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1 Zusammenfassung

Eine charakteristische Eigenschaft des Hippocampus ist die Fahigkeit,
eingehende Informationen kontext-spezifisch zu verarbeiten und diese an dessen
Zielregionen weiter zu vermitteln. Durch die funktionelle Einbindung dieser
Zielregionen entsteht ein engmaschiges globales neuronales Netzwerk, welches in
der Lage ist, aktivitats-abhangig miteinander zu interagieren. Diese Interaktion wurde
in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der funktionellen Magnetresonanztomographie
(fMRT) untersucht. Die Kombination aus hochfrequenter elektrischer Stimulation der
afferenten Faserbahn des Tractus perforans, der elektrophysiologischer Ableitung im
Gyrus dentatus und gleichzeitiger funktioneller Magnetresonanztomographie konnte
so den Nachweis erbringen, dass verschiedene hochfrequente Stimulationsmuster
unterschiedliche neuronale Aktivierungsmuster induzieren, die in Abhangigkeit von
der Verarbeitung innerhalb des Hippocampus verschiedene globale Netzwerke
aktvieren konnen. So wurde zunachst untersucht, wie sich zeitliche Variationen der
hochfrequenten Tractus perforans Stimulationen sowohl auf hippocampale als auch
corticale und subcorticale fMRT-Aktivierungsmuster auswirken. Als experimentelle
Protokolle fir die elektrische Stimulation des Tractus perforans wahrend des
fMRT-Experiments wurden ausschlieBlich hochfrequente  Stimulationsmuster
prasentiert, die sich entweder in der Stimulationslange, der Stimulationsintensitat
oder in der prasentierten Pulsanzahl unterschieden. Dabei zeigte sich, dass die
Aktivierung subcorticaler und corticaler Regionen nicht von der Stimulationsdauer
eines Stimulationsmusters abhangig ist, sondern vielmehr von der durch die Anzahl
der Pulse oder der erhohten Stimulationsintensitat ausgelosten neuronalen Aktivitat
der Hippocampus-Formation.

Die angewandten diskontinuierlichen und kontinuierlichen hochfrequenten
Stimulationen des Tractus perforans generierten dabei zwei unterschiedliche
BOLD-Aktivierungsmuster. Unter Einsatz des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801
konnte demonstriert werden, dass die BOLD-Aktivierung im Nucleus accumbens, im
medialen prafrontalen Cortex, der ventralen Tegmentums/Substantia nigra pars
compacta-Region und der basolateralen Amygdala durch die kontinuierliche

Stimulationen des Tractus perforans auf einer NMDA-Rezeptor-abhangigen
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Verarbeitung innerhalb des Hippocampus basiert. Die Aktivierung des Nucleus
accumbens und des medialen prafrontalen Cortex wurde auch durch die
diskontinuierliche Stimulationen mit hoher Stimulationsintensitat induziert, war
hingegen unabhangig von der Verarbeitung hippocampaler NMDA-Rezeptoren.

Mit Hilfe der zyklischen Voltammetrie (fast scan cyclic volatmmetry — FSCV) konnte
gezeigt werden, dass die NMDA-Rezeptor-abhangige polysynaptische Aktivierung
der VTA/Sn-Region eine Freisetzung von Dopamin im Nucleus accumbens
induzierte. Eine vergleichbare Freisetzung des Katecholamins Dopamin wurde im
Nucleus accumbens auch durch die optogenetische und elektrische Stimulation der
VTA nachgewiesen. Im Gegensatz zur elektrischen Stimulation des TP oder der VTA
war die optische Stimulation des dopaminergen Kerngebiets jedoch nicht in der
Lage eine BOLD-Antwort in den dopaminergen Zielgebieten auszuldésen. Damit
konnte gezeigt werden, dass Dopamin allein nicht in der Lage sein kann eine
BOLD-Antwort zu generieren. Die Blockade der D4;s-Rezeptoren in einer weiteren
fMRT Untersuchung verdeutlichte, dass die Interaktion zwischen glutamatergen
Afferenzen des Hippocampus und des dopaminergen Systems zu nachweisebaren
hamodynamischen Veranderungen der eingebundenen Regionen flhren kann,
welche pharmakologisch im fMRT nachgewiesen wurden. Sowohl der mPFC als
auch die BLA zeigten dabei unter dem Einfluss des Ds.Antagonisten SCH23390
eine stark reduzierte BOLD-Antwort auf kontinuierliche Stimulationsphasen, aber
eine normale Aktivierung innerhalb der Hippocampus Formation, was darauf
hindeutet, dass die Signalverarbeitung im Hippocampus selbst intakt, die
resultierende BOLD-Antwort in der Zielregion selber aber gestort ist.

Damit konnte der experimentelle Ansatz der Stimulation eines afferenten
Faserbundels nachweisen, dass die Aktivitat eines Hirnareals direkt genutzt werden
kann, um das veranderte lokale neuronale Aktivierungsmuster als auch das
resultierend veranderte globale neuronale Aktivierungsmuster durch Kombination
von Elektrostimulation und fMRT zu charakterisieren. Dies ermdglicht es, die
funktionelle Einbindung einer bestimmten Hirnstruktur fir komplexe Vorgange besser

zu verstehen.
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2 Einleitung

Als ein zentraler Bestandteil des limbischen Systems erhalt der Hippocampus
(HC) zumeist hochgradig vorverarbeitete Informationen aus allen Sinnesmodalitaten
und kann durch seine Verbindungen zu subcorticalen Strukturen endokrine und
emotionale Verarbeitung, wie Angst (Engin & Treit 2008; Bertoglio et al. 2006;
Pentkowski et al. 2006) oder zielgerichtetes Verhalten (Pennartz et al. 2011; Gruber
et al. 2009) entscheidend beeinflussen. Darlber hinaus bezieht der Hippocampus
diese endokrine Anbindung zur Informationsverarbeitung mit ein (Humphries &
Prescott 2010), um durch seine Verbindungen zu kognitiven Arealen verschiedene
Arten des Lernens (Lisman & Grace 2005; Lisman & Otmakhova 2001; Lavenex &
Amaral 2000; Guilherme Neves et al. 2008; Reymann & Frey 2007; Manahan-
Vaughan & Braunewell 1999; Kemp & Manahan-Vaughan 2007; Kemp & Manahan-
Vaughan 2004), raumliche Orientierung und Navigation (O’Keefe & Dostrovsky 1971;
Morris et al. 1982; Hermer 1996) oder der Gedachtniskonsolidierung (Howard
Eichenbaum 2000; Eichenbaum 2004; Squire 1992; Squire et al. 2004) zu
koordinieren. Er fungiert damit nicht nur als ,Prozessor‘, sondern synchronisiert
kontext-abhangig die Propagierung eingehender Information vergleichend mit bereits
gespeicherten Fakten. Das setzt eine dynamische Anbindung an ein eng
verschaltetes Netzwerk voraus. So wie andere Hirnregionen, ist auch die
Hippocampus-Formation charakteristisch eingebunden in lokal und global
verschaltete neuronale Netzwerke. Diese neuronalen Netzwerke sind dabei von
entscheidender Bedeutung fur die Prozessierung und Weiterverarbeitung von
eingehenden Informationen (Lisman & Otmakhova 2001; Lisman & Grace 2005).
Aulier dem im Temporallappen gelegenen Hippocampus gehdren zu den limbischen
Strukturen u.a. auch das im Gyrus cinguli gelegene anteriore Cingulum (ACi), der in
den subcorticalen Basalganglien gelegene Nucleus accumbens (NAcc), die
basolaterale Amygdala (BLA) und der Substantia nigra (Sn) pars compacta/ventrales
Tegmentum — Komplex (VTA/Sn). Wahrend die Basalganglien und die basolaterale
Amygdala eng mit der Steuerung von unbewussten, prozeduralen und
konditionierten Ablaufen assoziiert sind (Gale 2004; H Eichenbaum 2000; Jas et al.
2000; Schultz et al. 2009; Richter-Levin & Akirav 2001; Kim & Diamond 2002), hat
der Hippocampus selbst eine zentrale Bedeutung fir die explizite, also die bewusst

steuerbare Informationsverarbeitung (Squire 1992; Squire et al. 2004). Erste
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Erkenntnisse Uber die Funktion des Hippocampus wurden zunachst durch
Untersuchungen des oft zitierten Epilepsie-Patienten ,H.M.“ gewonnen. Dieser war
nach einer bilateralen Entfernung des Hippocampus und der angrenzenden medialen
Temporallappen-Strukturen  nicht mehr in der Lage, neue bewusste
Gedachtnisinhalte zu bilden, obwohl alte Erinnerungen erhalten blieben (Scoville &
Milner 1957). Weitere Studien zeigten, dass auch Lasionen, die ausschliellich auf
Regionen des Hippocampus begrenzt waren, bei den betroffenen Patienten
entsprechende Defizite bei der Bildung von expliziten Gedachtnisinhalten
verursachten (Zola-Morgan et al. 1986; Vargha-Khadem et al. 1997). Verschiedene
Verhaltensexperimente an Nagetieren mit hippocampalen Lasionen zeigten zudem,
dass der Hippocampus eine bedeutende Funktion bei episodischen Lern- und
Gedachtnisprozessen einnimmt (Aggleton et al. 1986; Duva et al. 1997; Morris et al.
1982; O’Keefe 1979). Die ,multiple trace theory” von Moscovitch und Kollegen
besagt dagegen, dass hippocampale Strukturen bei der Verarbeitung eingehender
Information ein hippocampales-neocorticales Netzwerk bilden, so dass fur das
Wiederauffinden zumindest einiger Erinnerungen eine anhaltende Kommunikation
zwischen dem Hippocampus und dem Cortex notwendig ist (Nadel & Moscovitch
1997; Moscovitch & Nadel 1998; Nadel & Moscovitch 1998).

Bereits Donald O. Hepp ging 1949 davon aus, dass sich Informationsubertragung in
Abhangigkeit von der neuronalen Aktivitdt durch Anpassung der Synapse andert
(Hebb 1949). Den fruhen Erkenntnissen von L&sions-Studien folgend, dass der
Hippocampus essenziell fur die Verarbeitung neuer Informationen ist, folgten
elektrophysiologische Ableitungen, um die Funktion der Pyramidenzellen im
Hippocampus zu spezifizieren (Kandel & Spencer 1961; Spencer 1961; Anderson et
al. 1963). Bliss und Legmo bewiesen spater durch ihre Stimulations-Experimente an
einer der zentralen afferenten Faserbahnen zum Hippocampus des Kaninchens, dem
Tractus perforans, dass kurze tetanische Stimulation zu lang anhaltenden
Veranderungen der synaptischen Effizienz im Gyrus dentatus fuhrt (Bliss & Lomo
1973; Bliss & Collingridge 1993; Douglas & Goddard 1975). Seit der ersten
Demonstration im Gyrus dentatus des Hippocampus (Bliss & Gardner-Medwin 1973;
Bliss & Lomo 1973; McNaughton et al. 1978) wurden darauffolgend ahnliche
Phanomene in den hippocampalen Substrukturen der CA3 und CA1 Region (Alger &

Teyler 1976) und in weiteren Hirnregionen des zentralen Nervensystems der
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Saugetiere beobachtet, einschliel3lich der Amygdala (Clugnet & LeDoux 1990;
Rogan et al. 1997; Sigurdsson et al. 2007), dem Cortex (Artola & Singer 1987; Bear
& Kirkwood 1993; Fox 2002), dem Striatum (Calabresi et al. 1992; Charpier & Deniau
1997; Lovinger 2010), dem ventralen Tegmentum (Nugent et al. 2007; Nugent &
Kauer 2008) und im Nucleus accumbens (Pennartz et al. 1994; Kombian & Malenka
1994; Schotanus & Chergui 2008). Die langanhaltende Modifikation der synaptischen
Ubertragungseffizienz, also eine dauerhafte Verstarkung (long-term potentiation -
LTP) oder Verminderung (long-term depression -LTD), wird als synaptische
Plastizitat bezeichnet. Dasselbe Netzwerk kann demnach einen Stimulus in einem
,otandard“-Modus oder, nach entsprechender vorheriger Aktivierung, in einem
kontext-spezifischen Modus verarbeiten. Die Eigenschaft des neuronalen Netzwerks
kann zum Beispiel durch eine Anderung der Erregbarkeit der beteiligten Neurone
(Schulz 2006; Daoudal & Debanne 2003) oder durch Variationen der Wirksamkeit
der synaptischen Ubertragung veréndert werden (Martin et al. 2000; Kemp &
Manahan-Vaughan 2004; G. Neves et al. 2008).

Die Stabilitat dieser modifizierten neuronalen Netzwerkeigenschaften, also der
aktivitatsabhangigen Veranderungen der Verschaltungen und Funktionsablaufe,
kann durch weitere Mechanismen beeinflusst werden. So kdnnen Neuromodulatoren
wie Noradrenalin, Serotonin, Dopamin (DA) und Acetylcholin die Induktion der LTP
oder die Dauer der synaptischen Ubertragung beeinflussen. Der Hippocampus wird
von noradrenergen (lzumi & Zorumski 1999; Abercrombie et al. 1988), cholinergen
(Lewis et al. 1967; Amaral & Kurz 1985; Frotscher & Léranth 1985; Gaykema et al.
1990), dopaminergen (Gasbarri, Packard, et al. 1994; Goldsmith & Joyce 1994) und
serotonergen (Storm-Mathisen & Guldberg 1974; Sprouse & Aghajanian 1988; Kemp
& Manahan-Vaughan 2005) Nervenenden aus dem Locus coeruleus, der
Substantia nigra - ventralen Tegmentum, den dorsal-medialen Raphe-Kernen und
den mammillaren Kern des Hypothalamus innerviert. Die endogene Freisetzung von
Neurotransmittern oder Modulatoren, die die Rezeptoren dieser Neurotransmitter-
Systeme beeinflussen, haben das Potential die Induktion der synaptischen

Wirksamkeit zu regulieren.

