer Feldpotentialableitungen

analysiert.

Es wurden ausschlieSlich mannliche Mause zur Untersuchung herangezogen, um mogliche

Einfliisse zyklischer Ostrogenschwankungen auf die LTP auszuschlieRen.

4.1. Neuromodulatorische Wirkung von DA auf die e-LTP

Aus der Literatur ist bekannt, dass Neuromodulatoren (z.B. DA, NE und Acetylcholin) und
Neuromediatoren (z.B. BDNF, Stickstoffmonoxid, Endocannabinoide) auf die Ausbildung
synaptischer Plastizitat sowohl auf Einzelzellebene als auch auf Netzwerkniveau regulierend

wirken (zusammengefasst in Edelmann & Lessmann, 2018). Ferner beeinflussen sie neben der
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Morphologie (wie dendritische Verzweigungen und Form der Spines) auch die molekulare
Ausstattung synaptischer Strukturen (Edelmann et al.,, 2017). Durch eine konstante
Anwesenheit von Neuromodulatoren oder durch deren phasische Konzentrationserhdhung
wurde auf Einzelzellebene ein Einfluss auf die t-LTP und t-LTD gezeigt (zusammengefasst in
Edelmann & Lessmann, 2018). DA ist zur Beeinflussung der e- und I-LTP sowohl an in dieser
Dissertation untersuchten SC-CA1-Synapsen als auch an PP-DG- und MF-CA3-Synapsen des
Hippocampus in der Lage (Gasbarri et al., 2018).

Zunachst wurde -wie institutsintern dblich- im ventral-intermedidren Hippocampus der
neuromodulatorische Einfluss exogen applizierten DA auf die hippocampale e-L TP untersucht
(Kapitel 3.1.2.).

4.1.1. Die kontinuierliche Anwesenheit von DA verstarkt die e-L TP

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die durch einen schwachen Stimulus induzierte e-LTP
durch die kontinuierliche extrazellulare Anwesenheit von DA verstarkt wird (Abb. 12). Dies
deckt sich mit Erkenntnissen aus der Literatur, die eine langanhaltende Potenzierung durch
sowohl die Applikation von exogenem DA selbst als auch eines D1/D5-Rezeptoragonisten eine
langsam entstehende, langanhaltende Potenzierung in den Dendriten der CA1-Pyramidenzellen
induziert (Huang & Kandel, 1995; Navakkode et al., 2007, 2012; Navakkode & Korte, 2012).
Die Fazilitierung der LTP-Induktion und des LTP-Erhalts wird (iber D1-artige Mechanismen
beschrieben: die Anwendung unterschwelliger (d.h. schwacher) LTP-Protokolle rufen in
Anwesenheit von DA eine robuste LTP hervor (z.B. Swant & Wagner, 2006; zusammengefasst
in Edelmann & Lessmann, 2018), was sich mit ebenfalls unseren Ergebnissen deckt. Die
literarisch beschriebene Aktivierung von D1-artigen Rezeptoren mittels D1/D5R-Agonisten
(wie z.B. Dihydrexidin oder (+)-6-Bromo-APB Hydrobromid) rief eine e-LTP-verstarkende
Wirkung hervor (Otmakhova & Lisman, 1996; Swant & Wagner, 2006), wohingegen sich bei
der Applikation von D1/D5R-Antagonisten (z.B. SCH23390) (Frey et al., 1991; Huang &
Kandel, 1995; Otmakhova & Lisman, 1996; Katsuki et al., 1997; Swant & Wagner, 2006) und
der Aktivierung D2-artiger Prozesse eine abschwéchende LTP-Wirkung zeigte (Gasbarri et al.,
2018).

Dopamin ist zur Beeinflussung der Erregbarkeit glutamaterger Neurone durch die Modulation
spannungsabhangiger lonenkanéle in der Lage (Edelmann & Lessmann, 2011, 2013; Gasbarri

et al., 2018). Je nach Rezeptorsubtypaktivierung wird die Erregbarkeit der CA1-Neurone
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reguliert: durch einen D1R-abhdngigen Mechanismus erfolgt eine Verringerung oder
Verstarkung der spannungsabhéngigen Na*-Kanalleitfahigkeit, der Modulierung von A-Typ
K*-Kanélen sowie der zeitlichen Summation von EPSPs (zusammengefasst in Edelmann &
Lessmann, 2018). Die Aktivierung der D1-artigen Rezeptoren durch exogenes DA rief nicht
nur in kultivierten hippocampalen Neuronen, sondern auch in akuten hippocampalen Schnitten
eine verstarkte t-LTP in SC-CA1-Synapsen hervor (Zhang et al., 2009; Edelmann & Lessmann,

2011, zusammengefasst in Edelmann und Lessmann, 2018).

4.1.2. Dopamin verstarkt proaktiv, 45 min vor LTP-Induktion die e-L TP

In zahlreichen Publikationen konnte gezeigt werden, dass eine erleichterte Ausbildung und der

Erhalt der t-LTP durch eine Aktivierung des neuromodulatorischen Systems sowohl pro- als
auch retroaktiv hervorgerufen werden konnte (zusammengefasst in Edelmann & Lessmann,
2018). Die als Metaplastizitdt beschriebene Eigenschaft, durch ein zu einem bestimmten
Zeitpunkt ausgeldstes metaplastizitatsinduzierendes Ereignis (engl. priming) dauerhafte
Veranderungen der synaptischen Plastizitat (zusammengefasst in Ireland et al., 2009) und eine
damit verbundene Modulation der Induktionsschwelle fir die LTP hervorzurufen (Abraham,
2008), wurde im Rahmen dieser Dissertation auf Netzwerkniveau zu unterschiedlichen

Zeitpunkten untersucht.

Dabei wurde exogenes DA fiir eine Dauer von 10 min zu unterschiedlichen Zeitpunkten,
entweder vor (proaktiv, 45 min bzw. 10 min), zeitgleich mit (aktiv) oder nach (retroaktiv, 10
min bzw. 45 min) dem schwachen LTP-induzierenden Stimulus appliziert. Unsere Ergebnisse
zeigten, dass die Aktivierung der Dopaminrezeptoren die e-LTP an den SC-CA1-Synapsen

proaktiv, effektiv jedoch nur dann verstérkt, wenn der Agonist 45 min nach Abschluss der DA-

Inkubation vor Gabe des LTP-induzierenden Stimulus appliziert wurde (Vgl. Abb. 13, Abb.
14). Eine Applikation des exogenen Dopamins sowohl zeitgleich mit als auch retroaktiv zu den
0.g. Zeitpunkten nach dem Stimulus zeigte hingegen keine verstarkenden Effekte auf die e-
LTP. Dies deckt sich mit der Literatur, in der die Metaplastizitat als anhaltender Effekt einer
anfanglichen neuronalen Aktivitat definiert wird, die an den beteiligten Neuronen eine
Verénderung hervorruft, so dass die Fahigkeit zur Auslésung synaptischer Plastizitat zu einem
spateren Zeitpunkt verandert ist (Ireland et al., 2009). Das 10-min(tiges Priming mit DA (als
metaplastizitatsinduzierendes Ereignis) ausschlieBlich vor dem plastizitatsinduzierenden

Ereignis (d.h. LTP-induzierender Stimulus) bedingt neuronale Veranderungen, die aufgrund
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der Persistenz von 45 min die nachfolgende e-LTP regulieren (ausgeldst durch den LTP-

induzierenden Stimulus).

4.1.3. Stabiler proaktiver e-L TP-verstarkender Effekt des Dopamins 45 min
vor LTP-Induktion entlang der longitudinalen Achse

Die funktionelle Organisation der longitudinalen Achse des Hippocampus steht im Fokus
wissenschaftlicher Untersuchungen. Es ist bekannt, dass der VH u.a. emotionale und autonome
Reaktionen reguliert (Moser & Moser, 1998; Fanselow & Dong, 2010; Strange et al., 2014;
Dubovyk & Manahan-Vaughan, 2018) und der DH fiir die raumliche Orientierungsfahigkeit
verantwortlich ist (Fanselow & Dong, 2010). Aullerdem ist beschrieben, dass der DH eine
starker ausgepréagte Fahigkeit zur Ausbildung einer LTP durch einen hochfrequenten Stimulus
im Vergleich zum VH aufweist (Papatheodoropoulos & Kostopoulos, 2000; Maruki et al.,
2001; Colgin et al., 2004; Maggio & Segal, 2009; Kenney & Manahan-Vaughan, 2013;
Keralapurath et al., 2014; Papatheodoropoulos & Kouvaros, 2016).

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die neuromodulatorischen (und metaplastischen)

Effekte des DA zu unterschiedlichen Zeitpunkten entlang der longitudinalen Achse untersucht.

Dabei konnten wir zeigen, dass Uber die longitudinale Achse hinweg ein ausschlieBlich
proaktives, 45 min vor der LTP-Induktion stattfindendes DA-Priming zu einer Verstarkung der
e-LTP fuhrt (Abb. 24, Abb. 30), wohingegen die retroaktive Dopaminrezeptor-Stimulation in
allen untersuchten hippocampalen Regionen keine LTP-Verstarkung hervorrief. Dies deckt sich
mit den Ergebnissen von Huang und Kandel, die im Rahmen von durchgefiihrten
Feldpotentialmessungen ebenfalls durch die retroaktive Applikation eines D1/D5R-Agonisten
keine LTP-verstarkende Wirkung beschrieben (Huang & Kandel, 1995).

Dieses in allen Regionen des Hippocampus entlang der longitudinalen Achse auftretende
effektive proaktive Priming (d.h. 45 min vor der LTP-Induktion) kann mdglicherweise darin
begriindet sein, dass die Zeitspanne von 45 min fur die ausreichend starke Expression
plastizitatsrelevanter Proteine (PRPs) bendtigt wird. Als mogliche PRPs, die infolge
synaptischer Aktivierung oder postsynaptischer Aktivitat aktiviert oder neu synthetisiert
werden (Abraham, 2008), sind u.a. PKMC(, Arc (z.B. Vishnoi et al., 2018) und BDNF (Pang et
al., 2004) beschrieben, die fur den Aufbau persistierender Formen der LTP (d.h. I-LTP) benétigt
werden (Abraham, 2008).
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Einen retroaktiven Effekt konnten Otmakhova & Lisman durch einen D1/D5-Agonisten nur
durch Stimulation zweier unabh&ngiger Eingédnge zu derselben Zellpopulation zeigen; eine
alleinige Signalwegstimulation zeigte durch die Applikation des Agonisten nach dem LTP-
induzierenden Stimulus keine verstarkende Wirkung (Otmakhova & Lisman, 1996). Ferner
konnten Li und Kollegen in in-vivo Untersuchungen an Ratten beobachten, dass die Erkundung
einer neuen Umgebung sowohl hinsichtlich ihrer Dauer als auch der zeitlichen Abfolge bis zur
Gabe eines schwachen LTP-induzierenden Stimulus einem engen, effektiven Zeitfenster
unterliegt, um eine LTP-verstdrkende Wirkung hervorzurufen. Auch in diesen Experimenten
scheint die Aktivierung des dopaminergen Systems retroaktiv keine LTP-Verstarkung
hervorzurufen (Li et al., 2003). Dies unterstiitzt unsere Ergebnisse der ausschliellich
proaktiven, LTP-verstarkenden Wirkung 45 min vor dem LTP-induzierenden Stimulus in allen

untersuchten Regionen des Hippocampus.