Doch trotz der Bedeutung dieses Phanomens fur die Physiologie des Gehirns ist
noch wenig daruber bekannt, wie eine lokale Reorganisation der neuronalen

Netzwerkaktivitaten im Hippocampus globale neuronale Netzwerke verandern
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oder beeinflussen kann. Ein verbessertes Verstandnis der Kontrolle der
funktionellen Schaltkreise des Hippocampus ist zudem eine wesentliche
Voraussetzung, erweiterte Erkenntnisse auch Uber die Funktion und Entstehung

krankhafter Veranderungen des Hippocampus zu erlangen.

2.1 Anatomische und physiologische Grundlagen

2.1.1 Struktureller Aufbau des Hippocampus und der intra-hippocampalen

Netzwerke

Der Hippocampus umfasst die basomedial gelegenen Strukturen des
Temporallappens und bildet den Hauptteil des Archicortex in der GroR3hirnrinde des
Nager-Gehirns (Abbildung 2.1). Die anatomische Struktur des Hippocampus umfasst
mehrere Teilgebiete, welche sich in ihrer Architektur und Funktion unterscheiden und
die durch ein engmaschiges Netz von Nervenbahnen miteinander verbunden sind.
So differenziert man zwischen Gyrus dentatus (engl. dentate gyrus - DG),
Hippocampus proper (Cornu Ammonis, Ammonshorn - CA), dem Subiculum sowie
dem entorhinalen Cortex (EC). Der Hippocampus proper untergliedert sich aufgrund
seiner neuronalen Verschaltungen in CA1, CA2, CA3. Die sechs Schichten des
entorhinalen Cortex bestehen aus vier zellularen (ll, Ill, V und VI) und zwei weiteren
Schichten ohne spezifische Zellstruktur (I und [V). So werden Ergebnisse
assoziativer Prozesse des Neocortex Uber die Neurone der Schichten Il und Ill des
entorhinalen Cortex in den Hippocampus weitergeleitet (Steward & Scoville 1976;
Witter & Groenewegen 1984; Burwell et al. 1995). Es wird angenommen, dass
Schadigungen dieser Zellpopulation ursachlich fir die Gedachtnisdefizite, als eine
klinische Vorstufe der Alzheimer'schen Erkrankung, verantwortlich sind (Hyman et al.
1984; Braak & Braak 1995; Van Hoesen et al. 2000). Der Tractus perforans (TP) ist
das zentrale Faserblndel, welches den entorhinalen Cortex funktionell mit dem
Gyrus dentatus, CA1-CA3 und Subiculum verbindet (Lemo 1971; Lund 1972; Hjorth-
Simonsen 1972; Hjorth-Simonsen & Jeune 1972). Corticale glutamaterge Efferenzen
aus dem entorhinalen Cortex der Schicht Il projizieren durch das Subiculum in die
aullere Molekularschicht des Gyrus dentatus und CA3, wo sie an den Kornerzellen
terminieren. Die Dendriten der Kornerzellen in der inneren Molekularschicht werden

von glutamatergen Kommissuren- und Assoziationsfasern des Hilus aus dem
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contra- bzw. ipsilateralen Hippocampus innerviert (Swanson & Cowan 1977),
wahrend die Zellfaserschicht Il des EC in der CA1 und dem Subiculum terminiert
(Steward 1976; Steward & Scoville 1976; Menno P Witter et al. 1990; Witter et al.
1989). Die unterschiedlichen hippocampalen Subareale, wie der DG, die
CA3-Region, die CA1-Region und das Subiculum Uben verschiedene Funktionen in
der Informationsverarbeitung innerhalb des Hippocampus aus. Der DG ubernimmt
die Rolle der Separierung und Trennung eingehender Muster (Bartesaghi et al. 1995;
Leutgeb et al. 2007; Jung et al. 1994). Zytoarchitektonisch ist der DG in drei
histologische Schichten unterteilt: das relativ zellarme Stratum moleculare, das
Stratum granulosum, welches von dicht gepackten Koérnerzellen gebildet wird, und
die polymorphe Schicht im Hilus, die einen hohen Anteil an Mooszellen und
verschiedene Interneuron-Typen aufweist. In der Molekularschicht des DG befinden
sich die Dendriten der Kornerzellen der Stratum granulare. Im inneren Stratum
moleculare erreichen die Kommissuralfasern des contralateralen HC die ipsilateralen
Dendriten der Stratum granulare. In der &ulleren Stratum moleculare enden
wiederum die Fasern des entorhinalen Cortex (Swanson & Cowan 1977; L. Seress &
Ribak 1983).

Die als ,trisynaptische Bahn“ bezeichnete Verknupfung zwischen den anatomischen
Strukturen setzt sich vom DG weiter fort. Die marklosen Axone der Kodrnerzellen
(Moosfasern) projizieren vom DG durch die polymorphe Schicht des Hilus (Abbildung
2.1) zu Pyramidenzellen und Interneurone der CA3-Region des Hippocampus. Die
Axone der CA3 Pyramidenzellen bilden mit zahlreichen anderen Pyramidenzellen der
CA3 Region ein rekurrentes Netzwerk. Ein Hauptmerkmal dieses Netzwerks ist es
rekurrente exzitatorische Kreislaufe zu induzieren, indem die CA3 Pyramidenzellen
erregende synaptische Verbindungen untereinander bilden (Lee et al. 2004,
Goodrich-Hunsaker et al. 2008). Die CA3 Pyramidenzellen besitzen weiterhin
axonale Verzweigungen, die zum DG zurlck projizieren (Ishizuka et al. 1990). Somit
besitzt der Hippocampus zwei rekurrente Netzwerke, welche wechselseitig
miteinander verbunden sind. Weitere Afferenzen bestehen zudem zwischen den CA3
Regionen beider Hemispharen, die im aulleren Stratum radiatum enden. Von den
CA3 Pyramidenzellen entspringen wiederum glutamaterge Schaffer-Kollateralfasern,
die die CA1 Pyramidenzellen innervieren. Im Gegensatz zur CA3 sind die
Pyramidenzellen der CA1 Region nicht extensiv miteinander verbunden (Amaral

1993; Amaral & Witter 1989). Vielmehr wird angenommen, dass die CA1 Region
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Informationen aus hippocampalen und corticalen Teilbereichen integriert (Lisman &
Otmakhova 2001). Die Axone der CA1 Pyramidenzellen verlassen zum Teil den
Hippocampus, andererseits ziehen kollaterale Fasern zu den Pyramidenzellen im
Subiculum, deren Axone zusammen mit denen der CA1- und CA3-Pyramidenzellen
ein Faserblndel bilden und den Hippocampus Uber die Fimbria-Fornix-Fasern
verlassen und zuriuck zum entorhinalen Cortex ziehen. Im Hinblick auf seine
bidirektionalen Verbindungen mit dem Hippocampus und den weit verzweigten
Verbindungen mit dem Rest des Gehirns, scheint der entorhinale Cortex eine
Schlusselposition im limbischen System zu besetzen, weil er eingehende und
ausgehende Informationen zwischen Hippocampus und anderen Hirnregionen
reguliert (Chrobak et al. 2000). Eingehende Signale werden im entorhinalen Cortex
integriert, durch die EC-Hippocampus-EC-Schleife verarbeitet und zuriick zu den
anderen Hirnregionen gesendet. Diese Verarbeitung der Signale entlang der
entorhinalen-hippocampalen-entorhinalen  Schleife  kann daher flur einige
Hirnfunktionen oder Pathologien von Bedeutung sein, in die der Hippocampus
involviert ist (Kim & Diamond 2002; Van Hoesen et al. 2000; Hyman et al. 1984;
Braak & Braak 1995).
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Abbildung 2.1 | Lage und Struktur des Hippocampus im 3D-Gehirn der Ratte
modifiziert nach Neves et al. (2008).

Die Erregungsausbreitung innerhalb des Hippocampus durch die trisynaptische
Verschaltung, in der (1) Afferenzen aus dem entorhinalen Cortex die
Kdérnerzellen des Gyrus dentatus aktivieren; (2) die Kdrnerzellen Uber die
unmyelierten Moosfasern die CA3 Pyramidenzellen innervieren; (3) CA3
Pyramidenzellen Uber Schaffer-Kollaterale Fasern, die CA1 Pyramidenzellen
erregen.

2.1.2 Der Hippocampus als Bestandteil globaler neuronaler Netzwerke

Entsprechend ihres Aufbaus und ihrer Funktionalitat ist die trisynaptische

Bahn unidirektional und die exzitatorische Hauptkomponente der hippocampalen
Formation (Henze et al. 2000). Die intra-hippocampalen Verbindungen, die von der
CA1-Region des Hippocampus ausgehen sind hingegen bidirektional (Abbildung
2.1). Der entorhinale Cortex projiziert einerseits zu den Neuronen der CA1-Region,
erhalt aber auch Informationen aus diesem Gebiet. Die Fasern der CA1-Region
leiten die Erregung weiter zum Subiculum (Cappaert et al. 2007), welches

gleichzeitig bidirektionale Verbindung zum entorhinalen Cortex aufweist (Burwell et

al. 1995).
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Die CA1 projiziert zwar auch uUber einzelne efferente Faserbahnen zu corticalen
Hirnregionen (Jay & Witter 1991), aber das dreischichtige Subiculum ist vielmehr die
entscheidende Schnittstelle zwischen der hippocampalen Formation und
subcorticalen Regionen, weil eine Vielzahl efferenter Faserbahnen an dieser Stelle
ihren Ursprung haben (M. P. Witter et al. 1990; Floresco, Todd, et al. 2001;
Groenewegen et al. 1987; Lisman & Grace 2005; Hampson et al. 2000; Deadwyler &
Hampson 2004). Elektrische und chemische Stimulationen am Tiermodell der Ratte
zeigten, dass neue Informationen nicht ohne intaktes Subiculum weiter verarbeitet
werden konnen (Legault et al. 2000; Legault & Wise 2001a). Efferente Faserbahnen
gehen vom proximalen, mittleren und distalen Teil des Subiculums hervor und
projizieren zum NAcc, zum mPFC/ACi und zur BLA (Swanson & Cowan 1977;
Menno P Witter et al. 1990). Das distale Drittel projiziert unter anderem zum
sogenannten Mandelkern, der basolateralen Amygdala. Uber die BLA aktiviert und
moduliert der HC das Hormonsystem und innerviert nachgeschaltete corticale
Speichersysteme (Pennartz et al. 2011; Floresco, Blaha, et al. 2001; Schultz et al.
2009). Durch die Zwischenschaltung der BLA erhalten die zu speichernden
Informationen eine Wertigkeit hinsichtlich ihrer emotionalen Bedeutung (Schultz et al.
2009; Wolf 2009). So konnten mehrere Studien demonstrieren, dass axonale
Projektionen vom Hippocampus zur basolateralen Amygdala eine Rolle bei
Furchtkonditionierung in Bezug auf kontextbezogene Reize spielen (Maren &
Fanselow 1995; Kim & Diamond 2002; Cooper 2002).

Die Faserbahnen des proximalen Subiculums projizieren zu Teilen des ventralen
Striatums, insbesondere zu Teilen des anliegenden Nucleus accumbens (DeFrance
& Yoshihara 1975; Gruber et al. 2009; Floresco, Todd, et al. 2001; Brog et al. 1993).
Die Struktur des Nucleus accumbens wird durch exzitatorische, inhibitorische und
modulierende Afferenzen innerviert, die ein neuronales Netzwerk bilden, das zur
Steuerung von motivierten Verhaltensabldaufen, Bewegungskoordination und
Gedachtniskonsolidierung dient (Setlow 1997; Yang & Mogenson 1984; Sesack &
Grace 2010; Wise 2004; Carelli & Wightman 2004; Stefani & Moghaddam 2006). Der
NAcc ist in eine Schalen- und Kernregion unterteilt und erhalt neben den
glutamatergen Eingangen des Hippocampus weitere Afferenzen von limbischen
Regionen, wie zum Beispiel der basolateralen Amygdala (Wright & Groenewegen
1996; Floresco, Blaha, et al. 2001; French & Totterdell 2003; French & Totterdell
2002) und dem prafrontalen Cortex (Wright & Groenewegen 1996; Berendse et al.
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1992; French & Totterdell 2002). Wie andere striatale Regionen erhalt der NAcc
weitere exzitatorische Afferenzen vom zerebralen Cortex und dem Thalamus (Brog
et al. 1993; Donnell & Grace 1995; Gruber et al. 2009). Gemeinsam mit den
Projektionen zum ventralen Pallidum (VP) bilden der NAcc und die angebundenen
Strukturen einen neuronales Netzwerk, welches Verhaltensreaktionen auf
konditionierte Prozesse und Belohnung optimiert (Pennartz et al. 1994; Nicola et al.
2000; Zahm 2000; Zahm 2006; Wise 2004).

Des Weiteren verlaufen Faserbahnen vom proximalen Subiculums zur mittleren
Transverse des prafrontalen Cortex (David B Carr & Sesack 1996). Der PFC der
Ratte Iasst sich strukturell in die Subareale des ventrolateralen prafrontaler Cortex,
des medialer prafrontaler Cortex (mPFC)und der anteriore prafrontale Cortex
(Groenewegen et al. 1997; Ongir & Price 2000) einteilen. Die anatomischen
Eingange des PFC kommen aus den Assoziationsarealen samtlicher sensorischer
Systeme, wobei die so Ubertragenen Informationen bereits relativ komplex
verarbeitet werden. Weitere wichtige Afferenzen erreichen den PFC aus der
Amygdala und dem HC. Somit gelangen in den PFC entweder emotionsrelevante
und/oder gedachtnisrelevante Informationen. Der PFC erhalt neben den
Basalganglien die starksten dopaminergen Projektionen aus dem Mittelhirn, welche
er durch eigene efferente Faserbahnen ansteuert. Dadurch ist es mdglich, dass der
PFC seine eigene dopaminerge Innervation kontrollieren kann (Groenewegen et al.
1997; French & Totterdell 2002). So kann der mediale PFC fur ein sich an
wechselnde Umweltbedingungen angepasstes Verhalten fungieren (Ragozzino,
Detrick, et al. 1999; Ragozzino, Wilcox, et al. 1999; Birrell & Brown 2000; Stefani &
Moghaddam 2006). Aber auch bei Arbeits- und Gedachtnisprozessen scheint die
Beteiligung des PFC zwingend notwendig zu sein (Murphy et al. 1996; Zahrt et al.
1997; Kesner 2000; Floresco & Phillips 2001).