Madglicherweise kénnte sich durch langerandauernde Messungen (> 1-2 h nach LTP-Induktion)
ein sowohl proaktiver Effekt, d.h. 10 min vor als auch ein aktiver Effekt, d.h. eine zeitgleich
mit dem LTP-induzierenden Stimulus ablaufende DA-Applikation zeigen. Eine Erklarung
dafiir, dass unser DA-Priming zu diesen Zeitpunkten keine e-LTP verstdrkende Wirkung
erzielte (siehe Abb. 14, Abb. 15), kdonnte die folgende sein: das exogen hinzugefiigte DA
aktiviert die D1-artigen Rezeptoren, jedoch aufgrund der kurzen Zeitspanne bis zum Zeitpunkt
der tetanischen Stimulation kdnnen die nachgeschalteten Signalkaskaden die Signalwege nicht
(ausreichend) aktivieren, die die e-LTP effizient verstarken wirden. Fur eine ausreichende
PRP-Expression ist das Zeitintervall zwischen dem DA-Priming und der Plastizitatsinduktion
(d.h. LTP-induzierender Stimulus) moglicherweise zu kurz oder die durch die PRPs
hervorgerufenen, typischerweise |- LTP verstarkenden Effekte werden durch die ein-bis

zweistindigen fEPSP-Ableitungen nach der LTP-Induktion verdeckt.

Die tetanische Stimulation selbst bedingt eine Freisetzung von endogenem DA (Frey et al.,
1990; Otmakhova & Lisman, 1996), welches, moglicherweise Uber die Aktivierung D2 -artiger
Rezeptoren (Swant & Wagner, 2006), zu einer Verhinderung des LTP-Erhalts fiihren (Gasbarri
et al., 2018). Zur Uberpriifung dieser Vermutung sind weitere, langerdauernde Messungen,
auch unter Zuhilfenahme von D2-artigen Rezeptorantagonisten wie Sulpirid oder Domperidon,

erforderlich.
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Sowohl das Ursprungsgebiet dopaminerger Axone (LC, VTA) als auch die dopaminerge
Faserverteilung auf die verschiedenen hippocampalen Regionen entlang der longitudinalen
Achse wird kontrovers diskutiert (zusammengefasst in Edelmann & Lessmann, 2018). Einige
Publikationen von beispielsweise Lemon & Manahan-Vaughan sowie Smith & Greene deuten
darauf hin, dass dopaminerge Neurone aus dem LC in den DH projizieren (Devoto & Flore,
2006; Lemon & Manahan-Vaughan, 2012; Smith & Greene, 2012; Kempadoo et al., 2016),
wohingegen andere Arbeitsgruppen die VTA als dopaminerge Hauptquelle des DH ansehen
(Gasbarri et al., 1994, 1997; McNamara et al., 2014; Kempadoo et al., 2016; VVgl. Edelmann &
Lessmann, 2018).

Die in der Literatur beschriebenen Innervationsmuster dopaminerger Fasern unterscheiden sich
in Abh&ngigkeit von der jeweiligen Schnittfuhrung bei der Anfertigung von akuten Hirn- bzw.
isolierten Hippocampusschnitten (coronal, transversal, sagittal und horizontal) und der
betrachteten hippocampalen Region (dorsaler, ventraler und intermedidrer Hippocampus). So
zeigten Gasbarri und Kollegen sowie Verney und Kollegen, dass der VH eine hohe
dopaminerge Faserdichte im Subiculum und in der CA1- Region aufweist, wahrend diese in der
CA3-Region und im DG geringer ist (Verney et al., 1985; Gasbarri et al., 1994;
zusammengefasst in Edelmann & Lessmann, 2018). Andere Publikationen hingegen
beschreiben entweder keine unterschiedliche Verteilung entlang der longitudinalen Achse
(Gasbarri et al., 1994) oder eine im VVH generell geringe dopaminerge Innervation (Hortnagl et
al., 1991; zusammengefasst in Edelmann & Lessmann, 2018). Die groRere dopaminerge
Innervation des DH wurde durch Ishikawa und Kollegen aufgrund der dort ermittelten vier- bis
zehnfach hoheren DA-Konzentration angenommen (Ishikawa et al., 1982; zusammengefasst in
Edelmann & Lessmann, 2018). Wir fertigten fur unsere elekrophysiologischen Messungen

transversale und coronale Hirnschnitte an.

Die Zielregion postsynaptischer SC stellen die basalen und apikalen Dendriten der CAl-
Pyramidenzellen dar (Megias et al., 2001; Witter, 2007; Edelmann et al., 2017). Die CA1-
Region weist eine unterschiedliche Innervationsdichte dopaminerger Fasern auf, die von der
Distanz vom Soma abhéngig ist (Edelmann et al., 2017). Es wurde beschrieben, dass distal
gelegene Pyramidenzellen der CA3- Region hauptsachlich zu den apikalen CAl-Dendriten
projizieren, wohingegen die basalen CAl-Dendriten starkeren Input der proximalen CA3-
Pyramidenzellen erhalten (Spruston, 2008; Edelmann et al., 2017). In apikalen dendritischen
Spines der CA1-Pyramidenzellen werden die D1Rs vorrangig exprimiert; die D5Rs sind im

Schaftbereich zwischen den Spines der CA1-Neurone lokalisiert, wo synaptische Kontakte mit
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inhibitorischen GABAergen Interneuronen geformt werden (Yao et al., 2008; Edelmann et al.,
2017). Im Rahmen der in dieser Dissertation durchgefiuhrten extrazelluldren
Feldpotentialmessungen erfolgte die Registrierung synaptischer Aktivitdt im apikalen
dendritischen Bereich der CAl-Pyramidenzellen, dem Stratum radiatum. Daher ist es
wahrscheinlich, dass hauptséchlich die Axone der distalen CA3-Pyramidenzellen mit der
Stimulationselektrode gereizt wurden, die folglich Potentialanderungen der SC-CA1-Synapsen

hervorriefen.

Durch Navakkode und Kollegen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung dopaminerger
Rezeptoren durch exogenes DA in basalen und apikalen Dendriten der CA1-Pyramidenzellen
eine langandauernde LTP -jedoch mit verschiedenen zugrundeliegenden Signalmechanismen-
induziert. In den apikalen Dendriten bendtigt diese DA-abhdngige LTP die Aktivierung von
NMDARs, wohingegen in den basalen Dendriten der CA1-Pyramidenzellen die zusétzliche
Aktivierung spannungsabhangiger L-Typ Ca?*-Kanale erforderlich ist (Navakkode et al.,
2012). Im Rahmen dieser Dissertation wurden extrazelluldre Feldpotentialmessungen im
Stratum radiatum zur Registrierung synaptischer Aktivitat im apikalen dendritischen Bereich
der CAl-Pyramidenzellen vorgenommen. Daher ist davon auszugehen, dass auch in unseren
Experimenten, wie durch Navakodde und Kollegen beschrieben, eine synergistische Aktivitat
von D1l-artigen und NMDA-Rezeptoren fir die Induktion und Aufrechterhaltung der DA-
abhé&ngigen LTP in den apikalen Dendriten benétigt wird (Navakkode et al., 2007, 2010, 2012).
Zur Untersuchung dieses Synergismus ist eine Co-Applikation des selektiven NMDAR-

Antagonisten 2-Amino-5-Phosphonovaleriansaure (APV) mit DA empfehlenswert.

4.1.4. Effekte der zusatzlichen retroaktiven Applikation bzw. eines
spezifischen D1-Rezeptoragonisten auf die e-LTP im DH

Die proaktive Wirkung des exogen hinzugefligten DA 45 min vor der LTP-Induktion zeigte im
DH durch eine zusétzliche retroaktive Applikation von DA bzw. NE keine Verstarkung der e-
LTP (Abb. 35, Abb. 36). Mdglicherweise ruft die proaktive Aktivierung des dopaminergen
Systems mit nachfolgendem LTP-Induktionsstimulus bereits eine maximale Ausschopfung der
Systemkapazitat hervor, die durch die zusatzliche Applikation von DA bzw. NE somit nicht

(effektiv) gesteigert werden kann.

Wir konnten weiterhin zeigen, dass das alleinige proaktive DA-Priming 45 min vor der LTP-
Induktion, welches Uber die gesamte longitudinale Achse hinweg effektiv die e-LTP verstarkte,

durch D1-artigen Rezeptoren vermittelt wurde. Die Applikation des D1/D5-Agonisten
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Dihydrexidin (10 pM) anstelle des DA verstarkte ebenfalls ein signifikant die e-LTP (Abb. 42).
Dieses Ergebnis untersttzt die in der Literatur beschriebene modulierende Rolle des DA auf
die hippocampale synaptische Plastizitat, welche vorrangig durch D1/D5-Rezeptoren vermittelt
wird (Roggenhofer et al., 2010; Hansen & Manahan-Vaughan, 2014; Papaleonidopoulos et al.,
2018). Es ist bekannt, dass die Aktivierung der D1-artigen Rezeptoren im DH zur Foérderung
von Aufmerksamkeit, episodischer Gedédchtnisformation, radumlichem Lernen und synaptischer
Plastizitat beitragt (Huang & Kandel, 1995; Xing et al., 2010; da Silva et al., 2012; Kempadoo
et al., 2016). Es konnte gezeigt werden, dass schon eine neue Umgebung (engl. novelty), was
z.B. bei Nagern bereits ein neuer Kafig darstellen kann, geniigt, um die dopaminergen Neurone
zu aktivieren und den Neurotransmitter im Hippocampus vermehrt freizusetzen (Lisman &
Grace, 2005). Li und Kollegen entdeckten an Ratten, dass ein schwacher Tetanus, der allein
selbst nicht in der Lage zur Potenzierung ist, durch eine finfminttige Erkundung einer neuen
Umgebung zu einer stabilen LTP-Induktion in den CA1-Synapsen fihrt - dabei war die
Aktivierung der D1-artigen Rezeptoren flr Verstarkung der LTP-Induktion verantwortlich (Li
etal., 2003). Dies unterstiitzt unsere 0.g. Erkenntnis zur Beteiligung der D1-artigen Rezeptoren
am proaktiven DA-Priming und der somit mit der Metaplastizitat im Zusammenhang stehenden

nachfolgenden Beeinflussung (d.h. VVerstarkung ) der e-LTP.

Zur Analyse der mdglicherweise mit diesen Priming-Experimenten im Zusammenhang
stehende, entlang der longitudinalen Achse bestehenden, unterschiedlichen Expression der D1-
artigen Rezeptoren in der CALl-Region konnte die Anwendung einer quantitativen
Polymerasekettenreaktion (q-PCR) zur Detektion und Quantifizierung von mRNA sowie der
Western Blot zur Proteinanalyse der experimentbezogen stimulierten Hippocampi hilfreich
sein. Dazu sollten nach den durchgefiihrten elektrophysiologischen Messungen die
nachfolgenden Analysen ausschlie3lich anisolierten CAl1-Regionen durchgeflihrt werden. Dies
ermdglicht die Detektion moglicher Veranderungen in der Rezeptoranzahl und -dichte oder der

Signalkaskade, die zu den beobachteten Phanomenen beitragen konnten.

In der Literatur ist beschrieben, dass an den SC-CA1-Synapsen die von der Proteinsynthese
unabh&ngige e-LTP postsynaptisch exprimiert zu sein scheint und folglich bereits existierende
AMPAR phosphoryliert und seitlich verlagert werden oder eine Einlagerung AMPAR-haltiger
Vesikel in die postsynaptische Membran stattfindet (Lu et al., 2014; Edelmann et al., 2017).
Eine wesentliche Rolle fur die synaptische Plastizitat spielt die phosphorylierte AMPAR-UE
GIuR1 (Lee etal., 2003). Ferner ist bekannt, dass durch Aktivierung der D1-artigen Rezeptoren,
in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der NMDAR-UEs, eine erhohte NMDAR-bedingte
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Transmission beobachtet werden konnte (Cepeda et al., 1998; Varela et al., 2009;
Papaleonidopoulos et al., 2018). So werden durch Aktivierung der D1/D5Rs synaptische
Antworten in der CAl-Region durch NR2B-enthaltende NMDARS potenziert, wohingegen
diese durch die NR2A-UE reduziert werden. In der CAl-Region konnte im DH ein héheres
Verhaltnis zwischen NR2B und NR2A-UEs als im VVH beobachtet werden (Pandis et al., 2006;
Papaleonidopoulos et al., 2018). Zur Analyse, ob der hier genutzte LTP-induzierende Stimulus
sowie die Aktivierung der D1-artigen Rezeptoren durch das exogene DA zu unterschiedlichen
Zeitpunkten in der CAl-Region in allen hippocampalen Kompartimenten eine NMDAR-
Abhangigkeit aufweisen, konnte, wie bereits beschrieben, die Nutzung des selektiven
NMDAR-Antagonisten  2-Amino-5-Phosphonovaleriansdure ~ (APV)  hilfreich  sein.
Weiterfiihrend konnten dann zur Detektion moglicher Unterschiede hinsichtlich der Verteilung
der NMDAR-UEs sowohl mittels extrazellularer Feldpotentialmessungen als auch unter
(gleichzeitigem) Einsatz der Patch-Clamp-Technik an Einzelzellen der CAl-Region die
Verwendung selektiver NR2A- bzw. NR2B-Antagonisten von groRem Nutzen sein. Aullerdem
kann Picrotoxin zur Hemmung von GABA-Rs sowie zur Antagonisierung von AMPA- und
Kainat-Rezeptoren NBQX (2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[f]chinoxalin-7-
sulfonamid) verwendet werden. Ferner ist eine Isolierung der untersuchten CAl-Region

empfehlenswert.

4.2. Neuromodulatorische Wirkung von NE auf die e-LTP

4.2.1. Noradrenalin verstarkt proaktiv, 10 min vor LTP-Induktiondiee-LTP

Frihere Studien zeigten, dass die Aktivierung von sowohl pré- als auch postsynaptisch
befindlichen B-adrenergen Rezeptoren die neuronale Erregbarkeit und Transmitterfreisetzung
reguliert und die synaptische Plastizitat im Hippocampus reguliert (zusammengefasst in Miliou
et al., 2021). Aus der Literatur ist ferner auch bekannt, dass sich die adrenerge Transmission
u.a. hinsichtlich der Modulation langanhaltender synaptischer Plastizitat (Papaleonidopoulos &
Papatheodoropoulos, 2018; Miliou et al., 2021), der extrazelluldre Noradrenalinspiegel sowie
der Dichte adrenerger Nerventerminalien (Gage & Thompson, 1980; Miliou et al., 2021)
entlang der septotemporalen Achse unterscheidet undall diese im VH eine starkere Auspragung
zeigen (Miliou et al., 2021). Maity und Kollegen zeigten an Mausen, bei denen flr

elektrophysiologische Messungen die Hippocampi isoliert und transversal geschnitten wurden,
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dass bei einer 15-minitigen Applikation von NE (10 pM) und 30-minitig spater erfolgender
Tetanisation (1x100 Hz) die LTP-Induktion fazilitiert wurde (Maity et al., 2015).

Auf diesen Erkenntnissen der proaktiven Wirkung des NE basierend erfolgte zun&chst im VIH
die Untersuchung des neuromodulatorischen Einflusses des exogen applizierten NE (20 uM)
auf die e-LTP an SC-CA1-Synapsen (Kapitel 3.1.3.). Die 10-minutige Applikation des NE
wurde -wie bereits bei der Applikation von DA beschrieben- zu unterschiedlichen Zeitpunkten

untersucht.

Wir konnten zeigen, dass die proaktive Aktivierung des f-adrenergen Systems im VIH eine
verstarkte e-LTP an den SC-CA1-Synapsen ausloste, effektiv jedoch nur 10 min vor dem LTP-
induzierenden Stimulus (Vgl. Abb. 18, Abb. 19). Die Applikation des exogenen NEs sowohl
zeitgleich mit dem LTP-induzierenden Stimulus als auch retroaktiv zu den o0.g. Zeitpunkten
bedingten keine verstarkenden Effekte auf die e-LTP. Dies legt die Vermutung nahe, dass die
kurze Zeitspanne von 10 min zwischen dem metaplastizittsinduzierenden Ereignis, d.h. NE-
Priming und der LTP-Induktion ausreicht, damit die PRPs in ausreichender Menge fir eine
effektive Wirkung auf die e-LTP vorliegen. Eine verlangerter Zeitraum zwischen vollendeter
NE-Applikation und anschlieRendem LTP-induzierenden Stimulus trifft moglicherweise auf
einen bereits in Gang gesetzten PRP-Mechanismus, der infolge dessen zu einer Erhéhung der

e-LTP nicht mehr modulierend beitragen kann.

4.2.2. Keine e-LTP-verstiarkenden Effekte von Noradrenalin entlang der
longitudinalen Achse

AnschlieBend wurden die neuromodulatorischen Effekte des NE auf die e-LTP ebenfalls im
VH und DH (Kapitel 3.2.3. und Kapitel 3.3.3.) untersucht, um mdogliche Unterschiede entlang
der longitudinalen Achse zu detektieren. Dabei zeigte sich in beiden Regionen durch die pro-
bzw. retroaktive Applikation des exogenen NE keine e-LTP-verstarkende Wirkung (Abb. 26-
Abb. 28; Abb. 32- Abb. 34). Dies legt die Vermutung nahe, dass der im VIH vorliegende
proaktive e-LTP-verstarkende NE-Effekt 10 min vor dem LTP-induzierenden Stimulus (Abb.
19) wahrscheinlich durch vorrangig an intermedidren Hippocampi vorgenommenen
Messungen, die diese LTP-verstdrkende Wirkung zeigten, durchgefihrt wurden. Konkrete
individuelle  vorzunehmende Zuordnungen bzw. Korrelationen hinsichtlich  der
elektrophysiologisch stimulierten Hippocampusregionen und der LTP-Daten in diesem Falle
sind im Nachhinein nicht mehr mdglich. In in-vitro-Untersuchungen der synaptischen

Plastizitat entlang der longitudinalen Achse wurde in der Literatur fir den intermediéren
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Hippocampus eine im Vergleich zum DH schwachere, im Vergleich zum VH stérkere LTP
beschrieben (Milior et al., 2016). Weiterhin ist bei der Interpretation unserer Ergebnisse zu
berucksichtigen, dass sich der angwandte schwache LTP-induzierende Stimulusim VIH (1x100
Hz) zu dem im VH bzw. DH (1x25 Hz) unterscheidet und dies mdglicherweise den dortigen
proaktiven LTP-verstdrkenden Effekt bedingt. Ferner kann in unseren Versuchen nicht
ausgeschlossen werden, dass erhohte Stresslevel der Maduse die LTP beeinflussen. Stress als
biologisch signifikanter Faktor ist in der Lage, kognitive Funktionen und die hippocampale
synaptische Plastizitdt zu beeinflussen (zusammengefasst in Maggio & Segal, 2007).
Untersuchungen durch Maggio und Segal zeigten, dass im VH die im Vergleich zum DH
geringere LTP durch Stress verstarkt wird, wohingegen im DH gegenlaufige Effekte beobachtet
werden konnten (Maggio & Segal, 2007). Zur Uberprifung maglicher stressbedingter Effekte
konnte die individuelle Bestimmung der Corticosteronkonzentration im Blutserum hilfreich

sein.

Die im DH zusatzlich durchgeflihrte kombinierte pro- und retroaktive Applikation mit NE bzw.
DA und einer Mixtur (Mix) beider Catecholamine verstérkte die e-LTP ebenfalls nicht (Abb.
37- Abb. 40).

Die Wirkungen des NE scheinen frequenzabhdangig zu sein, da Katsuki und Kollegen an
Rattenhippocampi -die flr elektrophysiologische Messungen isoliert und transversal
geschnitten wurden- gezeigt haben, dass NE (10 uM) in Kombination mit einem TBS (10 Burts
(oder weniger) mit 4 Trains bei 100 Hz) keine LTP-verstarkende Wirkung hervorruft. Die
Applikation von NE mit einem LTD-induzierenden Stimulus niedriger Frequenz (z.B. 1-3 Hz)
bedingt eine signifikante LTD, wohingegen hohere Frequenzen (z.B. 30 Hz) in einer LTP
resultieren (Katsuki et al., 1997). Die hier erwdhnten héheren Frequenzen sind denen im VH
und DH angewandten LTP-induzierenden Stimuli recht ahnlich. Méglicherweise unterscheiden
sich die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse mit denen von Katsuki und Kollegen
dahingehend, dass -neben der Verwendung von Mause- bzw. Rattenhippocampi- einerseits die
Wirkung des NE konzentrationsabhéngig sein koénnte (in dieser Arbeit wurden 20 pM
eingesetzt) und andererseits der angewandter 1x25 Hz-Stimulus in Kombination mit NE nicht
ausreichend ist, um die in der Publikation 0.g. beschriebenen Effekte einer resultierenden LTP

bzw. deren Verstarkung zu erreichen.
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Zur Klassifizierung der durch die Applikation von NE aktivierten adrenergen Rezeptoren und
der maoglicherweise damit verbundenen Wirkung auf die e-LTP, wurde der B-Agonist
Isoproterenol (ISO, 1 pM) nach proaktiver DA-Applikation mit nachfolgendem LTP-
induzierenden Stimulus anschlieBend retroaktiv appliziert. Eine signifikante Verstarkung der e-
LTP konnte nicht erzielt werden (Abb. 44). Dies kdnnte darin begriindet sein, dass, infolge der
proaktiven Applikation des DA -mit folglich stattfindender Aktivierung der D1/D5Rs und
damit verbundener Signalwegaktivierung- ein LTP-verstarkender Effekt durch die retroaktive
Applikation des ISO nicht mehr méglich war. Durch Gelinas und Nguyen konnte - an isolierten
und transversal geschnittenen M&usehippocampi- gezeigt werden, dass eine alleinige
Applikation von ISO (d.h. ohne plastizitatsinduzierenden Stimulus) keine langanhaltenden
Effekte auf die synaptische Transmission hervorruft. Erfolgte die Applikation von 1SO
zeitgleich gekoppelt mit einem LTP-induzierenden Stimulus (1x100 Hz) -der allein
ausschliellich eine e-LTP bedingt- so konnte eine fur mehrere Stunden anhaltende,
proteinsyntheseabhéngige I-LTP beobachtet werden. Ferner zeigte sich bei zeitgleicher
Applikation von 1SO und der Gabe eines niederfrequenten LTD-induzierenden Stimulus eine
I-LTP (Gelinas & Nguyen, 2005). Dies legt die Vermutung nahe, dass die Aktivierung der 3-
Rezeptoren eine verstarkte e-L TP nur hervorruft, wenn sich diese in einem kurzen zeitlichen
Abstand zu dem plastizitatsinduzierenden Ereignis befindet. Eventuell wére eine reine
proaktive, 10 min vor der LTP-Induktion stattfindende Applikation des ISO oder eines
selektiven Bi-Antagonisten wie z.B. CGP 20712 zur Konkretisierung involvierter aktivierter
Rezeptoren und zur Detektion einer moglicherweise bestehenden unterschiedlichen

Rezeptorverteilung entlang der longitudinalen Achse hilfreich.

Der molekulare Mechanismus hinter der LTP-Aufrechterhaltung ist bislang weitestgehend noch
unverstanden. Es wird angenommen, dass die aktivierten B- Rezeptoren weitere molekulare
Mechanismen in Gang setzen: die Aktivierung von PKA- und ERK-Kaskaden, die
Rekrutierung des Translationsinitiationsfaktors elF4E und die Auslésung der PKA-bedingten
Phosphorylierung der AMPAR, deren Einbau der LTP-Induktion folgend an der Synapse
vorkommt (Maity et al., 2015).

LTP und Spines

Es ist beschrieben, dass die LTP und einige Formen des Lernens mit einer erhohten
dendritischen Spinedichte im Hippocampus assoziiert sind (Engert & Bonhoeffer, 1999; Muller
et al., 2000; Leuner & Shors, 2004; von Bohlen und Halbach et al., 2006). Ferner wird
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angenommen, dass die Dichte der Spines die exzitatorische Inputdichte widerspiegelt (Konur
etal., 2003; von Bohlen und Halbach et al., 2006).