Neben den limbischen Afferenzen werden der NAcc als auch der mediale PFC
zudem durch die geblndelten dopaminergen Fasern des Fasciculus medialis
telencephali (engl. medial forebrain bundle - MFB) innerviert, die ihren Ursprung in
Teilen der Substantia nigra pars compacta (Sn) und dem ventralen Tegmentum im
Mittelhirn (Area tegmentalis ventralis - VTA) (Swanson 1982; Ferreira et al. 2008;
Beckstead et al. 1979; Fallon & Moore 1978; Nauta et al. 1978) haben. Dabei
Uberlappen dopaminerge und subiculare Afferenzen (Kelley & Domesick 1982),

deren Faserbahnen innerhalb des medialen NAcc in einem Zellhaufen terminieren
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(Groenewegen et al. 1987; Herkenham et al. 1984; Voorn et al. 1986). So befinden
sich zum Teil VTA-Faser-Endigungen auf Synapsen von Projektionsneuronen im
NAcc die gleichzeitig Afferenzen vom Hippocampus erhalten (French & Totterdell
2002). Die eingehenden Afferenzen vom PFC werden im NAcc wiederum durch VTA
Aktivitat moduliert (Brady & O’Donnell 2004). Somit koordiniert der NAcc durch seine
zentrale Position unter anderem die eingehende Informationen des limbischen
Systems zur zielgerichteten motorischen Steuerung des Verhaltens (Wright &
Groenewegen 1996; Mogenson et al. 1980; Sesack & Grace 2010).

Sowohl die zentralen Zellkdrper dopaminerger, glutamaterger und GABAerge
Neurone (Yamaguchi et al. 2007; Geisler & Wise 2008; Sesack et al. 2003;
Bockstaele & Pickel 1995) sind in der Substantia nigra pars compacta (Sn) bzw. des
ventralen Tegmentums verankert. In vivo Studien belegten, dass bei stimulus-
abhangiger Aktivierung der VTA/Sn sowohl glutamaterge, aber auch DA-freisetzende
Neurone periodisch mit einem langsamen, tonischen Muster feuern (Yamaguchi et
al. 2007; lkemoto 2007). Dies fuhrt innerhalb von Millisekunden zu einer Freisetzung
von Dopamin im NAcc in relativ hohen Konzentration (Robinson et al. 2003; Sombers
et al. 2009). In Verhaltens-und Belohnungsstudien an Ratten konnte in vivo solch ein
periodisches Freisetzen von Dopamin nachgewiesen werden (Schultz 2001; Garris et
al. 1999).
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Abbildung 2.2 | Ubersicht der anatomisch-funktionellen Verbindungen zwischen dem
hippocampalen Strukturen (HC) und subcorticalen Strukturen des mesolimbischen
Systems im 3D-Ratten-Model (oben) und als Ubersichts-Schema (unten), modifiziert
nach AMARAL und WITTER (1995) und LISMAN (2005). Die trisynaptische Bahn
(orange Linie mit Stern) verbindet innerhalb des Hippocampus unidirektional den EC,
DG, CA3 und CA1. Bidirektionale Verbindungen bestehen zwischen Subiculum, CA1
und EC. Glutamaterge, afferente Fasern projizieren vom Subiculum zum Teil zum
Nucleus accumbens (NAcc) und dem anterioren Cingulum / medialen prafrontalen
Cortex (mPFC/ACI). Von dort gehen polysynaptische Verschaltungen unter anderem zur
basolateralen Amygdala (BLA), dem ventralen Pallidum (VP), dem Substantia nigra/
ventralem Tegmentum-Komplex. Entsprechend ihrer anatomischen Einbindung kénnen
diese Schaltungen GABAerg (grine Linie), glutamaterg (blaue Linie) oder dopaminerg
(rote Linie) sein.



Einleitung 14

2.1.3 Regulationsmechanismen neuronaler Netzwerke, Neurotransmitter,

Rezeptoren und Modulatoren

Die grundlegende exzitatorische Transmission im Hippocampus wird durch die
Aminosdure Glutamat vermittelt. Der Neurotransmitter diffundiert nach der
prasynaptischen Freisetzung durch den synaptischen Spalt und bindet im Bereich
der postsynaptischen Membran an ionotrope (iGIuR) und metabotrope Glutamat-
Rezeptoren (mGIuR). Die iGIuR zahlen zu den exzitatorischen Aminosaure-
Rezeptoren und werden, in Abhangigkeit von dem pharmakologischem Ligand der
sie aktiviert, in drei Subtypen klassifiziert . Hierzu gehdren der N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptor (NMDAR), der a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsaure-
Rezeptor (AMPAR), der Quisqualat- sowie der Kainat-Rezeptor (Mori & Mishina
1995; Dingledine et al. 1999; Wollmuth & Sobolevsky 2004; Wisden & Seeburg 1993;
Mayer 2005; Asztély & Gustafsson 1996). Generell lassen sich die Quisqualat- und
die Kainat- Rezeptoren strukturell nur schwer unterscheiden, daher werden sie
gemeinsam als non-NMDA-Rezeptoren bezeichnet. Nach der synaptischen
Freisetzung bindet Glutamat postsynaptisch sowohl an NMDA-, non-NMDA- als auch
an AMPA-Rezeptoren (Collingridge, Kehl & McLennan 1983; Rao & Finkbeiner 2007;
Gouaux 2004). Obwohl Glutamat an den NMDA-Rezeptor bindet, wird eine Erregung
der postsynaptische Zelle durch die an den Rezeptor angelagerten extrazellularen
Magnesium-lonen verhindert (Ascher & Nowak 1988; Mayer et al. 1984; Mayer &
Westbrook 1987). Die Funktionalitdt der AMPA-Rezeptoren besteht daher
insbesondere in einer Vermittlung der schnellen Komponente des postsynaptischen
Stromes (Karnup & Stelzer 1999), da ihre Aktivierung eine Leitfahigkeitsanderung
der postsynaptischen Membran von wenigen Millisekunden hervorruft. Im Gegensatz
dazu ist die Vermittlung verzogerter exzitatorischer postsynaptischer Potentiale
(EPSPs) durch NMDA-Rezeptoren langsamer, aber andauernder (Stark et al. 2000;
Coan & Collingridge 1987). Im Vergleich zu den AMPA-Rezeptoren verandert die
Aktivierung der NMDA-Rezeptoren die Leitfahigkeit fur mehrere hundert
Millisekunden. Damit ist deren Permeabilitat fur Kalzium-lonen in etwa funfzigmal
héher als die der AMPA-Rezeptoren (Daw et al. 1993; Collingridge & Bliss 1988).
Obwohl die postsynaptische Erregung primar durch AMPA-Rezeptoren gewahrleistet
wird, sichert zum Beispiel erst die durch NMDA-Rezeptoren vermittelte Erregung

eine Induktion der LTP (Collingridge & Bliss 1988). NMDA-Rezeptoren zeigen eine
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starke Spannungsabhangigkeit, sodass eine Reizweiterleitung erst durch eine bereits
depolarisierte postsynaptische Membran gewahrleistet wird (Mayer et al. 1984). Bei
einer Hyperpolarisation der postsynaptischen Membran, begunstigen elektrische
Krafte die Bindung des zweiwertigen Magnesiums an den lonenkanal. Bei einer
depolarisierten postsynaptischen Membran sinkt damit die Wahrscheinlichkeit der

Bindung von Magnesium-lonen (Mg?).

Die durch die Depolarisation stark
vergroRerte positive Ladung der post-synaptischen Zellmembran bewirkt die
AbstoRung des Mg?*-lons auf dem NMDA-Rezeptor (Mayer et al. 1984; Mayer &
Westbrook 1987). Durch den nun offenen Kanal des NMDA-Rezeptors stromt
vermehrt Ca® in die Postsynapse. Die intrazellulire Erhdhung der Konzentration von
Ca?* aktiviert in der Postsynapse unter anderem die Proteinkinase C sowie Ca*-
Calmodulin-abhangige Proteinkinasen. Dies fuhrt u.a. zu einem verstarkten Einbau
von glutamatergen AMPA- und Kainat-Rezeptoren. Bereits existierende AMPA-
Rezeptoren werden durch die Ca*-Calmodulin-abhangige Proteinkinase I
phosphoryliert bzw. mobilisiert (Malenka & Nicoll 1999). Auf diese Weise wird die
Leitfahigkeit erhoht und die postsynaptische Membran fur Glutamat sensitiviert (Rao
& Finkbeiner 2007; Bloodgood & Sabatini 2008). So kann neben der Erhdéhung der
intrazellularen Ca**-Konzentration durch den Einstrom (iber die gedffneten NMDA-
Rezeptor Kanale, die intrazellulare Konzentration auch Uber spannungsabhangige
Ca?"’Kandle und dem intrazellularen Ca?*-Speicher erhéht werden. NMDA-
Rezeptoren der postsynaptischer Membranen, die an solchen haufig genutzten
Verbindungen liegen, konnen theoretisch durch die stéandige Depolarisation der
postsynaptischen Membran von den Mg?*-lonen deblockiert werden. Dadurch
werden diese Schaltbahnen besser leitfahig als alternative Verschaltungen. Dieses
charakteristische Merkmal des NMDA-Rezeptors konnte eines der wesentlichen
Elemente fur die Induktion synaptischer Plastizitat sein und damit einen molekularen
Mechanismus fur Lern- und Gedachtnisprozesse darstellen (Coan & Collingridge
1987; Collingridge & Bliss 1988).

NMDA-Antagonisten, wie 4-Amino-5-Phosphonovalerat (AP5), verhindern die
Induktion einer LTP durch hochfrequente, tetanische Stimulation (Collingridge, Kehl
& McLennan 1983; Herron et al. 1986). Diese und andere spezifische NMDA-Blocker
interagieren nicht mit non-NMDA und haben damit wenig Einfluss auf das EPSP.

NMDA-Antagonisten, die nicht mit der Glutamat-bindenden Seite interagieren, wie
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MK-801 (Huettner & Bean 1988), unterbinden ebenso die Induktion einer
Langzeitpotenzierung (Coan & Collingridge 1987; Manahan-Vaughan et al. 2008).
Der Kainat-Rezeptor hat speziell eine groRe Bedeutung fur die Induktion der
Verstarkung der synaptischen Ubertragung (Bortolotto et al. 1994). Diese
Rezeptoren setzen sich aus vier oder finf Rezeptoruntereinheiten GluR5 bis GIuR7
sowie den Regionen KA1 und KA2 zusammen (Mellor 2006). Die Untereinheiten des
Rezeptors differieren nicht nur in ihrem Aufbau, sondern auch in ihrer Funktionalitat.
So sind nur die Untereinheiten GIuRS bis GIuR7 lonenkanale, welche ein langsames
exzitatorisches postsynaptisches Potenzial (EPSP) vermitteln.

Im Gegensatz zu ionotropen Glutamat-Rezeptoren aktivieren metabotrope Glutamat-
Rezeptoren (mGIuR) Signaltransduktionswege, die Uber Guanosintriphosphat (GTP)
-bindende Proteine und ,second messenger Kaskaden vermittelt werden (Riedel &
Reymann 1996; Manahan-Vaughan 1997; Popkirov & Manahan-Vaughan 2011;
Neyman & Manahan-Vaughan 2008). Dadurch werden unter anderem lonenstrome
begunstigt, die eine langere Latenz verursachen als durch ionotrope Glutamat-
Rezeptoren. Insgesamt gibt es acht Unterklassen von metabotropen Glutamat-
Rezeptoren (mGIuR1.g). Durch das Vorkommen an der pra- als auch an der
postsynaptischen Membran sind sie sowohl fir die prasynaptische
Neurotransmitterausschittung mitverantwortlich als auch fir eine Modifikation der
postsynaptische Antwort (Manahan-Vaughan 1997; Popkirov & Manahan-Vaughan
2011; Riedel & Reymann 1996).

Die neuronale Weiterverarbeitung im Hippocampus basiert auf den
Wechselwirkungen zwischen einer Vielzahl von Pyramidenzellen und einer kleineren
Anzahl von Interneuronen. Obwohl sie nur etwa 10 % der Neurone im Hippocampus
und 15-20 % der Neuronenpopulation im Cortex einnehmen (Jessen et al. 2014;
Freund & Buzsaki 1996; Kullmann 2011), weisen sie eine grofe anatomische und
funktionelle Diversitat auf (Miles et al. 1996; Klausberger & Somogyi 2008; Kullmann
2011; Buzsaki 2001). Eine Einteilung in verschiedene Subklassen erfolgt nach
unterschiedlichen Kriterien, die ihre Morphologie, Physiologie und Verteilung
einbeziehen (Freund & Buzsaki 1996; Kullmann 2011; Kullmann & Lamsa 2007,
Klausberger & Somogyi 2008). Die Soma der diversen Interneurone sind im
Hippocampus nicht in spezifischen Schichten angeordnet, wenn ihre Axone auch in

den verschiedenen Kompartimenten der Pyramidenzellen enden (Miles et al. 1996).
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Die axonalen Projektionen verschiedener Interneurone zeigen fundamentale
Unterschiede zum hauptsachlich unidirektionalen exzitatorsichen System der Gruppe
der Pyramidenneurone. Die verschiedenen Arten von Interneuronen innervieren
unterschiedliche subzellulare Domanen. Zum Beispiel axo-axonische Interneurone
innervieren ausschliel3lich das axonale Anfangsstlick der Pyramidenzellen (Somogyi
et al. 1982). Korbzellen innervieren hingegen nur die Zellkdrper und den proximalen
Dendriten. Die Oriens-Lacunosum-molekularen (O-LM) Interneurone terminieren auf
den apikal-dendritische Verzweigungen (Kullmann 2011). Dies sind nur vereinzelte
Beispiele der vielfaltigen Untergruppe der Interneurone und zeigten insbesondere,
dass sie differentiell auf die Koordination der Pyramidenzellen einwirken kdénnen
(Klausberger & Somogyi 2008). So kann es unter anderem zu Einflissen auf die
Ca?*-abhangige Spike-Generierung oder auf die zeitlich-raumlich verteilte
wiederkehrende Hemmung perisomatischer oder dendritischer Domanen der
Pyramidenzellen kommen (Pouille & Scanziani 2004; Mody & Pearce 2004).

Nahezu alle Interneurone des Hippocampus benutzen y-Amino-Buttersaure (GABA)
als primaren Transmitter und kontrollieren die Entladungen der Neurone durch
Mechanismen der Vorwarts- (Feedforward-) und Ruckwarts- (Feedback-) Hemmung.
Transmembranproteine von Nervenzellen, die eine Bindungsstelle fur den
Neurotransmitter GABA aufweisen, werden als GABA-Rezeptoren (GABAR)
deklariert. Die Rezeptoren lassen sich in zwei Gruppen klassifizieren: ionotrope
GABAAa-sowie metabotrope GABAg-Rezeptoren. Die ionotropen GABAAx—Rezeptoren
bilden mit etwa 40 % den groRten Anteil von GABA-Rezeptoren im ZNS. Sie werden
neben dem Hippocampus zu gro3en Teilen im frontalen Cortex, in den Kornerzellen
des Cerebellums und im Thalamus der Ratte exprimiert (Bowery et al. 1987).
GABAa-Rezeptoren koénnen in Synapsen oder Dendriten einen Anionen-Strom
induzieren, der sowohl eine postsynaptische Hyperpolarisation (vermittelt durch CI
Einstrom) und ein Verlagern von exzitatorischen Stromen bewirken kann.

Die metabotropen, G-Protein-gekoppelten GABAs — Rezeptoren sind zum Teil in der
molekularen Zellschicht des Cerebellums und im frontalen Cortex vorhanden (Alger
& Nicoll 1982; Pralong & Jones 1993). Generell werden fur die GABA-Freisetzung
zwei Arten inhibitorischer Antworten unterschieden, ein schnelles inhibitorisches
postsynaptisches Potential (IPSP), welches durch die GABAa-Rezeptoren und ein
langsameres IPSP, welches durch die prasynaptischen GABAg-Rezeptoren vermittelt
wird (Mody & Pearce 2004).
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Zusatzlich zu den erregenden und inhibierenden Neurotransmittern Glutamat und
GABA wird die Signalverarbeitung im Hippocampus und in corticalen Regionen durch
heterosynaptische Einflisse modulatorischer Neurotransmittersysteme, wie des
dopaminergen System, reguliert (Frey & Morris 1997; Frey & Morris 1998; Kulla &
Manahan-vaughan 2000; Hansen & Manahan-Vaughan 2012; Seamans & Yang
2004).

Dopamin (DA) ist das vorherrschende Katecholamin im Gehirn von Saugetieren, wo
es eine Vielzahl von Funktionen Ubernimmt . Ein Defizit der Dopamin-Aktivitat oder
dessen Vermittlung beeintrachtigt nicht nur die normale Funktion der Zielregionen,
sondern tragt zur Pathophysiologie einer Anzahl von neurologischen und
psychischen Stérungen bei, wie z.B. der Parkinson-Krankheit, der Schizophrenie und
dem Drogenmissbrauch. Dopamin vermittelt auch eine Vielzahl von kognitiven
Funktionen: es reguliert Gedachtnis, Motivation, Stimmung, Motorik und
neuroendokrine Integration (Schultz 2001; Wise 2004; Surmeier et al. 2009; Goto &
Grace 2008; Lisman & Otmakhova 2001; Stefani & Moghaddam 2006).
Experimentelle Untersuchungen belegen, dass DA fur die Vermittiung der
Hippocampus-abhangigen synaptische Plastizitat relevant ist (Hansen & Manahan-
Vaughan 2012; Lemon & Manahan-Vaughan 2006; Gribkoff & Ashe 1984; Hamilton
et al. 2010; Li et al. 2003; Ito & Schuman 2007). Studien zufolge moduliert DA im
Hippocampus erregende und hemmende Neurotransmission (Gribkoff & Ashe 1984;
Fitch et al. 2006; Sesack & Grace 2010), spannungsgesteuerte lonen-Kanale
(Cantrell et al. 1997), und den Kalzium-abhangigen K*-Strom (Bernado & Prince
1982).

Anatomische und biochemische Studien zeigten, dass die CA1 und das Subiculum
dopaminerge Projektionen der VTA erhalten (Gasbarri, Packard, et al. 1994,
Gasbarri et al. 1997; Gasbarri, Innocenzi, et al. 1994; Behr et al. 2000; Sesack &
Grace 2010). Diese Effekte werden durch zwei verschiedene Gruppen von DA-
Rezeptoren vermittelt: Die Gsa-gekoppelten D4 und Ds Rezeptoren (Dq-&hnliche
Gruppe) und die Gja—gekoppelten D, D3 und D4 Rezeptoren (D,-ahnliche Gruppe).
Sowohl in der CA1 Region als auch im Subiculum wurden hdéhere Konzentrationen
von D¢- und D,- &hnlichen Rezeptoren nachgewiesen (Fremeau et al. 1991). Die
heterosynaptische Aktivierungen der Dq;s-Rezeptoren im Hippocampus beeinflusst

die Verstarkung einer NMDA-Rezeptor-abhangigen synaptischen Modifizierung, die
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mittels einer Serie von kurzen hochfrequenten Stimulationen zu einer Erhéhung
synaptischen Aktivitat fuhrt (Frey & Morris 1997; Frey & Morris 1998). Die
D,-Rezeptoren scheinen im Gegensatz dazu weniger signifikant flr eine
Hippocampus-abhangige Informationsverarbeitung zu sein, sei es auf der Ebene der
synaptischen Plastizitat oder der Gedachtnisbildung (Kulla & Manahan-Vaughan
2000). Die D4-Rezeptor-Subtypen binden an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor G
und aktivieren Adenylatcyclase. Das Membranprotein Adenylatcyclase katalysiert die
Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) zu cAMP, dabei ist die katalytische
Untereinheit der Adenylatcyclase nur im Komplex mit dem G-Protein und GTP aktiv.
Gs wirkt in Verbindung mit der Cyclase als GTPase und katalysiert das gebundene
GTP zu GDP, Gs fallt von der Adenylatcyclase ab und die Synthese von cAMP-
Molekulen wird gestoppt. Das frei gewordene Gs kann nun erneut einen Transmitter-
Rezeptor-Komplex bilden und wiederum erneut die Adenylatcyclase aktivieren.
Dieser Prozess wiederholt sich dabei solange wie der Transmitter-Rezeptor-Komplex
vorhanden ist. Synthetisierte cAMP-Molekule aktivieren die Proteinkinase A (PKA),
was eine notwendige Grundlage fur die Verstarkung der synaptischen Plastizitat
darstellt (Huang et al. 1994; Abel et al. 1997; Nguyen & Kandel 1997). Die
Aktivierung der PKA erfolgt, indem sich cAMP-Molekule an die regulatorischen
Untereinheiten der Kinase binden und die beiden katalytischen Untereinheiten
freigeben.

Elektrophysiologische Studien belegen, dass DA auch im mPFC NMDA-Rezeptor
vermittelten Prozessen Uber D45 -Rezeptor-abhéngige Mechanismen modulieren
kann (Wang & O’Donnell 2001; Gonzalez-Islas & Hablitz 2003; Chen et al. 2004;
Tseng & O’Donnell 2004). Die Dopamin-D-Rezeptoren kdnnen synergistisch die
exzitatorischen Einflisse des Glutamat auf die NMDA-Rezeptoren erhéhen und
damit die Zeit der gedffneten NMDA-Kanale verlangern und so die Starke des
Kalziumsignals vergroBern (Wirkner et al. 2004). Die Aktivierung des
Dopamin-D+-Rezeptor-Proteinkinase A-Signalwegs vergrofRert die Mobilisierung der
AMPA- und NMDA-Rezeptoren zur Zelloberflache (Dunah et al. 2004; Mangiavacchi
& Wolf 2004; Wolf et al. 2004).

Die erlauterten biochemischen Ablaufe zur Aktivierung der NMDA- und
D15-Rezeptoren und der daraus folgenden Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden
und deren Interaktion in den aktivierten Synapsen sind notwendige Vorgange flr die

Auspragung synaptischer Plastizitat (Frey & Morris 1997; Frey & Morris 1998; Abel et
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al. 1997; Swanson-Park et al. 1999; Carroll & Morris 2004). Eine Blockade durch den
selektiven D4-Rezeptor-Antagonisten SCH23390 verhinderte die Stabilisierung der
LTP im Hippocampus in vivo (Rossato et al. 2009; Neve et al. 2004; Bethus et al.
2010), verhindert aber selber nicht die Induktion der LTP (Kulla & Manahan-vaughan
2000). Auch werden plastizitdtsrelevante Prozesse wahrend Lernvorgangen durch
die Aktivierung dopaminerger Neurone verstarkt (Kemp & Manahan-Vaughan 2004,
Lemon & Manahan-Vaughan 2006).

Die physiologische Rolle der Dopamin-Di-Rezeptoren ist jedoch schwierig zu
definieren, insbesondere in Folge von seiner komplexen pra- und postsynaptischen
Lokalisierung in verschiedenen Hirnbereichen (Cameron & Williams 1993; Chesselet
1984). Mehrere Studien haben gezeigt, dass Di-Rezeptoren die Glutamat-
Freisetzung in den verschiedenen Bereichen des Gehirns einschlieBlich die des
Nucleus accumbens (Nicola et al. 1996; Pennartz et al. 1992), dem entorhinalen
Cortex (Pralong & Jones 1993), des prafrontalen Cortex (Law-Tho et al. 2006; Krimer
et al. 1998) und des basalen Vorderhirns (Momiyama & Sim 1996) steuern kdnnen.
Da jede dieser Strukturen dopaminerge Projektionen aus dem ventralen Tegmentum
erhalt, kdnnte man daraus folgern, dass das dopaminerge System die erregenden
Neurotransmission durch D¢-Rezeptoren steuert. Damit regulieren diese Rezeptoren
nicht nur die Aktivitat der zyklischen AMP (cAMP)-abhangige Proteinkinase (PKA)
(Kebabian & Calne 1979), sondern kdénnten zudem Ca**-Stréme beeinflussen
(Surmeier et al. 1995).

Die Modulierung einer Information in einem globaleren Sinne kann ebenfalls indirekt
durch DA vermittelt werden. So kann zum Beispiel die Aktivitat des oszillierendes
Netzwerks (Buzsaki & Draguhn 2004) beteiligter Hirnregionen beeinflusst werden.
Eine D4;5-Rezeptor-Aktivierung kann beispielsweise Theta Pulsfolgen im medialen
Septum modulieren, die wiederum zum Hippocampus projizieren (Fitch et al. 2006).
Es wird zudem vermutet, dass DA insbesondere die Gamma- oder-Thetafrequenz-
Muster der Neuronen andert (Ito & Schuman 2007), die im enthorinalen Cortex
wahrend Verhaltensversuchen von Nagetieren beobachtet wurden (Chrobak et al.
2000), wodurch auch eingehende Informationen zum Hippocampus verandert

werden.
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2.2 Darstellung lokaler, globaler und modulatorischer neuronaler
Aktivitat

2.2.1 Lokale Feldpotentiale

In den vergangenen Jahrzehnten wurde das Konzept der funktionalen
Konnektivitat innerhalb neuronaler Netzwerke mit grof3ter Sorgfalt durch die Analyse
von lokalen elektrophysiologischen Ableitungen erbracht, die in verschiedenen
Hirnarealen aufgezeichnet worden sind (Abraham & Mason 1988; Bartesaghi et al.
1995; Manahan-Vaughan 1997; Nicola et al. 1996; Otmakhova & Lisman 1996).
Dabei ist es madglich, sowohl intrazellulare als auch extrazellulare Aufnahmen
aufzuzeichnen. Die extrazellulare Messung der neuronalen Aktivitdt kann so zum
Beispiel durch die Erfassung der Feldpotentiale erfolgen. Die Reizung eines
zentralen Faserbindels, wie dem Tractus perforans, erzeugt monosynaptisch
evozierte Feldpotentiale im Gyrus dentatus. Das bedeutet, die glutamaterge
Aktivierung der Kornerzellen im DG induziert eine Potentialanderung an der
postsynaptischen Membran, welche das Offnen von Kationen-Kanalen und dem
damit stattfindenden Einstrom von Natriumionen in das Zellinnere zur Folge hat. Das
AuRere der Zelle ist damit im Vergleich zum Zellinneren negativ geladen. Das
extrazellulare Potential im Bereich der Zellkorpers ist durch seine positive Polaritat
gekennzeichnet. Dieser passive, zell-auswarts gerichtete, Ausgleichstrom wird als
»source” bezeichnet. Bei ausreichend starker Stimulation, die die Entladungsschwelle
der Neurone Ubersteigt, kommt es durch die erhdhte Leitfahigkeit der Natriumkanale
zum Einstrom von Natrium-lonen ins Zell-Soma und folglich zur Depolarisation der
Membran. Das Summenaktionspotenzial (population spike - PS) stellt somit die
Summation synchron hervorgerufener Aktionspotentiale und damit die aktive
Entladung der Neurone dar. Der Stromfluss erfolgt dabei im Bereich des Zellkdrpers
entgegengesetzt (,source”) und ist damit positiv (im Gegensatz zu negativen
Stromfluss (,sink”) im Bereich der Dendriten-Schicht). Die Registrierung von
Feldpotentialen, etwa im Bereich des hippocampalen Areals, beruht auf der Messung
der Potentialdifferenz zwischen zwei Elektroden. Die Ableitelektrode befindet sich
dabei in dem Gewebe, in der die Aufzeichnung der neuronalen Aktivitat von
Interesse ist. Die Referenzelektrode befindet sich hingegen aulRerhalb dieser Region.