Es ist denkbar, dass sich durch die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Priming-
Experimente morphologische Anderungen an den Spines der apikalen Dendriten zeigen. Bei
dendritischen Spines handelt es sich um kleinste Membranausstiilpungen unterschiedlicher
GroRe und Form, bestehend aus einem ca. 0,05 pum? umfassenden Spinekopf, der am
Dendritenschaft Gber den ca. 0,5um langen Spinehals verankert ist. In der Literatur ist
beschrieben, dass u.a. die GroRe des Spinekopfes und der elektrische Widerstand des
Spinehalses an den apikalen und basalen Dendriten nach distal zunimmt. Durch diese
strukturelle Plastizitdt und hauptsachlich aufgrund der Anatomie des Spinehalses sind sie zur
kompartimentierten Kontrolle der postsynaptischen Ca2*-Konzentration fahig. Ferner ist
bekannt, dass die strukturelle Plastizitat in den CAl-Pyramidenzellen die Aktivierung des
BDNF/TrkB-Signalweges erfordert (Edelmann et al., 2017).

Zur  Uberprifung der  moglicherweise  durch  unsere  elektrophysiologischen
Feldpotentialmessungen hervorgerufenen morphologischen Verdnderungen der Spines wére
nach Abschluss der elektrophysiologischen Messungen die Durchfuhrung der klassischen
Golgi-Impréagnation zur Visualisierung dendritischer Spines in den akuten Hirnschnitten mit
lichtmikroskopischer Analyse zielfiihrend (z.B. Harris et al., 1980). Mdglicherweise kdnnten
die neuromodulatorisch wirkenden Neurotransmitter DA und NE nicht nur Einfluss auf die
synaptische Plastizitdt von SC-CA1-Synapsen haben, sondern auch Unterschiede in der

Spineform, -dichte, und Spinelange -auch entlang der longitudinalen Achse- bedingen.

4.3. Gleiche Verarbeitung des LTP-induzierenden Stimulus der

SC-CA1-Synapsen und Analyse des L TP-Expressionsortes

Zur Analyse, ob und wie die SC-CA1-Synapse fahig ist, dem LTP-induzierenden Stimulus zu
folgen, wurde die synaptische Ermidung untersucht. Diese ist ein vorrangig prasynaptisches
Phanomen (zusammengefasst in Pozzo-Miller et al., 1999) und spiegelt die Effizienz der
Glutamatausschuttung wahrend repetitiver synaptischer Stimulation, z.B. wahrend der LTP-
Induktion, wider (Schildt et al., 2013). Die synaptische Ermidung beruht infolge der

wiederholten hochfrequenten Stimulation auf der Erschopfung des leicht freisetzbaren
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Speichers (engl. readily releasable pool) oder der angedockten Vesikel. Die Fusionsrate (alle
10 ms) bei einer Stimulation von 100 Hz (bersteigt die Rate des Vesikeltransports, der
Endozytose oder der Vesikelmobilisation aus dem Reservespeicher in den freisetzbaren
Speicher, wodurch die Anzahl angedockter Vesikel als ratenlimitierender Faktor gilt

(zusammengefasst in Pozzo-Miller et al., 1999).

Wir beobachteten nach beginnender Fazilitierung im Allgemeinen eine graduelle Reduktion der
fEPSP-Antworten in den untersuchten Gruppen, die sich in den untersuchten Pulsnummern (bis
auf einige Ausnahmen) nicht signifikant voneinander unterschieden. Wéhrend der 10-
minutigen Applikation von NE konnten im VIH (LTP-Induktion: 1x100 Hz-Stimulus; bei PT
des NE: 45 min vor 1x100 Hz sowie bei PT des NE: mit 1x100 Hz) und im VH (LTP-Induktion:
1x25 Hz-Stimulus; bei PT des NE: 45 min vor 1x25 Hz) bei lediglich jeweils einer Pulsnummer
statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrollmessung festgestellt werden. Diese statistisch
signifikanten Differenzen einzelner individueller Pulsnummern kénnen aufgrund des geringen
prozentualen Anteils bezogen auf die Anzahl der Gesamtpulse auf biologischer Ebene jedoch
vernachlassigt werden. Folglich unterschied sich die Gesamtverarbeitung des LTP-
induzierenden Stimulusan den SC-CA1-Synapsen nicht. Daher kénnen (auch) die signifikanten
Unterschiede in der e-LTP nicht in einer unterschiedlichen Verarbeitung des LTP-

induzierenden Stimulus begriindet liegen.

Zur Bestimmung des LTP-Expressionsortes wurde die Paarpuls-Stimulation unter Berechnung
des Paarpuls-Verhéltnisses (PPR, bei ISI 50 ms) vor und nach der LTP analysiert. In unseren
Versuchen zeigte sich im Allgemeinen nach der LTP eine (teilweise signifikante) Zunahme des
PPR im Vergleich zu vor der LTP. Dabei ist zu berlcksichtigen, dass ausschlieRlich diejenigen
Daten einer Ableitung ausgewertet wurden, bei der PPR-Anderungen von fEPSP-Amplitude
und -Slope einen &hnlichen Verlauf aufwiesen. Dies verhinderte die Fehleinschatzung des PPR
durch den generellen Ausschluss des Populationsspikes, allerdings wurde dadurch die Anzahl

der analysierten Hirnschnitte einzelner Gruppen verringert.

Ein hohes PPR weist auf eine geringe Wahrscheinlichkeit der initialen Transmitterfreisetzung
der prasynaptischen Terminalie hin (Santschi & Stanton, 2003). Ob die pra- und/oder
postsynaptische Seite flr die LTP-Auspragung verantwortlich ist, wird bis zum gegenwartigen
Zeitpunkt in der Literatur kontrovers diskutiert (z.B. Tahmasebi etal., 2016). Es ist beschrieben,

dass Veranderungen in den Mechanismen der prasynaptischen Transmitterfreisetzung in einem
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veranderten PPR resultieren und bei ausschlielich postsynaptischen Mechanismen das PPR
relativ unbeeinflusst bleibt (zusammengefasst in Hsu & Huang, 1997). Ein vermindertes PPR
sollte beobachtbar sein, wenn die LTP eine présynaptische Erhéhung in der Wahrscheinlichkeit
der Transmitterfreisetzung bedingt (Santschi & Stanton, 2003). PPR-Anderungen konnen mit
der relativen Freisetzungswahrscheinlichkeit einer Synapse korrelieren (und somit
prasynaptische Verdnderungen widerspiegeln), aber auch durch rasche Veranderungen
postsynaptischer Rezeptoren (z.B. Einbau von AMPAR) hervorgerufen werden

(zusammengefasst in Glasgow et al., 2019).

Die konkrete Interpretation unserer Ergebnisse ist im Rahmen der durchgefiihrten
Feldpotentialmessungen nicht moglich, da das PPR -aufgrund des nicht reinen prasynaptischen
Phanomens- als alleiniger Parameter jedoch nur zur ungefahren Abschatzung des LTP-
Expressionsortes dient. Zur Konkretisierung ist der Einsatz der Patch-Clamp-Technik hilfreich:
so konnte daher u.a. die Bestimmung des AMPA/NMDA-Verhéltnisses sowie eine
pharmakologische Intervention z.B. durch Hemmung des Einbaus postsynaptischer AMPAR in
die PSD mittels Pep-1-TGL (Edelmann et al., 2015) weiterfuhrend genaueren Aufschluss tiber

den LTP-Expressionsortes geben.

4.4. BDNF scheint nicht als plastizitatsrelevantes Protein (PRP) der

e-L TP zu agieren

Fur eine langanhaltende I-LTP wird die de-novo Proteinsynthese benétigt, dessen Initiation
durch die Signalkaskadenaktivierung der potenzierten Synapsen erfolgt (zusammengefasst in
Bin lbrahim et al., 2022). Dabei stellen plastizitatsrelevante Proteine (engl. plasticity related
proteins, PRPs) sog. ,,molekulare Akteure* dar, die nach der Potenzierung synthetisiert oder
aktiviert werden und denen somit eine wichtige Rolle bei der Induktion und Aufrechterhaltung
der I-LTP zugeschrieben wird. So konnten als Kandidaten fiir die Aufrechterhaltung der I-LTP
u.a. das Protein Arc, die PKM( und das BDNF bereits beschrieben werden (zusammengefasst
in Bin lbrahim et al., 2022).

BDNF ist ein zur Gruppe der Neurotrophine gehorendes Protein (Lindsay et al., 1993; Williams
& Undieh, 2009), welches im ZNS weit verbreitet ist und bei der Entwicklung, fir die
Differenzierung und das Uberleben sowie fiir die Aufrechterhaltung von vielen neuronalen

Populationen eine wichtige Rolle spielt (zusammengefasst in Brigadski & Lessmann, 2014). Es
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ist beschrieben, dass die BDNF-Freisetzung und die damit einhergehende Akkumulation im
Extrazellularraum durch Stimulationsprotokolle, die zur LTP-Induktion genutzt werden (wie
einem hochfrequenten Stimulus (HFS) oder TBS (engl. theta burst stimulation)), aber auch
mittels spontaner synaptischer Netzwerkaktivitdt oder durch Depolarisation von
hippocampalen Neuronen induziert wird (Kolarow et al., 2007; Kuczewski et al., 2008a, 2008b;
Edelmann et al., 2015; Brigadski & Lessmann, 2020). Ferner ist BDNF zur Modulierung der
Induktion und Aufrechterhaltung der LTP fahig (Figurov et al., 1996; Patterson et al., 1996;
Pang et al., 2004; Cooke et al., 2014).

Wir analysierten die BDNF-Konzentrationen im Homogenat derjenigen dorsalen Hippocampi,
bei denen die in Kapitel 3.3.5. bis 3.3.7. aufgefuhrten Experimente an akuten dorsalen
Hirnschnitten durchgefiihrt wurden. Dabei konnten wir experimentbezogen lediglich
Unterschiede im BDNF-Gehalt bei der kombinierten Applikation durch den B-Agonisten
Isoproterenol (1SO) (d.h. Applikation des DA 45 min vor und ISO 45 min nach dem LTP-
induzierenden Stimulus) im Vergleich zur Kontrollmessung unter Stimulationsbedingungen
(_Stimulation) feststellen (Abb. 44). Dies deutet darauf hin, dass fir eine Erhéhung der BDNF-
Level im gesamten Hippocampus die Aktivierung des dopaminergen Systems (vor dem LTP-
induzierenden Stimulus) mit einer anschlielenden Aktivierung des adrenergen Systems durch
den B-Agonisten 1SO erforderlich ist. Jedoch ist die konkrete Interpretation dieses Ergebnisses
aufgrund der im Rahmen dieser Dissertation nicht bzw. nicht in ausreichender Menge
gewonnenen BDNF-Konzentrationsdaten zu Messungen, bei der eine alleinige proaktive DA-
Applikation 45 min vor der LTP-Induktion stattfand, im Rahmen dieser Dissertation nicht
maoglich. Diese Daten sind jedoch im Hinblick auf die in der Literatur beschriebene Fahigkeit
des DA, konzentrationsabhangig tber die Aktivierung von D1-artigen Rezeptoren die BDNF-
Expression u.a. im Hippocampus in-vitro zu modulieren (Juric et al., 2006; Williams & Undieh,
2009) und somit als PRP zu agieren, noétig. Ferner, um den Effekt der Aktivierung des
noradrenergen Systems durch den B-Agonisten 1SO auf die BDNF-Konzentrationsmengen
detaillierter zu beschreiben und aussagekréftige Schlussfolgerungen zu ziehen. Neben der
bereits im Kapitel (4.1.) beschriebenen Fazilitierung der LTP durch DA in-vitro konnte durch
Rossato und Kollegen dies ebenfalls in-vivo in Form eines verbesserten Langzeitgedéachtnisses
(engl. long-term memory) gezeigt und eine Erhohung der BDNF-Level beobachtet werden
(Rossato et al., 2009).
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Der Vergleich der BDNF-Konzentrationen zwischen allen 0.9. experimentbezogen
untersuchten dorsalen Hippocampi ergab eine signifikant erhéhte Konzentration unter dem
zusétzlich retroaktiven Einfluss des f-Agonisten ISO (d.h. Applikation des DA 45 min vor und
ISO 45 min nach dem LTP-induzierenden Stimulus) im Vergleich zu den entsprechenden
Messungen mit NE. Dieser Effekt zeigte sich sowohl in denjenigen Hippocampi, an denen die
elektrophysiologischen Messungen durchgefiihrt wurden (_Stimulation) als auch in denen ohne
jegliche Stimulation (_passiv) (Abb. 45). Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung der -
Rezeptoren durch den exogen hinzugefligten Agonisten eine starkere Ausschittung von BDNF
bedingten als das exogene NE selbst. Da die BDNF-Konzentrationserh6hungen auch ohne die
kontinuierliche elektrophysiologische Stimulation (_passiv) beobachtet wurden, ist davon
auszugehen, dass der B-Agonist 1SO allein bereits eine Ausschiittung von BDNF bedingt. Um
aussagekraftigere Schlussfolgerungen hinsichtlich der Beteiligung des BDNF als PRP ziehen
zu konnen, ware wie bereits oben erwahnt, auch hier die Analyse des alleinigen NE-Primings,
mit Rlcksicht auf den Prozess der Metaplastizitat, vor dem LTP-induzierenden Stimulus
hilfreich. Weiterhin sollte ebenfalls der BDNF-Gehalt nach alleiniger Applikation von 1SO
moglichst vor dem LTP-induzierenden Stimulus (d.h. ohne vorherige proaktive DA-
Applikation) bestimmt werden, um konkretere Aussagen hinsichtlich der PRP-Beteiligung des
BDNF treffen zu kdnnen.