Die stellt dabei die Elektrode mit bekanntem Potential dar, da die Spannung dieser
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Referenzelektrode mit O festgelegt wird. Wahrend der neuronalen Aktivitat erfolgt die
Erzeugung einer Potentialdifferenz, welche durch den Stromfluss zwischen
lonenbewegungen und demzufolge durch den externen Widerstand hervorgerufen
wird. Damit kann die Potentialanderung gegen die Zeit registriert werden. Die
Darstellung einer extrazellularen Potentialdifferenz eines Neurons ist gering, daher
erfolgt bei der Bestimmung des Feldpotentials eine Summation der
Potentialanderungen mehrerer Neurone. Die spezielle Struktur des Hippocampus,
mit seiner relativ groflien Anzahl dicht gepackter Neurone in selber Orientierung,
erlaubt damit die Registrierung der Potentialanderung aktivierter

Neuronenpopulationen.

2.2.2 Funktionelle Bildgebung und neurovaskulédre Kopplung

Obwohl die elektrophysiologische Ableitung lokaler Feldpotentiale (LFP) eine
hohe zeitliche Aufldsung besitzt, ist die raumliche Auflésung dagegen sehr stark auf
ein lokales Areal begrenzt. Diese Aufzeichnungsverfahren haben daher auch nur
begrenzte Madglichkeiten, koordinierte Informationsverarbeitung Uber mehrere
neuronale Netzwerke zu Uberwachen (Buzsaki & Draguhn 2004). Die funktionelle
Magnetresonanztomographie (fMRT) hat sich wegen der guten, raumlichen
Auflésung zu einem hilfreichen Instrument in den kognitiven Neurowissenschaften
entwickelt, da es in der Lage ist, parallel-stattfindende neuronale Prozesse nicht-
invasiv darzustellen. Da die fMRT lokalisierte Veranderungen der neuronalen
Aktivitdt im gesamten Gehirn visualisieren kann, ist auch keine Vorauswahl der
moglichen Zielregionen erforderlich.

Die fMRT visualisiert aber nur indirekt Veranderungen neuronaler Aktivitat durch
Messung aktivitats-abhangiger Effekte auf lokale hamodynamische Parameter, wie
den cerebralen Blutfluss (cerebral blood flow - CBF), das cerebrale Blutvolumen
(cerebral blood volume - CBV) und die Blutsauerstoffsattigung (blood oxygen level
dependent - BOLD) (Attwell & ladecola 2002; Heeger & Ress 2002a; Attwell et al.
2010; Lauritzen 2005).

Zum einen initiiert eine neuronale synaptische Aktivitdt eine Erhdhung des CBF
durch Freisetzung von vasoaktiven Substanzen, die die umgebenden Arteriolen
weiten und zur funktionellen Hyperamie fuhren kénnen (Lecrux et al. 2011; ladecola
& Nedergaard 2007; Zonta et al. 2003; Filosa et al. 2004; Drake & ladecola 2007),

und zum anderen steigt bei zunehmender Aktivitat die neuronale metabolische Rate
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des ATPs und Sauerstoffs (Shulman et al. 2004; Stefanovic et al. 2005). Das erhdhte
Angebot Uberwiegt allerdings dem tatsachlichen Verbrauch, so dass mehr Sauerstoff
in die aktivierte Region transportiert wird als eigentlich verwendet werden kann (Fox
& Raichle 1986). Diese Diskrepanz zwischen Blutfluss und Sauerstoffverbrauch fuhrt
zur kurzfristigen Anderungen der Desoxyhamoglobin-Konzentration, was als
Kontrastmittel ausgenutzt wird, um Anderungen in der Gehirnfunktion bildgebend
darzustellen. Die biophysikalische Grundlage des BOLD-Signals bezieht sich auf die
Konzentration von Desoxyhamoglobin der BlutgefalRe im Gehirn (Heeger & Ress
2002b; Ogawa et al. 1990; Ogawa et al. 1993; Thulborn 2012). Wenn das
diamagnetische Oxyhamoglobin Sauerstoff freigibt, entsteht paramagnetisches
Desoxyh@moglobin. Die Starke des gemessenen fMRT-Signals wird durch das
paramagnetische Desoxyhamoglobin verringert, da es das Magnetfeld weniger
homogen erscheinen lasst. Eine Verringerung der Desoxyhamoglobin-Konzentration
(bzw. eine Erhéhung der Blutsauerstoffsattigung) bewirkt eine langsamere
Dephasierung der Dipole (d.h. Protonen). Die aktivierten Regionen zeigen daher in
Tg*-gewichteten Sequenzen einen Signalanstieg gegenuber nicht aktivierten
Regionen. Dieser Signalanstieg zeigt sich dann als Grauwertanderung in den
funktionellen Bildern der MRT. Die Signalanderung im fMRT hangt primér von der
Sauerstoffsattigung des Blutes ab, die wiederum abhangig vom Sauerstoffverbrauch
des Gewebes ist (Ogawa et al. 1990; Attwell et al. 2010). Eine Erhdhung der
Konzentration von Desoxyhamoglobin resultiert in einer negativen Signalanderung,
wahrend eine Abnahme in Desoxyhamoglobin zu einem positiven Signal fuhrt.
Idealerweise konnte man das negative Signal nutzen, um die neuronale Aktivitat zu
verzeichnen. Eine erhdohte neuronale Aktivitat wird jedoch auch durch einen
gesteigerten Blutfluss begleitet, was in Millisekunden das Desoxyhamoglobin
wegschwemmt. Wahrend das Hirnvenen-Blutvolumen als eine nichtlineare Funktion
des Blutflusses zunimmt, beginnt die Konzentration des Desoxyhamoglobin wahrend
der Aktivierung zu fallen. Daher ist die typische Veranderung des BOLD-Kontrasts in
bildgebenden Studien ein positives Signal, das auf dem Zusammenspiel von lokalem

Sauerstoffverbrauch, Blutflussmenge und resultierendem Blutvolumen basiert.

Die Verbindung zwischen neuronaler Aktivierung und lokaler Hirndurchblutung wird
als ,neurovaskulare Kopplung“ oder funktionelle Hyperamie bezeichnet (Abbildung

2.3). Die funktionelle Hyperamie ist ein wichtiger Autoregulationsmechanismus,
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wodurch eine erhohte neuronale Aktivitat durch einen schnellen und regionalen
Anstieg der Blutversorgung angepasst wird (Nielsen & Lauritzen 2001). Eine Vielzahl
von Modellen wurde in den letzten Jahren aufgestellt, die die Dynamik des
zerebralen Blutflusses und CBV in Reaktion auf veranderte neuronale Aktivitat
beschreibt. Dieser Mechanismus involviert ein kommunikatives Zusammenspiel von
Neuronen, Astrozyten und Arteriolen (Attwell & ladecola 2002; Yang & ladecola
1998; ladecola & Nedergaard 2007; Petzold & Murthy 2011; Carmignoto & Gomez-
Gonzalo 2010; Lecrux & Hamel 2011; Filosa et al. 2004; Cauli & Hamel 2010;
Koehler et al. 2009). Durch die Freisetzung metabolischer Intermediate bzw.
Faktoren der neuronalen Aktivierung erfolgt eine Reaktion des vaskularen Systems
durch eine GefalRerweiterung bzw. Gefalverengung (Abbildung 2.4). Neuronal
freigesetzte Substanzen, wie Glutamat, GABA, Noradrenalin, Acetylcholin, Dopamin,
ATP, und Stickstoffmonoxid steuern unter in vitro Bedingungen ein Kalziumanstieg in
Astrozyten (Haydon & Carmignoto 2006; Volterra & Steinhdauser 2004; Girouard et al.
2010; Blanco et al. 2008; Metea & Newman 2006; Filosa et al. 2004; Dabertrand et
al. 2013; Choi et al. 2006; Kocharyan et al. 2008; Girouard et al. 2007). Auch unter in
vivo Bedingungen konnte eine relevante Astrozyten - Aktivierung durch Glutamat
gezeigt werden (Wang et al. 2006; Xi et al. 2011; Leffler et al. 2006; Parfenova et al.
2012; Takano et al. 2006; de Labra et al. 2009).

Neuronale Hamodynamische fMRT BOLD

Aktivitat Neurovaskulére Antwort Erfassung Antwort

Stimulation [ ) Kopplung = — durch MRT
B — _ 0000 (g) o 0 O —— “
> ,'.

/
A

Y

A

Exzitatorische und + vermitteinde Faktor +  Blutfluss * magnetische Feldstarke
inhibitorische Aktivitat *  Einfluss durch + O,Sittigung  + Relaxationszeit, TR
Anasthesie Anasthesie +  Blutvolumen + Echozeit. TE

Spin — oder Gradient EPI

Abbildung 2.3 | Einflussfaktoren des BOLD-Signals (1) die neuronale Reaktion auf einen
Reiz oder eine Hintergrundmodulation; (2) die komplexe Beziehung zwischen neuronaler
Aktivitdt und dem Auslésen einer neurovaskulare Kopplung; (3) die hamodynamische
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Reaktion selbst; und (4) die Art und Weise, wie diese Reaktion durch den MRT -Scanner
erfasst wird (Arthurs & Boniface 2002).
‘—

Die bereits beschriebenen exzitatorischen Synapsen dominieren im Hippocampus
und sind durch die Glutamat-Freisetzung der Hauptenergie-verbrauchende Prozess
im Gehirn (Attwell & Laughlin 2001). Glutamat ruft eine Erh6hung der cerebralen
Durchblutung und BOLD-Signale hervor, wahrscheinlich durch Wechselwirkungen
der Glutamat-Rezeptoren auf Astrozyten, Perizyten und Neurone (Attwell et al. 2010;
Gsell et al. 2006; Nielsen & Lauritzen 2001; Lauritzen 2005; Hall et al. 2014; Peppiatt
et al. 2006). Einer prasynaptischen Freisetzung folgend, bindet Glutamat an die
bereits beschriebenen AMPA-, Kainat- und NMDA-Rezeptoren (Mayer 2005;
Wollmuth & Sobolevsky 2004; Carroll & Zukin 2002). Diese Bindung fuhrt zum Einen
zum Einstrom von Ca?*-lonen in Neuronen und zur Aktivierung der neuronalen
Stickoxid-Synthase (nNOS) (Busija et al. 2008) und dem anschlieRenden Freisetzen
von Stickoxid (NO). Durch NO wird unter anderem in der glatten Muskulatur ein
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) aktiviert, was die GefalRerweiterung
einleitet (Garthwaite 2008; Filosa et al. 2015; Golding et al. 2001). Dadurch kann
mehr Sauerstoff und Glucose zu den energieverbrauchenden Neuronen transportiert
werden. DarlUber hinaus andert Glutamat durch Bindung an mGIuR Rezeptoren die
intrazellulare Ca?*-Konzentration in Astrozyten (Abbildung 2.4). Darauf folgend
werden Gefall-regulierende Kaskaden mit Faktoren, wie Arachidonsaure (AA),
Prostaglandin (PG) und Kalium (K") in Gang gesetzt, die selber als Vasodilator oder
Vasokonstriktur agieren oder solche Mechanismen weiter vermitteln (Pepicelli et al.
2005; Enager et al. 2009; Mulligan & MacVicar 2004; Haydon & Carmignoto 2006;
Koehler et al. 2009; Metea & Newman 2006; Filosa et al. 2004, Filosa et al. 2015).