In dieser Arbeit wurden die BDNF-Proteinexpressionen im Homogenat der gesamten dorsalen
Hippocampi  analysiert, wodurch mdgliche intrahippocampale, regionsspezifische
Verdnderungen unter Umstdnden verdeckt wurden. Dazu wére es nach Abschluss der
elektrophysiologischen Messungen sinnvoll, die hippocampalen Hirnschnitte in die Regionen
DG, CAL und CA3 zu mikrodissektieren, um anschliefend regionsindividuell die Bestimmung
der BDNF-Proteinkonzentrationen vorzunehmen. Da wahrend der LTP die BDNF-mRNA
hochreguliert wird (Castrén et al., 1993; Patterson et al., 1996; Cooke et al., 2014), die fir die
Proteinsynthese bendtigt wird, ist auBerdem an den elektrophysiologisch verwendeten
Schnitten nach Mikrodissektion die regionsspezifische Detektion und Quantifizierung der
BDNF-mRNA durch quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (engl. real-time
quantitative PCR, RT-gPCR) interessant, um diese anschlieBend mit den 0.g. BDNF-
Proteinkonzentrationen in den hippocampalen Regionen und entlang der longitudinalen Achse
zu vergleichen. Bei der LTP-Auslosung erfolgt die Freisetzung von endogenem BDNF, welches
innerhalb kurzer Zeit den Einbau neuer AMPARS in die Postsynapse bedingt (z.B. Edelmann
et al., 2015; zusammengefasst in Brigadski & Lessmann, 2014). Zur weiterfihrenden

Untersuchung der neuromodulatorischen und metaplastischen Wirkung des DA- bzw. NE-
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Primings auf die e-LTP und BDNF-Expression wére z.B. mithilfe simultaner Feldpotential- und
Patch-Clamp-Ableitungen die Analyse der Zusammensetzung der NMDAR- (NR1, NR2A und
B) und AMPAR- (GluR1-4)-UEs auf Einzelzellebene empfehlenswert, um die zeitabhangigen
Effekte der Neuromodulatoren (d.h. vor dem plastizitatsinduzierenden Ereignis) postsynaptisch
weiter exakter zu klassifizieren. Damit kann beispielsweise eine Bestimmung der Subtypen neu

eingebauter AMPAR erfolgen.

Es ist beschrieben, dass in den apikalen Dendriten BDNF fir die Induktion und
Aufrechterhaltung der DA-abhéngigen LTP essentiell ist. So konnte durch Navakkode und
Kollegen gezeigt werden, dass die Entstehung und der Erhalt der DA-abhdangigen LTP in den
basalen Dendriten nicht beeinflusst wurde -wohl aber in den apikalen Dendriten- wenn BDNF-
vermittelte Aktionen gehemmt wurden (Navakkode et al., 2012). Wir analysierten die BDNF-
Gehalte auch derjenigen Hippocampi, an denen zuvor die elektrophysiologischen
Feldpotentialmessungen im Stratum radiatum zur Registrierung synaptischer Aktivitat im
apikalen dendritischnen Bereich der CAl1-Pyramidenzellen durchgefiuhrt wurden.
Maoglicherweise folgt die LTP an den apikalen Dendriten in unseren Experimenten einem
BDNF-abhéngigen Signalweg (Navakkode et al., 2012). Es konnte eindeutig nachgewiesen
werden, dass der BDNF-Signalweg ber die TrkB-Rezeptoren an der klassischen LTP beteiligt
(zusammengefasst in  Edelmann & Lessmann, 2018) und ebenfalls  mit
hippocampusabhdngigem Lernen assoziiert ist (von Bohlen und Halbach et al., 2006). Ferner
ist bekannt, dass fur die Aufrechterhaltung bestimmter Formen der I-LTP die kontinuierliche
Aktivierung von BDNF-Rezeptoren notwendig ist (Huang & Kandel, 1995; Navakkode et al.,
2012). Um aussagekréfige Schlussfolgerungen ziehen zu konnen, sind langerdauernde LTP-

Messungen und die Determination phosphorylierter TrkB-Rezeptoren empfehlenswert.

4.5. Vergleichende Untersuchungen (der Kurzzeitplastizitat) unter

dem Einfluss von Vit. C entlang der longitudinalen Achse

Das wasserlosliche Vit. C ist ein in biologischen Systemen natirlich vorkommender freier
Radikalfanger (Vaziri & Sica, 2004; Karamian et al., 2015) mit antioxidativen Eigenschaften
(Ramanathan et al., 2002; Patra & Swarup, 2004; Karamian et al., 2015). Zahlreiche Studien
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zeigen, dass alterungsbedingte kognitive Stérungen durch die langanhaltende Gabe von
Antioxidantien (wie z.B. Vit. C oder Trolox) abgeschwacht werden konnen (Fukui etal., 2002;
Head, 2009; Clausen et al., 2010; Yang et al., 2010) und diese somit auf das alternde Gehirn
einen positiven (praventiven) Einfluss haben (Yang et al., 2010). Allerdings gibt es Hinweise
darauf, dass Vit. C unter physiologischen Bedingungen zur direkten Beeinflussung der
Neurotransmission durch Beteiligung an der Synthese, Freisetzung und Aufnahme von
Catecholaminen sowie der Modulation der GABA-, NMDA- und Dopaminrezeptoren sowie
der T-Typ Ca?*-Kanale in der Lage ist (zusammengefasst in Heruye et al., 2022). Durch Heruye
und Kollegen konnte gezeigt werden, dass Vit. C die synaptische Starke, die Paarpuls-fEPSPs
sowie durch einen TBS-induzierten Stimulus die STP und LTP reduziert (Heruye et al., 2022).

Zur Uberprifung der basalen synaptischen Transmission an SC-CA1-Synapsen bzw. deren
mogliche Beeintrachtigung wurde zu Beginn eines jeden Experiments eine Reiz-Reaktions-
(1/0-) Kurve durchgefihrt.

Beim Vergleich der verschiedenen Regionen des Hippocampus (VIH, VH und DH), zeigte sich
sowohl mit als auch ohne Zusatz von Vit. C der flachste Kurvenverlauf im DH, der sich von
den beiden anderen Regionen signifikant unterschied (Abb. 46). In Bezug auf das Nicht-/ bzw.
Vorhandensein von Vit. C unterschieden sich im DH beide Kurvenverldufe bei einer
Stimulationsstdrke von 200 pA signifikant voneinander, was jedoch keine biologische
Relevanz hat. Dieser Kurvenverlauf ist atypisch zu den bereits beschriebenen publizierten
Erkenntnissen verschiedener Arbeitsgruppen, die generell eine geringere synaptische
Ubertragung im VH als im DH zeigten (z.B. Papatheodoropoulos, 2015). Es muss jedoch
erwahnt werden, dass im Rahmen der bereits publizierten Untersuchungen die Hippocampi fir
elektrophysiologische Messungen isoliert, d.h. aus den Nagergehirnen herausgetrennt und
anschlielend regionsspezifische Schnitte angefertigt wurden. Zur Aufrechterhaltung eines
gesunden Gewebes und der funktionellen Konnektivitédt innerhalb des Hippocampusnetzwerkes
nutzten wir akute Hirnschnitte unisolierter, d.h. in seiner anatomischen Lage zu umliegenden
Hirnstrukturen verbleibenden Hippocampi. Moglicherweise kann dies zu unterschiedlichen
Ergebnissen in der synaptischen Ubertragung filhren. Generell ist zusatzlich die
unterschiedliche Zahl der verwendeten Hirnschnitte/ Tiere in den jeweiligen Regionen des

Hippocampus zu berticksichtigen.
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Zur Uberprifung einer moglicherweise veranderten Wahrscheinlichkeit der prasynaptischen
Transmitterfreisetzung in den verschiedenen Regionen des Hippocampus wurde die Paarpuls-
Stimulation zur Berechnung des PPR vorgenommen. Diese beschreibt eine voriibergehende
aktivitdtsabhéngige Verdnderung in der synaptischen Effizienz (Zucker & Regehr, 2002;
Papatheodoropoulos, 2015), die mechanistisch durch die sog. Rest-Calcium-Hypothese erklart
werden kann (Katz & Miledi, 1968; Zucker & Regehr, 2002; Papatheodoropoulos, 2015). Diese
besagt, dass das durch den ersten Stimulus eingestromte und restliche, in der Présynapse
verbleibende Ca?* infolge des zweiten zeitnahen Stimulus -der ebenfalls mit einem erneutem
Ca?*-Einstrom verbunden ist- eine nichtlineare lonensummation und folglich eine erhohte
Transmitterfreisetzung wéahrend dieses Stimulus bedingt. Die intrazellulare Erhéhung der Ca?*-

Konzentration halt nur wenige Millisekunden an (Papatheodoropoulos, 2015).

In unseren Experimenten konnte eine Paarpulsbahnung an den SC-CAZ1-Synapsen in allen
Regionen des Hippocampus beobachtet werden (Abb. 46). Der Fazilitierungsgrad (PPR) im DH
war signifikant grofer als im VH, im VIH liegt dieser zwischen den Werten des VH und DH.
Dies deckt sich mit bereits beschriebenen Beobachtungen in in-vitro-Studien an isolierter
Rattenhippocampi (z.B. Papatheodoropoulos & Kostopoulos, 2000) sowie in-vivo-Studien
lebender Ratten (z.B. Maruki et al., 2001) und spiegelt regionale hippocampale Unterschiede
in der Wahrscheinlichkeit der hauptsachlichen présynaptischen Transmitterfreisetzung wider
(Zucker, 1989; Maruki et al., 2001). Damit deutet die in den Experimenten gezeigte starkere
PPR im DH auf eine schwachere Transmitterfreisetzungswahrscheinlichkeit hin, da das
Ausmal der Fazilitierung in einem umgekehrten Verhaltnis zu dieser steht (Katz & Miledi,
1968; Dobrunz & Stevens, 1997; Papatheodoropoulos, 2015).