Der Einfluss glutamaterger Transmission auf die Himodynamik ist vielfach belegt. So
verursacht eine kombinierte Hemmung von AMPA- und NMDA-Rezeptor wahrend
einer infra-orbitalen Stimulation eine Reduktion des Blutflusses und die
postsynaptische Aktivitat im sensorischen Cortex der Ratte um 90% (Norup Nielsen
& Lauritzen 2001; Gsell et al. 2006). Allerdings scheinen NMDA-vermittelte
Mechanismen nicht direkt die Hamodynamik zu beeinflussen, sondern sie
beeinflussen, zumindest im Hippocampus, die Hamodynamik nur indirekt durch

Modifikation lokaler Verarbeitungsprozesse (Tiede et al. 2012).
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Abbildung 2.4 | Ubersicht der Hauptsignalwege von Astrozyten und Neuronen, die den
Glutamat-vermittelten zerebralen Blutfluss durch vasoaktive Faktoren steuern, um die glatten
Muskelzellen zu regulieren (modifizierte Darstellung nach Attwell et al. 2010). Synaptisch
freigesetztes Glutamat bindet an NMDAR der Neurone und induziert eine Ca®*-Erhéhung,
wodurch die neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS) ausgeschuittet wird, um
Stickoxid (NO) freizusetzen. Durch NO wird in der glatten Muskulatur Guanylatzyklase
aktiviert, das erzeugt zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP), welches die
GefaRerweiterung induziert. Ein erhdhter Ca”*-Spiegel kann auch (gestrichelt) (ber
Phospholipase A2 (PLA2) Arachidonsdure (AA) erzeugen, das von COX2 zu
Prostaglandinen (PG) umgewandelt, die GefaRerweiterung einleitet. Glutamat erhéht Ca®*in
Astrozyten durch Aktivierung der metabotropen Glutamat-Rezeptoren (mGIuR). Das erzeugt
Uber Arachidonsdure drei Arten von Metaboliten: Prostaglandine (PG), EETs in Astrozyten,
die GefalRe erweitern, und 20-HETE in der glatten Muskulatur, die GefalRe verengt. Ein
Anstieg des Ca** Titers in Astrozyten kann Ca®*-abhéngige K*-Kanale (9gk(ca)) aktivieren, die
den Kalium-Einstrom regulieren und damit ebenfalls die GefalRe erweitert. Da die
glutamaterge Neurotransmission nicht die einzige Determinante fir die Mobilisierung
astrozytarer und neuronaler Ca”-Speicher ist, kdbnnen weitere Neuromodulatoren und
Hormone die Mikrozirkulation beeinflussen. Das aus Interneurone stammende vasoaktive
intestinal Peptid (VIP) und NOS fihren zur Dilatation der Gefale. Die ebenfalls aus
Interneuron freigesetzte Neuropeptid Y (NPY) und Somatostatin (SOM) induzieren eine
Gefallverengung.
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Obwohl Glutamat als wichtigster Akteur fur die neurovaskulare Kopplung
beschrieben wird (Takano et al. 2006; Winship et al. 2007; Schummers et al. 2008;
Nimmerjahn 2009; Girouard et al. 2007; Girouard et al. 2010), kdbnnen auch die
GABAerge Interneurone durch ihre enge Anbindung zu Blutgefalien vasoaktive
Substanzen oder Transmitter freisetzen und dadurch fMRT-Signale modifizieren
(Abbildung 2.4). Zum Beispiel beinhalten die axonalen Terminalien GABAerger
Interneurone eine Reihe von vasoaktiven Neuropeptiden, wie das vasoaktive
intestinale Peptid (VIP), Somatostatin (SOM) und Neuropeptid Y (NPY) aber auch die
NO-Synthase, die wiederum das vasoaktive NO bildet (Paspalas & Papadopoulos
1998; Kocharyan et al. 2008; Cauli et al. 2004; Enager et al. 2009). Dartber hinaus
konnte gezeigt werden, dass das freigesetzte GABA selbst hippocampale Arteriolen
durch Aktivierung endothelialer GABAAR (Enager et al. 2009) weiten kann.

Auf der anderen Seite kann das durch Interneurone freigesetzte GABA durch
Bindung an GABAg Rezeptoren der postsynaptischen Membran auch an Liganden-
gesteuerte Kalium-Kanale binden (Thalmann & Ayala 1982; Gahwiler & Brown 1985;
Newberry & Nicoll 1985). Dadurch gelangt Kalium in den extrazelluldaren Raum und
kann durch die zunehmend intrazellulare negative Ladung zur Hyperpolarisation der
postsynaptischen Membran beitragen. Zahlreiche Studien haben dokumentiert, dass
eine solche Erhéhung der extrazellularen Kaliumkonzentration (K*) zur
Gefallerweiterung fuhren kann (McCarron & Halpern 1990; Cameron & Caronna
1976; Golding et al. 2000; Chrissobolis et al. 2000; Nakahata et al. 2006; Dunn &
Nelson 2010; Farr & David 2011).

Bildgebende Studien der letzten Jahrzehnte wiesen auch eine mikro-vaskulare
Wirkung von Dopamin nach (Edvinsson et al. 1985; Marota et al. 2000; Schwarz et
al. 2004; Schwarz et al. 2007; Choi et al. 2006). Zuvor konnte bereits die
Anwesenheit von Dopamin-Rezeptoren in zerebralen Arteriolen nachgewiesen
werden (Krimer et al. 1998; Amenta et al. 1998). Insbesondere die D15-Rezeptoren-
vermittelten Mechanismen scheinen die zerebrale Mikrozirkulation zu beeinflussen
(Edvinsson et al. 1985; Choi et al. 2006), auch wenn sie nur das vaskulare System
betreffen(Stamford et al. 1988).
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2.2.3 Zyklische Voltammetrie und Dopamin-Freisetzung

Ein wesentlicher Nachteil elektrophysiologischer Studien ist, dass die Rolle
spezifischer Neurotransmitter, wie Dopamin, bei der Signalverarbeitung nicht direkt
untersucht werden kann. Im Gegensatz dazu konnen elektrochemische Techniken,
wie die Mikrodialyse oder die Voltammetrie, genutzt werden, um die Freisetzung von
Neurotransmittern innerhalb eines definiertem Zeitraums in einem Hirnareal
nachzuweisen (Brudzynski & Gibson 1997; Kalivas & Duffy 1997; Mitchell et al. 2000;
Logman et al. 2000; Park et al. 2010; Robinson et al. 2003). Mikrodialyse ist die am
haufigsten verwendete Methode, um die chemische Umgebung des Gehirns zu
analysieren. Die freigesetzten Molekule diffundieren in die Sonde und das
aufgefangene Dialysat wird mit Hilfe einer Gaschromatographie bzw. HPLC
analysiert. Obwohl es BemUhungen gibt, die zeitliche Auflosung der Mikrodialyse zu
verbessern, werden die Proben in der Regel bei 1 bis 10-Minuten-Intervallen
gesammelt. Daher ist die Mikrodialyse nur fur die Messung von Veranderungen auf
eine Zeitskala im Minuten-Bereich geeignet. Die Stimulus-induzierte neuronale
Freisetzung von Dopamin erfolgt allerdings in einem Zeitfenster von Sekunden,
bevor die Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt eintritt (Kuhr & Wightman
1986; Wightman et al. 1988). Fur den Nachweis von dynamisch freigesetztem
Dopamin unter in vivo Bedingungen kann die zyklische Voltammetrie (fast scan cyclic
voltammetry - FSCV) verwendet werden. Eine elektro-analytische Technik, die zur
Detektion von elektrochemisch aktiven Substanzen in Subsekundenbereich (100 ms
Auflésung) anhand von Mikro-Carbonfaser-Elektroden mdglich ist. Katecholamine,
wie Dopamin und Noradrenalin, kbnnen bei einem physiologischen pH-Wert leicht
oxidiert und reduziert werden (Venton & Wightman 2003). Dopamin wird in Neuronen
aus Tyrosin synthetisiert und in membrangebundene Vesikel verpackt. Durch ein
ankommendes Aktionspotenzial wird der Vesikel-Inhalt in den synaptischen Spalt
entlassen. Dopamin kann so entweder an den Dopamin-Rezeptor binden oder mit
dem Dopamin-Transporter interagieren. Weil in den meisten Fallen nur niedrige
Konzentrationen von Dopamin freigesetzt und wieder schnell aus dem
extrazellularen Raum entfernt werden (Garris et al. 1994), muss die Messmethode
schnell, sensitiv und selektiv sein. Die Anwendung von zylindrischen, etwa 5-7 pym
breiten und 100 um langen, Carbonfaser-Mikroelektroden ermdglicht es besonders

nah an Zielregionen vorzudringen, ohne groBe Gewebeschaden zu verursachen. Die
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Selektivitat ist besonders essenziell, da weitere elektrochemisch-aktive Substrate im
Gewebe vorhanden sind (zum Beispiel Stickstoffmonoxid, Serotonin, Ascorbinsaure
u.v.m.) (Venton & Wightman 2003). Um eine mdglichst gute zeitliche Aufldsung zu
erhalten, erfolgen wiederholte Messungen in zyklischen Intervallen. Fur die Detektion
von Dopamin wird die Spannung der Elektrode bei einer Stromstarke von etwa
400 Volt je Sekunde von einem Ruhepotential von -0,4 Volt bis auf 1,5 Volt erhoht.
Die Frequenz des Abtastens liegt idealerweise bei 10 Hz (alle 100 ms). Dopamin
oxidiert dabei bei etwa +0,6 V und wird bei etwa -0,2 V reduziert. Der Verlauf der
Freisetzung kann bildgebend in ,,Pseudocolorplots“ dargestellt werden. In Verhaltens-
und in Belohnungs-Studien konnte damit in vivo die Fluktuation der Dopamin-
Freisetzung nachgewiesen werden (Carelli & Wightman 2004; Day et al. 2007;
Sombers et al. 2009; Saddoris et al. 2013). Auch fMRT-kombinierte Stimulations-
Studien an dopaminergen Faserbahnen (MFB) konnten stimulus-abhangige
Freisetzung des Katecholamins Dopamin im NAcc und mPFC/ACi am narkotisierten

Tier nachweisen (Krautwald et al. 2013).

2.3 Simultane Messung elektrophysiologischer und fMRT Signale zur
Darstellung  veranderter lokaler und (globaler neuronaler

Netzwerkaktivitat

Um zu untersuchen, wie Stimulus-induzierte Anderungen lokaler
Netzwerk-Aktivititen die Eigenschaften globaler Netzwerke beeinflussen kbénnen,
mussen experimentelle Ansatze genutzt werden, die sowohl die lokale
Signalverarbeitung als auch resultierende globale Aktivierungsmuster darstellen
kénnen. Fur die lokale Signalverarbeitung eignet sich die elektrophysiologische
Messung von Feldpotenzialen. Auf der anderen Seite kann die globale
Signalverarbeitung zudem simultan mit Hilfe der fMRT dargestellt werden. Solch ein
Ansatz wurde bereits entwickelt, um die neurophysiologischen Grundlagen der fMRT
zu untersuchen (Angenstein et al. 2007; Canals et al. 2008a; Logothetis et al. 2001).
Mit dem Ansatz der monosynaptischen Aktivierung der Kornerzellen des Gyrus
dentatus durch die direkte Stimulation des Tractus perforans der narkotisierten Ratte
konnte ein Zusammenhang zwischen der verwendeten Stimulationsintensitat, der

registrierten PS-Amplitude als auch der Erhdhung der induzierten BOLD-Antwort
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verzeichnet werden (Angenstein et al. 2007; Canals et al. 2008a; Angenstein et al.
2010). Das Einbringen einer Stimulationselektrode in den TP ermdglicht zum einen
die Kontrolle der elektrophysiologischen Stimulations-Parameter, wie Frequenz,
Stimulations-Intensitat und Stimulations-Muster. Die elektrophysiologische Ableitung
im rechten Gyrus dentatus informiert gleichzeitig Uber die Qualitat der
Signalverarbeitung. Die lokale Signalverarbeitung einer Region kann grob als
Beziehung zwischen Eingangs- und Ausgangsaktivitdt definiert werden. Die
Eingangsaktivitat des DG wird durch das Muster der Tractus perforans-Stimulation
fest vorgegeben, wahrend die  Ausgangsaktivitit der gemessenen
Summenaktionspotentiale der Kodrnerzellen, also der Populationen-Spikes,
entspricht. Das bedeutet, dass bei Prasentation des gleichen Stimulationsprotokolls
die sich andernde lokale Signalverarbeitung mit einem veranderten Populations-
Spike-Muster einhergeht. Basierend auf der Zeitkonstanten der neuronalen
Prozesse, wird ein nachfolgend gleicher Puls entweder eine ahnliche oder eine
veranderte Reaktion hervorrufen. Bei wiederkehrendem Reiz werden sie sich
gegenseitig beeinflussen, da die eingebundenen Neurone ein Bestandteil der lokalen
neuronalen Verschaltungen sind.

Zudem zeigte sich, dass dieses Verfahren nicht nur geeignet ist, um
Signalverarbeitung in hippocampaler Formation zu untersuchen, sondern auch um
Signalweiterleitung in Zielregionen der HC-Formation, wie dem NAcc, dem Septum
und dem mPFC darzustellen (Canals et al. 2009; Angenstein et al. 2013).
Insbesondere wiederholt applizierte hochfrequente (100 Hz) Pulsfolgen verursachten
Anderungen in lokalen Feldpotenzialen, die zum Teil mit verénderten fMRT
Antworten einhergingen (Angenstein et al. 2007; Canals et al. 2008b; Krautwald et al.
2013; Canals et al. 2008a; Angenstein et al. 2013). Hochfrequente Stimulationen
einer afferenten Faserbahn zum Hippocampus sind bekannt dafiir, Anderungen der
synaptischen Plastizitat im DG und Hippocampus auszulésen (Bliss & Lomo 1973;
Errington et al. 1987; Lynch et al. 1989; Alger & Teyler 1976; Alle et al. 2001).

Daraus ergibt sich die erste Frage:

1) Wie verandern sich die Aktivitaten in lokalen (d.h. im Gyrus dentatus) und
globalen neuronalen Netzwerken in Abhangigkeit von dem Muster der TP
Stimulation? Dabei soll sowohl die Anzahl von hochfrequenten Pulsen je
Sekunde (20, 50, 100 Pulse) als auch die Dauer der Gesamtstimulation

(8 s bzw. 30 s) variiert werden.
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Des weiteren zeigten vorhergehende Arbeiten, dass hochfrequente elektrische
Stimulationen des TP als bedingter Reiz fir das Erlernen einer aktiven
Vermeidungsreaktion genutzt werden kann und der gleiche Stimulus, nachdem er
Verhaltensrelevant wurde (als Prédiktor fir einen kommenden FuBschock),
signifikante fMRT Signaldnderungen in Zielregionen der hippocampalen Formation
induziert, die in untrainierten Tieren nicht zu finden waren (Angenstein et al. 2013).
Da alle im fMRT zuséatzlich dargestellten Regionen auch Zielgebiete des

mesolimbischen DA-Systems sind, ergaben sich folgende Fragestellungen:

2) Kann durch eine hochfrequente Stimulation des TP das mesolimbische
DAerge System aktiviert werden? Genauer gesagt, kann durch eine
Hochfrequenz-Stimulation des TP eine signifikante BOLD Antwort in der
VTA/Sn Region und/oder eine durch in vivo FSCV nachweisbare DA-
Freisetzung in einer Zielstruktur des mesolimbischen Systems (NAcc)

induziert werden?