Wir konnten zeigen, dass die akute Applikation von Vit. C auf die e-LTP keinen Einfluss hatte
(Abb. A 2). Dies steht im Einklang mit den Untersuchungen durch Yang und Kollegen, die
mithilfe der an Hippocampi d&lterer Ratten in der CALl-Region durchgeflhrten
Feldpotentialmessungen (unter Induktion einer NMDAR-abhéngigen LTP durch eine Theta-
Burst-Stimulation (TBS)) mit unterschiedlichen Vit. C-Konzentrationen (10, 50 und 250 uM)
ebenfalls keine Veranderungen in der LTP zeigen konnten (Yang et al., 2010). Gegensatzlich
dazu stehen die Erkenntnisse von Heruye und Kollegen, die an juvenilen Mausen durch Gabe
eines TBS eine reduzierte LTP im Rahmen von Felpotentialmessungen bebobachteten (Heruye
etal., 2022). Zur Testung einer bestehenden NMDAR-Abhéngigkeit unseres verwendeten LTP-
induzierenden Stimulus 1x100 Hz ist eine Inkubation des selektiven NMD AR-Antagonisten 2-

Amino-5-Phosphonovaleriansaure (APV) empfehlenswert, da bekannt ist, dass NMDARSs in
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der Kontrolle zahlreicher physiologischer Funktionen wie synaptischer Plastizitdt und dem
Gedé&chtnis eine zentrale Rolle spielen, dessen Rezeptoraktivierung fir die LTP-Induktion
essentiell ist. Eine Unterfunktion dieser Rezeptoren wurde in gealterten Tieren und Patienten
mit alterungsbedingten neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet (zusammengefasst in
Yang et al., 2010).

4.6. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertationsschrift wurde der ,,Behavioral Tagging“-Prozess mithilfe
elektrophysiologischer und molekularbiologischer Methoden auf synaptischer Ebene im
zelluldaren Modell charakterisiert: der neuromodulatorische zeitabhdngige Einfluss der
Neurotransmitter DA und NE wurde auf die synaptische Plastizitat hinsichtlich moglicherweise
zeitabhangig vorliegender Unterschiede entlang der hippocampalen longitudinalen Achse

untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass

* eine proaktive, 45 min vor dem LTP-induzierenden Stimulus stattfindende Applikation von
exogenem DA Uber die longitudinale Achse hinweg zu einer Verstarkung der e-LTP flhrt.
Sowohl eine aktive (d.h. zeitgleich mit) als auch retroaktive (d.h. nach der LTP-Induktion

stattfindende) Applikation bedingt keine e-LTP-verstarkende Wirkung.

* der proaktive e-LTP-modulierende Effekt des exogenen DA (unter Verwendung des D1/D5-
Agonisten Dihydrexidin) durch D1-artige Rezeptoren vermittelt wird. Weiterfiihrende
Untersuchungen hinsichtlich der NMDAR-Abhangigkeit des genutzten LTP-induzierenden
Stimulus sowie der Aktivierung der D1l-artige Rezeptoren durch das exogene DA zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in den hippocampalen Kompartimenten sind von groRer
Bedeutung. Hierzu ist die Nutzung des selektiven NMDAR-Antagonisten 2-Amino-5-
Phosphonovaleriansdaure (APV) sowohl bei Feldpotentialmessungen als auch unter
zeitgleichem Einsatz der Patch-Clamp-Technik an Einzelzellen der isolierten CAl-Region
empfehlenswert, um die unter diesen Versuchsbedingungen vermutlich differenziell aktivierte
Signalkaskaden ndher zu untersuchen. Im Zuge der Patch-Clamp-Experimente kann zur
Bestimmung der Zusammensetzung der NMDAR-UEs in den verschiedenen Regionen die
Verwendung selektiver NR2A- bzw. NR2B-Antagonisten von groflem Nutzen sein; zur
Hemmung von GABA-R sollte Picrotoxin sowie zur Antagonisierung von AMPA- und Kainat-

Rezeptoren NBQX (2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[f]chinoxalin-7-sulfonamid)
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Verwendung finden. Die Nutzung von D2-artigen Rezeptorantagonisten wie Sulpirid oder
Domperidon wirden den im Rahmen dieser Arbeit gezeigten, D1/D5-Rs vermittelten Effekt
weiter unterstiitzen. Um maoglicherweise mit diesen durchgeftihrten Priming-Experimenten im
Zusammenhang stehende, entlang der septotemporalen Achse bestehende unterschiedliche D1-
R-Expression in der CAl-Region zu detektieren, kann die quantitativen
Polymerasekettenreaktion (q-PCR) sowie der Western Blot an isolierten CA1-Regionen nach

den elektrophysiologischen Messungen Anwendung finden.

* eine kombinierte pro- und retroaktive Applikation von DA bzw. NE (im DH) keine

Verstarkung der e-LTP zur Folge hat.

* eine proaktive Applikation von exogenem NE nur im vental-intermedidren Hippocampus
(VIH) die e-LTP verstarkt. In den beiden anderen Regionen des Hippocampus (VH und DH)
konnte sowohl eine pro-, retroaktive als auch kombinierte Applikation des NE (hier im DH)
keine weitere Verstarkung der e-LTP hervorbringen. Eine Gber B-Adrenorezeptoren vermittelte
Aktivierung konnte (durch retroaktive Applikation des B-Agonisten Isoproterenol (ISO) nach
proaktiver DA-Applikation) nicht eindeutig signifikant belegt werden. Mdglicherweise kann
zur Konkretisierung involvierter aktivierter Rezeptoren und entlang der septotemporalen Achse
bestehender Unterschiede eine reine proaktive, 10-min vor dem LTP-induzierenden Stimulus
ablaufende Applikation des B-Agonisten ISO oder selektiven B1-Antagonisten wie z.B. 1-[2-
((3-Carbamoyl-4-hydroxy)phenoxy)ethylamino]-3-[4-(1-methyl-4-trifluoromethyl-2-
imidazolyl)phenoxy]-2-propanol dihydrochlorid (CGP 20712) hilfreich sein.

* unter Einfluss des pB-Agonisten I1SO im Vergleich zum exogenen NE sowie in
Zeitabhéangigkeit der kombinierten pro- und retroaktiven Applikation der Catecholamine eine
erhohte BDNF-Konzentration zu verzeichnen war. Es ist zu beriicksichtigen, dass in dieser
Arbeit im Homogenat der gesamten (dorsalen) Hippocampi die BDNF-Proteinexpressionen
analysiert wurden. Zur abschliefenden Klarung der Beteiligung des BDNF als Kandidat eines
PRP bedarf es weiterer Untersuchungen. Hinsichtlich der regionsindividuellen Bestimmung der
BDNF-Proteinkonzentrationen zur Untersuchung differentiell regulierter BDNF-Expression in
den hippocampalen Regionen ware es daher sinnvoll, die hippocampalen Hirnschnitte nach
Abschluss der elektrophysiologischen Messungen in die Regionen DG, CAl und CA3 zu
mikrodissektieren. Weiterhin ware zur regionsspezifischen Detektion und Quantifizierung der
BDNF-mRNA die Anwendung der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (engl.
real-time quantitative PCR, RT-qPCR) zielfuhrend.
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5. Anlage — Daten der statistischen Analyse

Kapitel 3.1. Ventral-intermediarer Hippocampus (VIH)

-zu Kapitel

3.1.1.:

In Abb. A 1 sind die experimentzugehdrige Reiz-Reaktionskurve und das Paarpulsverhaltnis
(PPR -ISls: 20, 50, 100 und 200 ms) zusammengefasst dargestellt.
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Abb. A 1: Darstellung der basalen synaptischen Transmission sowie PPR bei verschiedenen ISls.
(a) Verlauf der Reiz-Reaktionskurve.
(b) Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen IS1"s 20, 50, 100 und 200 ms.

Statistische Analyse der synaptischen Ermidung des 3x100 Hz und 1x100 Hz-Stimulus

Pulsnummer | 3x100 Hz | 1x100 Hz | Statistischer Test p-Wert | Statistische
(Zweistichproben-t-Test: ,,tqn™ Signifikanz
bzw. Mann-Whitney-U-Test:

’7U“)

C2 0,85 1,21+0,2 | U=8 0,0103 | *

C10 0,58+0,1 |0,72 tas= 1,031 0,3190 | ns

C50 -0,13+0,1 | -0,15+0,2 | tus=1,769 0,0973 | ns

C100 -0,12+0,1 | -0,17£0,1 | U=19 0,1732 | ns
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- zu Kapitel 3.1.2.:

In Abb. A 2 ist der Einfluss des Vit. C im Hinblick auf die basale synaptische Transmission,
PPF, synaptische Ermidung, LTP sowie das erneute PPR bei einem ISI von 50 ms dargestellt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass:

* Vit. C keine signifikanten Anderungen in der basalen synaptischen Transmission (Abb. A 2

a) hervorruft.

*das PPR bei den ISIs von 20,50 und 100 ms zwischen beiden Gruppen gleich ist, diese sich
lediglich bei einem ISI von 200 ms unterscheidet (Abb. A 2 b).

* bei den untersuchten Pulsnummern 50 und 100 des LTP-induzierenden Stimulus wurden
signifikante Anderungen festgestellt (Abb. A 2 c).

*Vit. C hat auf den Verlauf und die Starke der e-LTP keinen Einfluss (Abb. A2 d und e; 1x100
Hz ohne Vit. C: n=6/5, LTP 128,2 + 10,0 %, 1x100 Hz mit Vit. C: n=14/8, LTP 1423 £ 14,4
%, Mann-Whitney-U-Test U= 41, p=0,9248).

* fas PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP unterschied sich nur in Anwesenheit
von Vit. C signifikant (Abb. A 2 f).

Statistische Analyse der Reiz-Reaktionskurven

Stimulations- | mit Vit.C ohne Vit. C | Statistischer Test p-Wert Statistische
starke (Zweistichproben-t- Signifikanz
Test: ,,t@n" bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
100 pA 204+05 |139+03 |U=41 0,9248 ns
200 pA 3,18+0,6 |[2,09+04 |U=29 0,3032 ns
300 pA 380+06 |[288+06 |tus=0,9216 0,3689 ns
400 pA 405+06 |31+£06 tae)= 0,9974 0,3318 ns
Statistische Analyse des PPR
Interstimulus- | 1x100 Hz | 1x100 Hz - | Statistischer Test p-Wert Statistische
Intervall (IS1) | - mit Vit. | ohne Vit. (Zweistichproben-t- Signifikanz
C C Test: ,,t@n" bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
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20 ms 1,70+0,3 | 1,47+0,2 | U=42 >0,9999 | ns
50 ms 1,75+0,2 | 151+0,1 | U=30 0,3345 ns
100 ms 1,49+0,1 | 128+0,1 |U=25 0,1699 ns
200 ms 1,19 1,07 U=18 0,0490 *

Statistische Analyse der synaptischen Ermiudung

Pulsnummer | Statistischer Test p-Wert Statistische
(Zweistichproben-t-Test: ,,tn" Signifikanz
bzw. Mann-Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 U= 37 0,7043 ns

C10 U= 37 0,7037 ns

C50 U= 17 0,0389 *

C100 U=14 0,019 *

Statistische Analyse der PPR bei einem ISI von 50 ms vor und nach der LTP

Protokoll Statistischer Test p-Wert Statistische
(gepaarter t-Test: ,,tn™ Signifikanz
bzw. Wilcoxon-Test: ,,W*)

1x100 Hz - | W=105 0,0001 il

mit Vit. C

1x100Hz - | W=15 0,0625 ns

ohne Vit. C
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Abb. A 2: Untersuchung des Einflusses von Vit. C auf die basale synaptische Transmission, PPR,
synaptische Ermidung, LTP und PPR bei ISI 50 ms vor und nach der LTP.

Dargestellt sind die Gruppen Kontrolle (1x100 Hz) mit Vit. C (schwarz, n=14/8) und Kontrolle (1x100
Hz) ohne Vit. C (dunkelgrau, n=6/5).

(a) Verlauf der Reiz-Reaktionskurven: es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden
(p>0,05).