3) Welche Bedeutung hat des DA System fur die Hippocampus-abhangige
Aktivierung globaler neuronaler Netzwerke? Diese Frage soll mit Hilfe von
DA-Rezeptor- Antagonist oder Agonist untersucht werden, der vor einer

Hochfrequenz-Stimulation des TP appliziert werden soll.
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3 Material und Methoden

3.1 Herkunft, Zucht und Haltung

Far alle Experimente wurden ausschlieRlich mannliche Versuchstiere genutzt,
die aus der etablierten Zucht des Leibniz-Instituts fur Neurobiologie in Magdeburg
stammten. Verwendet wurden Wistar-Ratten des Stammes ,Hannover® der Firma
,Charles River® (Stammbezeichnung Crl:WiHan) und der Firma Janvier
(Stammbezeichnung: RjHan:Wi). Die Haltung der Versuchstiere erfolgte unter
Laborbedingungen bei 24+2 °C, 50-60 % Luftfeuchtigkeit und 12L:12D
Licht-Regime (Licht an: 6.00 Uhr). Zunachst wurden die Tiere in Gruppe in
Makrolon-Kafigen (M4, Bioscape; Castrop-Rauxel, Deutschland) gehalten. Mit
Versuchsbeginn (Praparation) wurden die Ratten in Makrolon-Kafige (M3, Bioscape;
Castrop-Rauxel, Deutschland) mit Metallgitter-Abdeckung untergebracht. Es standen
sowohl Nahrung (Ssniff, R/M-H, Soest, Deutschland) als auch Wasser ad libitum zur
Verfugung. Die Genehmigung zur Durchfuhrung der Tierversuche wurde von der
Landesbehodrde des Bundeslandes Sachsen-Anhalt erteilt (Tierversuchs-Antrag-Nr.:
203.h.-42502-2-705IfN).

3.2 Praparation und Elektrodenimplantation

Zum Zeitpunkt der Praparation waren die Versuchstiere 8 bis 9 Wochen alt
und hatten ein Gewicht von 270 g bis 320 g. Fur die Implantierung der Elektroden
wurden die Ratte zunachst mit Pentobarbital (40 mg/kgi.p.) narkotisiert. In
Abhangigkeit vom Wachzustand des Tieres wurde in variablen Zeitabstanden die
Narkose durch weitere Injektionen (40 mg/kg i.p.) aufrecht erhalten. Das Versuchstier
befand sich fur die gesamte Durchfuhrung der Praparation in einer stereotaktischen
Apparatur (TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland bzw. STOELTING, Wood
Dale, Vereinigte Staaten von Amerika). Zunachst wurde das Tier uber Ohrenstifte
fixiert und mit Einhaken der Schneidezahne im Zahnhalter stabilisiert. Anschlie3end
wurden die Fellhaare an der Kopfoberseite zwischen beiden Ohren entfernt. Die Haut
Uber dem Schadeldach wurde mittels eines Skalpells entlang der seitlichen

Sagitallinie durchtrennt und leicht mit Arterienklemmen fixiert. Die Schadeloberflache
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wurde mit einem Heidemannspatel von der pergamentartigen Knochenhaut freigelegt
und mit 3%-iger Wasserstoffperoxid-Losung gereinigt und desinfiziert. Im Anschluss
wurde der Abstand von Bregma und Lambda auf dem Schadel ermittelt und
gegebenenfalls so korrigiert, dass Bregma und Lambda in derselben horizontalen
Ebene lagen. Die Koordinaten fur das Einsetzen der Stimulations- und
Ableitelektrode (sowie Referenz- und Erdungselektroden; Abbildung 3.1) konnten mit
Hilfe eines Mikromanipulators auf dem Schadeldach markiert werden. Die Wahl der
Koordinaten fur die gewahlten Gehirnareale erfolgte unter Zuhilfenahme des
stereotaktischen Atlas (Paxinos & Watson 1998). Als Koordinaten wurden fur die
Position der bipolaren Stimulationselektrode (J 114 um, Wolfram Teflon-isoliert, A-M
Systems, Inc., Carlsborg, Vereinigte Staaten von Amerika) im Tractus perforans
(anterior-posterior (AP): -6,9 mm; medio-lateral (ML): 4,1 mm; dorso-ventral (DV):
2,2-2,6 mm; Abbildung 3.1) und der monopolaren Ableitelektrode (& 114 pm,
Wolfram Teflon-isoliert, A-M Systems, Inc., Carlsborg, Vereinigte Staaten von
Amerika) im Stratum granulare des Gyrus dentatus (anterior-posterior (AP): -2,8 mm;
medio-lateral (ML): 1,8 mm; dorso-ventral (DV): 3,2-3,6 mm; Abbildung 3.1)
festgelegt und markiert. Beide MRT-kompatiblen, Teflon-isolierten
Wolfram-Elektroden wurden zuvor mit Hilfe eines vom Institut entwickelten
Spannapparates so vorbereitet, dass sie ausreichend stabil fur die Implantierung
waren. Hierfir wurden sie an 5 x5 mm grolRer Pappe mit Kleber (Araldit Rapid
2-Komponentenkleber; Roth) befestigt. An den gesetzten Markierungen wurden
minimale Bohrungen mit einem Zahnbohrer (Eickemeyer, Tuttlingen, Deutschland;
mit Rosenkopfbohrer-Aufsatz 1,2 mm, Meisinger, Neuss, Deutschland) auf dem
Schadeldach durchgeflhrt. Zur besseren Stabilisierung des spateren Sockels
wurden nahe der Elektrodenposition zusatzlich drei Locher in den Schadelknochen
gebohrt, um Plastikschrauben (0,80 x 0,125 mm, Plastics One Inc, Roanoke;
Vereinigte Staaten von Amerika) einzusetzen. Als Referenz- und Erdungselektroden
wurden zwei hakige Silberdrahte mit kugelférmiger Spitze (& 125 pm, A-M Systems,
Inc, Carlsborg, Vereinigte Staaten von Amerika) zwischen Schadel und Dura epidural
platziert und zusammen mit einer der Plastikschrauben mit Zahnzement (Paladur,
Heraus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) befestigt. Fur die exakte
Positionierung beider Elektroden wurden die zuvor gesetzten Markierungen auf der
Mittellinie zwischen Bregma und Lambda verwendet. Die Dura-Oberflache wurde

leicht mit Hilfe einer Kanulle angeritzt, um das Einbringen der Elektroden zu
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erleichtern und das darunter liegende Gewebe zu schonen. Die Kkorrekte
Tiefenposition der Reiz- als auch der Ableitelektrode wurde mit der schrittweisen
Senkung der Elektroden mittels Test-Pulsen eines Stimulators (A-M Systems, Inc,
Carlsborg, Vereinigte Staaten von Amerika) kontrolliert. Die Tiefenposition der
Elektroden wurde anhand der abgeleiteten Feldpotentiale mit Hilfe des Feintriebs
schrittweise optimiert. Die Drahte der Reizelektrode als auch der Ableit- und
Referenzelektrode wurden jeweils mit kleinen Plastiksockeln (PVC-P, ThyssenKrupp
Plastics GmbH, Garbsen, Deutschland) verbunden, die spater als Kontaktstellen zur
elektrischen Versuchsapparatur dienten. Nach abschlie3ender
Elektrodenausrichtung wurde ein Gesamtsockel aus Zahnzement gebildet und die
Wundrander mit medizinischem Heilpuder (Chlorhexidin Heilpuder, RIEMSER
Pharma GmbH, Greifswald, Deutschland) versorgt. Insgesamt entstanden so zwei
Kontaktstellen zur elektrischen Apparatur, bestehend aus einer bipolaren
Stimulationselektrode und einer monopolaren Ableitelektrode. Abschlieliend wurde
dem Versuchstier zur schnelleren Genesung ein Schmerzmittel subcutan (2,5 mg/kg
Resflor, Merck MSD Animal Health GmbH, Unterschleiheim, Deutschland)
verabreicht und in einen Einzelkafig gesetzt. Ein Zeitraum von sieben bis zehn Tagen
zwischen der Implantation der Elektroden und ersten Versuchsablaufen wurde flr die

Wundheilung eingerdumt.
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Abbildung 3.1 | Elektroden-Position fir die kombinierte fMRT-Elektrophysiologie.
Schematische Darstellung von Sagittal- und Frontalebene des Rattengehirns (Paxinos
& Watson 1998). (A) zeigt die Position der bipolaren Stimulationselektrode im rechtem
Tractus perforans (TP), (B) zeigt die Position die Ableitelektrode im Gyrus dentatus
(DG) und (C) die Position der Elektroden (rot) auf dem Schédeldach mit der Erde und
Referenz (RfE). Zusatzlich sind die Platzierungen der Schrauben im Schadeldach
markiert (blau).
4—

3.3 Kombinierte fMRT und elektrophysiologische Aufzeichnung

3.3.1 fMRT - Messung und Stimulationsprotokolle

Nach einem Zeitraum von mindestens 7 Tagen nach der Praparation wurden
die Tiere fur die anstehenden Versuche auf die Ableitbarkeit der Populations-
Spike-Amplitude (PSA) Uberpruft. Daflir wurde das Tier am Versuchstag fur die erste
Immobilisierung mit Isofluran (1,5-1,8 % gemischt mit N2O:O,, 50:50 v:v) narkotisiert.
Anschlieend wurde die Ratte mit den oberen Vorderzahnen in der Zahnhalterung
des kegelformigen, schwenkbaren Kopfhalters fixiert. Die Steckvorrichtungen der
Reiz- und Ableitelektrode am Rattenkopf wurden mit den jeweiligen Kabeln zu

Stimulatoren und Verstarker verbunden (Abbildung 3.2). Bei den Versuchstieren, bei
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denen die Registrierung der PSA durch einen Teststimulation (Impulsbreite 0,2 ms
pro Halbwelle bei 400 uA, A) moglich war, wurde die schwenkbare Kopfhalterung in
die Spule gezogen. Ein MRT-kompatibler Sensor (Pulse Oxymeter, MouseOx TM,
Star Life Sciences Corp. Pittsburgh PA, Vereinigte Staaten von Amerika) wurde am
Ful angebracht (Abbildung 3.2), welcher wahrend des gesamten Experiments
sowohl die Blut-Sauerstoffsattigung als auch die Atmungs- und Herzrate
aufzeichnete. Fur die fMRT-Messung wurde die initiale Isofluran-Narkose in eine tiefe
Sedation uUberfuhrt. Dafur wurde ein Anfangsbolus mit Medetomidin-hydrochlorid
(Domitor ®, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland; Bolus von 50 ug/kg s.c.) injiziert
und 15 min spater vollstandig auf die kontinuierliche Infusion von Medetomidin-
Hydrochlorid (100 ug/kg pro Stunde s.c.; Abbildung 3.2) umgestellt und die Isofluran-
Inhalations-Narkose eingestellt (Weber et al. 2006). Die Korpertemperatur des
Versuchstiers wurde durch eine ventrale Warmwasser Warmeleitung (39-40 ° C)

aufrecht gehalten.

D E

Abbildung 3.2 | Experimentaler Aufbau fiir die kombinierte fMRT-Elektrophysiologie mit
Versuchstier. Ratte vor fMRT- Messung/Elektrostimulation aulRerhalb der Rattenspule (A) mit
befestigtem Stimulations- (B) und Ableitkabel (D). Die Ful-Halterung (C) diente der
Aufzeichnung der physiologischen Parameter (Herzrate, Atemrate, Sauerstoffsattigung). Die
angebrachte Kaniile (E) diente der Aufrechterhaltung der Sedierung wahrend der fMRT-
Messung.

Alle notwendigen MRT- und elektrophysiologischen Voreinstellungen wurden parallel
vor Messbeginn des kombinierten fMRT-Elektrophysiologie  Experiments
durchgefuhrt.



Material und Methoden 37

Um die ausgelosten neurophysiologischen Signale (EPSP und PSA) im Gyrus
dentatus aufzuzeichnen, bestand eine Verbindung von den Steckkontakten
(Verbindung zur Stimulations- und Ableitelektrode; Abbildung 3.2 B und D) auf dem
Schadel des Rattenhirns Uber flexible Kabel zu einem Verstarker (differential AC
amplifier, Modell 1700, A-M System, Carslborg, Vereinigte Staaten von Amerika),
welcher die elektrophysiologischen Antworten fur die Weiterverarbeitung verstarkte.
Diese Signale wurden dann durch einen Analog/Digital-Wandler (CED 1401+;
Cambridge Electronic Design, Cambridge, Grof3britannien), in digitale Signal
transformiert und letztendlich zu einem PC weitergeleitet. Auf dem PC wurden die
Signale Uber eine spezielle Software (Intracell 1.5, Institut fir Neurobiologie,
Magdeburg, Deutschland) dargestellt und gespeichert. Diese aufgezeichneten
Signale wurden zwischen 1Hz und 5kHz gefiltert und verstarkt. Fur die
ausschlieBlich verwendeten 100 Hz-Stimulationen wurde eine Aufzeichnungsrate von
5 kHz verwendet. Um zusatzlich eine EEG Kontrolle zu ermdglichen, bestand vom
Verstarker aus eine weitere Verbindung zu einem Oszilloskop (HM 507, HAMAG
Instruments, Mainhausen, Deutschland).