(b) Darstellung der PPR unter Verwendung der verschiedenen ISls 20, 50, 100 und 200 ms: signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen konnten bei einem IS1 von 200 ms gezeigt werden (p< 0,05 (*)).
Bei allen anderen ISls unterschieden sich die beiden Gruppen nicht (p>0,05).

(c) Die Anwesenheit von Vit. C zeigte eine teilweise veranderte synaptische Ermidung der SC-CAL-
Synapsen. Die Balkendiagramme stellen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert) der
fEPSP-Antworten der verschiedenen Pulsnummern (2, 10, 50 und 100) dar. Es konnten beim 50. Und
100. Puls signifikante Unterschiede gezeigt werden (p< 0,05 (*)). In allen anderen Pulsnummern
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unterschieden sich die beiden Gruppen nicht (p> 0,05).

(d) Zeitlicher Verlauf der LTP-Messung; exemplarische Darstellung von repréasentativen originalen
Feldpotentialspuren der letzten 10 min der Baseline-Messung (1) sowie die der letzten 10 min der
gesamten Messung (2); links: mit Vit, C, rechts: ohne Vit. C; Malistabsbalken: 1 mV/ 5 ms.

(e) Balkenstreudiagramm der erreichten Potenzierung wahrend der letzten 10 min der Messung.
Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (p> 0,05).
(f) Teilweise signifikante Anderungen im PPR bei 1SI 50 ms vor und nach der LTP. Es wurde ein
signifikanter Unterschied im PPR unter Einfluss des Vit. C gezeigt (p< 0,001 (***)). In der
Teilabbildung rechts sind exemplarisch reprasentative originale Feldpotentialspuren nach
Paarpulsstimulation mit einem IS1 von 50 ms vor (hellgrau) und nach der LTP (ohne Vit. C: dunkelgrau;
mit Vit. C: schwarz) dargestellt; oben: mit Vit. C, unten: ohne Vit. C; Mal3stabsbalken: 1 mV/ 10 ms.

In Abb. A 3 ist die basale synaptische Transmission und das PPR (ISlIs: 20, 50, 100 und 200
ms) der untersuchten Gruppen der Kontrolle und der der kontinuierlichen Anwesenheit von DA

dargestellt.
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Abb. A 3: Darstellung der basalen synaptischen Transmission und PPR bei verschiedenen ISIs
der untersuchten Gruppen der Kontrolle (schwarz, n= 14/ 8) und der der kontinuierlichen
Anwesenheit von DA (grin, n=11/5).

(a) Verlauf der Reiz-Reaktionskurven: es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden
(p>0,05).

(b) Darstellung der PPR unter Verwendung der verschiedenen ISIs 20, 50, 100 und 200 ms: es wurden
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gezeigt (p> 0,05).
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Statistische Analyse der synaptischen Ermiidung wahrend der dauerhaften Anwesenheit
von DA

Pulsnummer | Kontrolle | DA Statistischer Test p-Wert | Statistische

(1x100 Hz) (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz

»ih bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 132+0,2 |1,42+0,2 | U=62 0,4262 ns
C10 094+01 |106+01 |U=54 0,2171 ns
C50 026+01 |037+0,1 |U=60 0,3656 ns
C100 0,32 02+01 U=61 0,3952 ns

- zu Kapitel 3.1.2.2.:

In Abb. A 4 sind die experimentzugehorigen routinemaRig durchgefihrten Reiz-
Reaktionskurven und das PPR (ISIs: 20, 50, 100 und 200 ms) der nun folgenden Experimente

zur Untersuchung der pro-/aktiven bzw. retroaktiven Wirkung von DA bzw. NE im VIH

zusammengefasst.
a b
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2257 . 2 e
5 ¥ £ 10
7] 2,0 .,
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Abb. A 4: Darstellung der basalen synaptischen Transmission und PPR bei verschiedenen ISls
aller nun folgenden Experimente im VIH.

(a) Verlauf der Reiz-Reaktionskurve.

(b) Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen ISIs 20, 50, 100 und 200 ms.
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Statistische Analyse der synaptischen Ermudung — Vergleich von Kontrolle und PT des

DA: 45 min vor 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: -45 min | Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 Hz) (Zweistichproben-t- Signifikanz

Test: ,,t@n™ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 1,32+0,2 |168+0,3 U=73 0,5860 ns

C10 094+01 |082+0,1 U= 67 0,3951 ns

C50 026+01 |0,11+0,1 U= 62 0,2681 ns

C100 0,32 0,29+0,1 U=74 0,6214 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

DA: 10 min vor 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT:-10 min | Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 Hz) (Zweistichproben-t- Signifikanz

Test: ,,t@n™ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 1,32+0,2 |1,18+0,1 U=>52 0,5060 ns

C10 094+01 |085+0,1 U= 50 0,4249 ns

C50 026+01 |0,35+0,1 U=48 0,3602 ns

C100 0,32 0,05+0,2 U=51 0,4670 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung — Vergleich von Kontrolle und PT des

DA: zeitgleich mit 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: 0 min | Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 Hz) (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz

Hien™ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 1,32+0,2 |108+0,1 |U=70 0,1308 ns

C10 094+01 |080+£0,1 |U=90 0,9053 ns

C50 0,24+0,1 |0,11+0,1 |U=99 0,8043 ns

C100 0,32 0,16x0,1 |U=85 0,3942 ns
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Statistische Analyse der synaptischen Ermudung — Vergleich von Kontrolle und PT des

DA: 10 min nach 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: +10 Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 Hz) min (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz

»ih bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 1,31+£0,2 |1,26+0,1 |U=44 0,9492 ns

C10 1,000,121 | 091+£0,1 | tus9=0,6378 0,5333 ns

C50 049+01 |045 ts,3= 0,4604 0,6517 ns

C100 044+0,1 |0,22+0,1 | tuoe=1,317 0,2149 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung — Vergleich von Kontrolle und PT des

DA: 45 min nach 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: +45 Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 Hz) min (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz

»ian™ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 131+0,2 |131+0,2 |U=65 >0,9999 ns

C10 1,00£0,1 | 081+£01 |U=47 0,2818 ns

C50 049+0,1 |0,34£0,1 |U=545 0,5326 ns

C100 0,44+0,1 |(0,28+0,1 |U=53 0,4785 ns

- zu Kapitel 3.1.3.:

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: 45 min vor 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT:-45min | Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 Hz) (Zweistichproben-t- Signifikanz

Test: ,,t@n™ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 132+0,2 |13+0,1 U= 54 0,0430 *

C10 094+0,1 |0,78%0,1 U= 97 0,9722 ns

C50 024+01 |0,24+0,1 U=95 0,9004 ns

C100 0,32 0,18+ 0,1 U=78 0,3687 ns
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Statistische Analyse der synaptischen Ermiudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: 10 min vor 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT:-10 min | Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 Hz) (Zweistichproben-t- Signifikanz

Test: ,,t@n™ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 1,32+0,2 |1,14+0,1 U=70 >0,9999 | ns

C10 094+01 |0,78+0,1 U= 67 0,8739 ns

C50 0,26+0,1 |0,23+0,1 U= 54 0,3632 ns

C100 0,32 0,23+£0,1 U= 57 0,4625 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: zeitgleich mit 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: 0 min Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 (Zweistichproben-t- Signifikanz
HZ) Test: ,,t@n™ bzw. Mann-

Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 1,32+0,2 {098+0,1 U=29 0,0316 *

C10 094+0,1 |064£0,1 U=61 0,9131 ns

C50 0,24+0,1 |0,39 U=50 0,4295 ns

C100 0,32 0,27+ 0,1 U=61 0,9136 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung — Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: 10 min nach 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: +10 Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 Hz) min (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz

i bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 1,31+0,2 |137+0,2 | U=68 0,9101 ns

C10 1,00+0,1 |0,78+0,1 | tur7n=1,491 0,1537 ns

C50 049+01 (01701 | tus7n=2,238 0,0375 *

C100 044+01 |0,34+£0,1 |tp12=1,084 0,2907 ns
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Statistische Analyse der synaptischen Ermudung — Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: 45 min nach 1x100 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: +45 Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x100 Hz) min (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz

»ih bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)

C2 131+0,2 |11+0,1 U=28 0,3080 ns

C10 1,00£0,1 | 092+£0,2 |U=29 0,3509 ns

C50 049+0,1 [0,42+0,1 | tu1e=0,5766 0,5751 ns

C100 0,44+0,1 | 0,38 ts,4= 0,7044 0,4917 ns

Kapitel 3.2. Ventraler Hippocampus (\VVH)

- zu Kapitel 3.2.1.:

In Abb. A 5 sind die experimentzugehdrige Reiz-Reaktionskurve, PPR (ISIs von 20, 50, 100

und 200 ms) sowie die Analyse der synaptischen Ermidung der SC-CA1-Synapsen auf die

beiden LTP-induzierenden Stimuli 1x100 Hz und 1x25 Hz zusammengefasst dargestellt.
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Abb. A 5: Darstellung der basalen synaptischen Transmission, PPR sowie der synaptischen
Ermidung.

(a) Verlauf der Reiz-Reaktionskurve.

(b) Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen ISls 20, 50, 100 und 200 ms.

(c) Darstellung der synaptischen Ermudung der SC-CA1-Synapsen auf den LTP-induzierenden
Stimulus 1x100 Hz. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert)
der fEPSP-Antworten auf den LTP-induzierenden Stimulus 1x100 Hz (grau) der Pulsnummern 2, 10,
50 und 100 bzw.

(d) die fEPSP-Antworten auf den LTP-induzierenden Stimulus 1x25 Hz (schwarz) der verschiedenen
Pulsnummern 2, 10 und 25.

- zu Kapitel 3.2.2.:

In Abb. A 6 sind die experimentzugehorigen routinemaRig durchgefihrten Reiz-
Reaktionskurven und PPR (ISIs von 20, 50, 100 und 200 ms) der nun folgenden Experimente
zur Untersuchung der pro- bzw. retroaktiven Wirkung von DA bzw. NE im VH

zusammengefasst.

160



5. Anlage

2,0 4

™
1

fEPSP Slope (mV/ ms)

o
o

/

ol ot

F2:

§‘ ;f B

et

e

0 50

T T T T
100 150 200 250

T T T
300 350 400

Stimulationsstarke (pA)

2,5+

2,04

0,54

0,0

T
0 50

T
100

T T
150 200
Interstimulusintervall (ms)

Abb. A 6: Darstellung der basalen synaptischen Transmission und PPR bei verschiedenen ISl
aller nun folgenden Experimente im VH.
(a) Verlauf der Reiz-Reaktionskurve.

(b) Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen ISls 20, 50, 100 und 200 ms.

Statistische Analyse der synaptischen Ermiudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

DA: 45 min vor 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle PT: -45 min | Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x25 Hz) (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz
,,t(df)“ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 134+01 |1,42+0,1 | tues=0,68 0,5062 ns
C10 141+02 |124+02 |U=38 0,8773 ns
C25 1,13+£0,1 |1,03+0,1 |U=38 0,8688 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung — Vergleich von Kontrolle und PT des

DA: 45 min nach 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: +45 Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x25 Hz) min (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz
»ian™ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 1,32+0,1 |1,41+£0,2 | tue=0,8201 0,4242 ns
C10 121+0,1 |1,15+£0,1 | tuss=0,4917 0,6303 ns
C25 1,16 £0,1 |1,03£0,1 | tue=1,217 0,2413 ns
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- zu Kapitel: 3.2.3.:

Statistische Analyse der synaptischen Ermiudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: 45 min vor 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: -45 min | Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x25 Hz) (Zweistichproben-t- Signifikanz
Test: ,,t@n* bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 1,38+0,1 |2,08+04 Uu=9 0,0148 *
C10 1,38+0,1 |153+0,1 tae= 1,257 0,2294 ns
C25 1,36 +0,2 |165+0,2 U=23 0,3754 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: 10 min vor 1x25Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT:-10 min | Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x25 Hz) (Zweistichproben-t- Signifikanz
Test: ,t@n* bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 160+£0,1 |1,70+£0,1 U= 33 0,5647 ns
C10 1,44+0,1 |163+£0,1 tae)= 1,164 0,2616 ns
C25 1,17+£0,1 |1,47+0.1 tas)= 1,660 0,1164 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermiudung — Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: 45 min nach 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: +45 Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x25 Hz) min (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz
i@ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 132+0,1 |156+0,1 |U=18 0,3265 ns
C10 1,21+0,1 |1,46+0,1 |U=13 0,1135 ns
C25 1,16 +0,1 |1,14+0,1 | U=26 0,9391 ns
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Kapitel 3.3. Dorsaler Hippocampus (DH)

- zu Kapitel 3.3.1.:
In Abb. A7 sind die experimentzugehdrige Reiz-Reaktionskurve, PPR (ISlIs: 20, 50, 100 und

200 ms) sowie die Analyse der synaptischen Ermiidung der SC-CAL1-Synapsen auf die beiden

LTP-induzierenden Stimuli 3x100 Hz und 1x25 Hz zusammengefasst.
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Abb. A 7: Darstellung der basalen synaptischen Transmission sowie PPR bei den verschiedenen
ISIs.

(a) Verlauf der Reiz-Reaktionskurve.

(b) Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen ISls 20, 50, 100 und 200 ms.

(c) Darstellung der synaptischen Ermudung der SC-CAL-Synapsen auf den LTP-induzierenden
Stimulus 3x100 Hz. Die Balkendiagramme zeigen das mittlere Verhaltnis (auf den ersten Puls normiert)
der fEPSP-Antworten auf den LTP-induzierenden Stimulus 3x100 Hz (grau) der verschiedenen
Pulsnummern 2, 10, 50 und 100 bzw.

(d) der fEPSP-Antworten auf den LTP-induzierenden Stimulus 1x25 Hz (schwarz) der verschiedenen
Pulsnummern 2, 10 und 25.
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Statistische Analyse der PPR bei einem ISl von 50 ms vor und nach der LTP

Protokoll | Statistischer Test p-Wert Statistische

(gepaarter t-Test: ,.t@n" bzw. Signifikanz

Wilcoxon-Test: ,,W*)

3x100 Hz | W=28 0,0156 *

1x25 Hz W= 36 0,0078 ol

- zu Kapitel: 3.3.2.:

In Abb. A 8 sind die experimentzugehdrigen routineméllig durchgefiihrten Reiz-
Reaktionskurven und PPR (ISlIs von 20, 50, 100 und 200 ms) der nun folgenden Experimente

zur Untersuchung der pro-/ retroaktiven bzw. kombinierter Wirkung von DA bzw. NE im DH

zusammengefasst.
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Abb. A 8: Darstellung der basalen synaptischen Transmission und PPR bei verschiedenen ISl
aller nun folgenden Experimente im DH.

(a) Verlauf der Reiz-Reaktionskurve.

(b) Darstellung des PPR unter Verwendung der verschiedenen ISls 20, 50, 100 und 200 ms.

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung - Vergleich von Kontrolle und PT des
DA: 45 min vor 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: -45 min | Statistischer Test p-Wert | Statistische
(1x25 Hz) (Zweistichproben-t- Signifikanz
Test: ,,t@n™ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 1,87+0,1 |235%£0,3 U=61 0,3703 | ns
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C10

169+01

1,98+0,2

t23= 1,166

0,2550

ns

C25

1,47 +0,1

1,55+0,1

t23)= 0,4465

0,6594

ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermiudung — Vergleich von Kontrolle und PT des

DA: 45 min nach 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: +45 Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x25 Hz) min (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz
' bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U%)
C2 187+£0,1 |1,78+0,2 |U=74 0,6234 ns
C10 169+0,1 |1,78+0,1 | tes9=0,4695 0,6430 ns
C25 14701 |144+01 | U=81 0,8885 ns

- zu Kapitel: 3.3.3.:

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: 45 min vor 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: -45 min | Statistischer Test p-Wert | Statistische
(1x25 Hz) (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz
»idn bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 187+0,1 | 1,79+0,2 U= 42 0,4114 | ns
C10 169+0,1 | 1,7+0,2 tag)= 0,0405 0,9681 | ns
C25 147+0,1 | 142+01 | tay=0,2545 0,8018 |ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

NE: 10 min vor 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: -10 min | Statistischer Test p-Wert | Statistische
(1x25 Hz) (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz
»ih bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 1,82 1,86 £0,1 tae= 0,2577 0,7999 ns
C10 1,71+0,1 | 1,81+0,1 tas= 0,4067 0,6896 ns
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C25 133+0,1 | 137+0,1 tae= 0,4078 0,6888 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermudung — Vergleich von Kontrolle und PT des
DA: 45 min nach 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | PT: +45 Statistischer Test p-Wert Statistische
(1x25 Hz) min (Z2weistichproben-t-Test: Signifikanz
»idn bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 187+0,1 |158+0,2 |U=45 0,1266 ns
C10 169+0,1 |153+0,2 |U=48 0,1764 ns
C25 1,47+0,1 |1,27+0,1 | U=48 0,1764 ns

- zu Kapitel 3.3.6.:

Statistische Analyse der synaptischen Ermiidung - Vergleich der Kontrolle mit PT des

Mix: 45 min vor und nach 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | Mix/ Mix | Statistischer Test p-Wert | Statistische
(1x25 Hz) (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz
»ih bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 1,72+0,1 |1,7+0,1 tas)= 0,095 0,9256 ns
C10 15+0,1 192+0,3 | U=26 0,3655 ns
C25 1,23+0,1 |166+£04 |U=30 0,5947 ns

Statistische Analyse der synaptischen Ermidung auf den 1x25 Hz-Stimulus - Vergleich

der Kontrolle mit PT des DA 45 min und NE 10 min vor 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | DA/NE Statistischer Test p-Wert | Statistische
(1x25 Hz) (Zweistichproben-t- Signifikanz
Test: ,t@n* bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 1,72+0,1 | 1,75 te=0,1521 0,8815 ns
C10 150+0,1 |1,71+£0.2 tas= 1,026 0,3235 ns
C25 1,23+£0,1 |1,39+£0,1 tas= 1,083 0,2984 ns
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Statistische Analyse der synaptischen Ermiudung - Vergleich von Kontrolle und PT des

DHX: 45 min vor 1x25 Hz

Pulsnummer | Kontrolle | DHX Statistischer Test p-Wert | Statistische
(1x25 Hz) (Zweistichproben-t- Signifikanz
Test: ,,t@n™ bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
C2 1,78+0,1 |211+0,3 U= 25 0,3518 ns
C10 1,73+£0,1 |163+£0,1 tas= 0,6587 0,5201 ns
C25 1,49+0,2 |133+0,1 U= 27 0,4705 ns

Kapitel 3.4. Moglicher Einfluss des Vit. C auf die Messparameter

in den verschiedenen Hippocampi

Statistische Analyse der Reiz-Reaktionskurve ohne Vit. C

Stimulations- | Statistischer Test p-Wert | Post-hoc Tukey- | p-Wert Statistische
starke (einfaktorielle Anova: Test: _ Signifikanz
F(df,, df)" Unterschiede
zwischen
Gruppen
200 pA F(2,73)=9,474 0,0002 | VH - DH 0,0001 falaled
VH - VIH 0,0430 *
400 pA F(2,73)=8,129 0,0006 | VH -DH 0,0005 falaled
Statistische Analyse der Reiz-Reaktionskurve mit Vit. C
Stimulations- | Statistischer Test p-Wert | Post-hoc Tukey- | p-Wert Statistische
stirke (einfaktorielle Anova: Test . Signifikanz
F(df, dfs) Unterschiede
zwischen
Gruppen
200 pA F(2, 363)= 26,97 <0,0001 | DH - VH <0,0001 | ***
DH - VIH <0,0001 | ***
400 pA F(2, 363)= 18,99 <0,0001 | DH - VH <0,0001 | ***
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DH - VIH <0,0001 folakal
Statistische Analyse der PPR ohne Vit. C

Interstimulus- | Statistischer Test p-Wert Post-hoc p-Wert | Statistische
intervall (einfaktorielle Anova: Tukey-T(?st: Signifikanz
| o

Gruppen
20 ms F(2, 73)= 8,187 0,0006 DH - VIH 0,00289 | *

DH - VH 0,0009 | ***
50 ms F(2, 73)= 10,63 <0,0001 | DH-VIH 0,0174 | *

DH - VH 0,0001 | ***
100 ms F(2, 73)= 13,61 <0,0001 | DH-VIH 0,0018 | **

DH - VH <0,0001 | ***
200 ms F(2, 73)= 4,566 0,0135 VH - DH 0,00174 | *

Statistische Analyse der PPR mit Vit. C

Interstimulus- | Statistischer Test p-Wert Post-hoc p-Wert | Statistische
intervall (einfaktorielle Anova: Tukey-Tgst: Signifikanz
o | v

Gruppen
20 ms F(2, 363)= 24,49 <0,0001 | DH-VIH <0,0001 | ***

VH - VIH 0,0327 *

VH - DH <0,0001 | ***
50 ms F(2, 363)= 25,34 <0,0001 | DH-VIH <0,0001 | ***

VH - VIH 0,0286 | *

VH - DH <0,0001 | ***
100 ms F(2, 363)= 26,99 <0,0001 | DH-VIH <0,0001 | ***

VH - VIH 0,0071 e

VH - DH <0,0001 | ***
200 ms F(2, 363)= 60,42 <0,0001 | DH-VIH <0,0001 | ***

VH - VIH 0,0248 *
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VH - DH

<0,0001

*k*

Statistische Analyse im VIH: Reiz-Reaktionskurve

Stimulations- | Statistischer Test p-Wert Statistische
starke (Zweistichproben-t-Test: Signifikanz
i@n* bzw. Mann-
Whitney-U-Test: ,,U*)
200 pA U= 897 0,1339 ns
400 pA U=978 0,3050 ns
Statistische Analyse im VIH: PPR
Interstimulus- | Statistischer Test p-Wert Statistische
intervall (Zweistichproben-t-Test: .t Signifikanz
(IS1) bzw. Mann-Whitney-U-Test: ,,U*)
20 ms U=1133 0,8969 ns
50 ms U=1113 0,8064 ns
100 ms U=990 0,3394 ns
200 ms U= 1077 0,6507 ns

Statistische Analyse im VH: Reiz-Reaktionskurve

Stimulations- | Statistischer Test p-Wert Statistische

starke (Zweistichproben-t-Test: ,tn " Signifikanz
bzw. Mann-Whitney-U-Test: ,,U*)

200 pA U=647,5 0,2170 ns

400 pA U= 643 0,2027 ns

Statistische Analyse im VH: PPR

Interstimulus- | Statistischer Test p-Wert Statistische

intervall (Zweistichproben-t-Test: .t Signifikanz

(ISI) bzw. Mann-Whitney-U-Test: ,,U*)

20 ms U=750 0,7444 ns

50 ms U= 666 0,2833 ns
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100 ms

U= 737

0,6554

ns

200 ms

ts,41= 0,064

0,9497

ns

Statistische Analyse im DH: Reiz-Reaktionskurve

Stimulations- | Statistischer Test p-Wert Statistische

starke (Zweistichproben-t-Test: .t Signifikanz
bzw. Mann-Whitney-U-Test: ,,U*)

200 pA U= 2322 0,0433 *

400 pA U= 2610 0,1590 ns

Statistische Analyse im DH: PPR

Interstimulus- | Statistischer Test p-Wert Statistische

intervall (Zweistichproben-t-Test: ,,tn " Signifikanz

(ISI) bzw. Mann-Whitney-U-Test: ,,U*)

20 ms U= 2019 0,0394 *

50 ms U= 2781 0,5957 ns

100 ms U= 2848 0,7549 ns

200 ms U= 2817 0,6805 ns
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