Fur die Bestimmung der Stimulationsintensitat des folgenden fMRT-Experiments
erfolgte zunachst die Input/Output (I1/0O) Registrierung. Diese war zur Ermittlung der
maximalen exzitatorischen, neuronalen Antwort auf die Reizstarken notwendig, um
eine Kalkulation fur die im eigentlichen Versuchsablauf notwendigen
Stimulationsintensitaten zu ermdglichen (die eine spezifische prozentuelle Starke des
Antwortsignals darstellten). Fur die Aufnahme der I/O-Kurve wurde der Tractus
perforans der Versuchstiere mit biphasischen Impulsen stimuliert (0,2 ms pro
Halbwelle), wobei aufsteigende Stimulationsintensitaten von 100 bis 600 pA genutzt
wurden. Bei jeder Stimulationsintensitat wurden 3 Stimulationen mit einer Frequenz
von 0,05Hz durchgefuhrt, wobei das aufgezeichnete Potential (PS) unter
Verwendung der Intracell Software gemittelt wurde. Zwischen den Stimulationsserien
bei den unterschiedlichen Stimulationsintensitaten lag jeweils ein Zeitraum von
4 min. Aus der I/0O Ermittlung wurden zum einen der 50%-Wert der Amplitude des
Populationsspikes (PSA), sowie die entsprechenden Stimulationsintensitaten
bestimmt.

Alle fMRT-Experimente wurden an einem 4,7 Tesla Bruker Biospec 47/20
Magnetresonanz-Scanner (Bruker Bio Spin MRI GmbH, Ettlingen, Deutschland)
durchgefuhrt, der mit einem BGAQ9 (400 mT/m) Gradientensystem ausgerustet ist.
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Fur die bildgebenden Verfahren wurde ein Kleintier-Spulensystems (50 mm, Doty
Scientific Inc., Columbus, SC, Vereinigte Staaten von Amerika) mit einer
Radiofrequenz (RF) Anregung und Signalaufnahme verwendet. Fur die Erfassung
und Verarbeitung der MRT-Daten diente die MRT-Software ParaVision 4.0 (Bruker
Bio Spin MRI GmbH, Ettlingen, Deutschland). Die zehn horizontalen, anatomischen
Spin-Echo-Aufnahmen  (90°-180°-Pulsfolge, T,-gewichtet) wurden mit einer
RARE-Sequenz (rapid acquisition relaxation enhanced) angefertigt (Hennig et al.
1986). Dafur wurden folgende Parameter verwendet: Repetitionszeit (repetition
time - TR) 4000 ms, Echozeit (echo time - TE) 15 ms, Schichtdicke 0.8 mm, Sichtfeld
(Field of view - FOV) 37 x37 mm, Matrix 256 x 256, RARE-Faktor 8 mit
4 Mittellungen. Damit betrug die Messdauer fur die anatomischen Aufnahmen
insgesamt 8 min und 32 sec (Abbildung 3.4). Die funktionellen MRT (fMRT)
Aufnahmen wurden unter Verwendung einer EPI| (echo planar imaging - EPI)
Sequenz mit folgenden Parametern aufgezeichnet: TR 2000, TE 24 ms, Schichtdicke
0.8 mm, FOV 37 x 37 mm, Matrix 92 x92. Dabei wurde die Anzahl der
aufgenommenen horizontalen Bildschichten (10 Schichten) an die der anatomischen
Spin-Echo-Sequenz  angepasst. Die funktionelle Aufnahme wahrend der
hochfrequenten Stimulation des TP dauerte insgesamt 18 min (Beispiel siehe
Abbildung 3.4). Diese aufgezeichneten fMRT Messungen wurden nach Beendigung
des Experiments exportiert.

Im Anschluss an die fMRT Messung wurde dem Versuchstier Atipamezoli-

hydrochloridum (50 pg/kg s.c., Antisedan® , Provet AG, Lyssach, Schweiz) injiziert.
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Abbildung 3.3 | Verlauf der fMRT-Messung und elektrophysiologischen Aufzeichnung.
(A) Fur die Stimulation wahrend der fMRT-Messung wurden die elektrophysiologischen
Antworten zunachst durch eine Teststimulation (biphasische, stromkonstante Impulse;
0,2 ms) nach Eintritt der Narkose geprift. Dabei wurde, wie in allen neurophysiologischen
Messungen, auch die Populations-Spike-Amplitude (PSA) und die Latenz (Lat) gemessen.
Im Anschluss erfolgte die Injektion des Bolus fir die Sedierung und die Registrierung der 1/0.
Nach Ende der anatomischen Messung (RARE-Sequenz) wurde die funktionelle MRT-
Messung (EPI-Sequenz) gestartet. Der Start eines Stimulationsprotokolls (oberes Bild: 20
Pulse bei 100Hz) erfolgte 120 s nach Beginn der fMRT Messung. Im Abstand von 120 s
erfolgte eine Stimulationsphase (graue Schraffur). Die rote Linie Uber der Zeitlinie stellt den
Zeitverlauf der BOLD-Signalintensitaten dar. Die Anderung der Signalintensitat wahrend der
Stimulation des TP wurde in mindestens 8 Stimulationsphasen gemessen. (B) Aus den
erfassten, gemittelten BOLD-Signalintensitaten aller Phasen konnten Parameter, wie der
BOLD Anstieg (BOLD anstieg), die maximal generierte BOLD Antwort (BOLD max) und die Zeit
bis zum erreichten Maximalwert (t max) fUr die jeweilige Hirnregion ermittelt werden.

«—
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Abbildung 3.4 | Ausschnitt der anatomischen RARE-Messung (obere 3) im Vergleich zu den
dazugehorigen Abbildungen der funktionellen EPI-Messung (untere 3 Bilder).

3.3.2 Stimulationsprotokolle

Fur alle Untersuchungen wurde der Tractus perforans mit hochfrequenten,
elektrischen Pulsfolgen stimuliert. Die oben beschriebenen Parameter fur eine
mehrschichtige funktionelle Aufnahme bendtigen 2 s fur einen Datensatz. Die im
Millisekunden-Bereich stattfindenden elektrophysiologischen Prozesse sind fur diese
im Sekunden-Bereich messbaren funktionellen MRT Aufnahmen zu kurz, um sie
bildgebend darstellen zu kénnen. Daher wurden die prasentierten, hochfrequenten
(100 Hz) elektrophysiologischen Stimulationsprotokolle an die funktionelle
Bildgebung des MRTs angepasst. Durchgefuhrt wurde eine Blockstimulation
(Stimulations-Abschnitt) mit einer Stimulationsphase und einer Ruhephase. Die
neurophysiologische Antwort im Gyrus dentatus (DG) wurde ausschliellich in der
Stimulationsphase aufgezeichnet. Insgesamt wurden mindestens
8 Stimulationsphasen mit nachfolgender Ruhephase aufgenommen und spater
ausgewertet (Abbildung 3.5). Der Abstand zwischen zwei Stimulationsphasen betrug
in allen Experimenten konstant 120 s. Wie in Abbildung 3.3 dargestellt, wurde die
fMRT Messung immer 120 s vor dem Beginn des Stimulationsprotokolls gestartet.
Nach Beendigung des Stimulationsprotokolls wurde das fMRT Experiment far
mindestens 60 s weitergefuhrt. Zum Teil bestand eine fMRT Untersuchung aus zwei
Stimulations-Abschnitten  (Abbildung 3.5), die am gleichen Versuchstier

hintereinander durchgefihrt wurden.
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3.3.2.1 Hochfrequente elektrische Stimulation des TP mit 20 Pulsen

Fur die Untersuchung des Einflusses einer hochfrequenten Stimulation mit

kurzer Pulsfolge auf die BOLD-Antwort und die neuronale Veranderung im
Rattengehirn, erfolgte die Stimulation des TP mit einer Reizfolge von 20 Pulsen (oder
200 ms pro Sekunde), prasentiert mit einer Frequenz von 100 Hz und einer
Impulsdauer von 0,2 ms und einer Interpulszeit von 10 ms. Fir dieses Muster
wurden 50 %ige Stimulationsintensitaten des maximalen PSA verwendet. Zunachst
wurde der Einfluss der Stimulationslange (8 s oder 30 s) in den Versuchen variiert.
Um gleichzeitig den Einfluss der Stimulationsintensitat auf die resultierende BOLD-
Antwort zu untersuchen, wurde ein zweiter experimenteller Ansatz gewahlt. Hierfur
wurde der TP im ersten Versuchsabschnitt innerhalb eines fMRT-Experiments mit
50 %iger Intensitdt des maximal erreichten PSA-Werts stimuliert (bei etwa
200-300 pA). Im zweiten Versuchsabschnitt des gleichen fMRT Experiments wurde
die Stimulationsintensitat verdoppelt.
In einer weiteren Teilversuchsreihe erfolgten ebenfalls pharmakologische
Untersuchungen mit einem Dq;s-Rezeptor-Antagonisten  (SCH23390), einem
NMDA-Rezeptor-Antagonisten  (MK801) und dem  Dqs-Rezeptor-Agonisten
(SKF83959).

3.3.2.2 Hochfrequente elektrische Stimulation des TP mit 50 Pulsen

Zur Darstellung eines Ubergangs zwischen diskontinuierlicher Stimulation mit
kurzer Pulsdauer und kontinuierlicher Stimulation mit 100 Pulsen wurde eine
Teilversuchsreihe mit der Pulsanzahl von 50 (oder 500 ms pro Sekunde) gewahlt.
Die Frequenz (100 Hz), die Impulslange (0,2 ms), als auch die Interpulszeit (10 ms)

wurden dabei gleich der Stimulation mit 20 Pulsen gewahlt.

3.3.2.3 Hochfrequente elektrische Stimulation des TP mit 100 Pulsen

Fir eine weitere Teilversuchsreihe wurde der Einfluss der Aktivierung des TP
mit einer kontinuierlichen Stimulation bei einer Frequenz von 100 Hz auf die BOLD-

Antwort und die evozierten Signale im DG untersucht. Mit einer Pulsdauer von
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0,2 ms pro Halbwelle und einer Interpulszeit von 10 ms wurden die Parameter im
Vergleich zur Stimulation mit 20 Pulsen nicht verandert. Die Anzahl der Pulse wurde
auf 100 Pulse (bzw. 1000 ms pro Sekunde) erhoht.

Um das Zusammenspiel von glutamaterger und dopaminerger Rezeptoraktivierung
wahrend der TP-Stimulation zur untersuchen, wurde auch fur dieses
Stimulationsmuster der Einfluss von Dq;s-Rezeptorantagonisten (SCH23390) und
einem NMDA-Rezeptorblocker (MK801) sowie einer Kontrolle (NaCl) auf die
elektrophysiologischen Antworten im DG und den

BOLD-Signalintensitatsveranderungen gepruft.

8s Stimulationsphase
1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

200 ms 800 ms
20 Pulse

1s

500 ms 500 ms
50 Pulse

1000 ms

100 Pulse
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30 s Stimulationsphase

20 Pulse

100 Pulse
1s 2s 3s

Stimulations-Abschnitt 1 Stimulations-Abschnitt 2

8s Stimulationsphase

1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s

30 s Stimulationsphase

200 ms 800 ms
20 Pulse 20 Pulse

1s

MRt 100 Pulse

100 Pulse

1s 2s 3s

Abbildung 3.5 | Ubersicht der Stimulationsparadigmen der fMRT-Elektrophysiologie-
kombinierten Untersuchungen. (A) Der ipsilaterale TP wurde entweder in einem oder in zwei
aufeinander folgenden Stimulations-Abschnitten (Block-Stimulation) stimuliert. Jeder dieser
Stimulations-Abschnitte bestand aus mindestens 8 aufeinander folgenden Stimulationen.
Jede Stimulationsphase dauerte entweder 8 s (kurz) oder 30 s (lange) Stimulation (rot) mit
anschliefend 112 s (bei kurzer Stimulation) oder 90 s (bei langer Stimulation) Ruhephase
(grau). In Abhangigkeit vom gewahlten Stimulationsmuster wurde innerhalb einer
Stimulations-Sekunde der TP mit 20 Pulsen (200 ms Pulsprasentation, 800 ms Pause), 50
Pulsen (500 ms Pulsprasentation, 500 ms Pause) oder 100 Pulse (1000 ms kontinuierliche
Pulsprasentation) angeregt. Die Interpulszeit betrug bei jedem Stimulationsmuster 10 ms.
Der Einfluss der Puls- oder Stimulationsdauer wurde zum Teil innerhalb eines fMRT
Experiments mit 2 Stimulations-Abschnitten untersucht. Pharmakologische Untersuchungen
wurden immer nur innerhalb eines Stimulations-Abschnitts durchgefiihrt.
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3.3.3 Pharmakologie

Fir die pharmakologischen Untersuchungen innerhalb der einzelnen
experimentellen Messungen erfolgten generell intraperitoneale Applikationen mit
einem Gesamtvolumen von 2000 pl, dies beinhaltete die wirksame Substanz mit dem
entsprechenden Lésungsmittel. Dabei kamen fur die einzelnen Versuchskomplexe
folgende pharmakologische Substanzen mit den angegebenen spezifischen

Konzentrationen zum Einsatz:

Diskontinuierliche Stimulation (20 Pulse bei 100 Hz, 8s)

D1-Rezeptor-Agonist SKF83959 (2,0 mg/kg, Tocris, Bristol, Grol3britannien)

* Dy;-Rezeptor-Antagonist SCH23390 (0,2 mg/kg, Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland)

* NMDA-Rezeptor-Antagonist MK801 (0,5 mg/kg, Tocris, Bristol,

GroRbritannien)

* 0,9% physiologische Kochsalzlésung (pharmakologische Kontrollgruppe)

Kontinuierliche Stimulation (100 Pulse bei 100 Hz, 8 s)

* Dy;-Rezeptor-Antagonist SCH23390 (0,2 mg/kg, Sigma-Aldrich Steinheim,
Deutschland)

* NMDA-Rezeptor-Antagonist MK801 (0,5 mg/kg, Tocris, Bristol,
GroRbritannien)

* 0,9 % physiologische Kochsalzlésung (pharmakologische Kontrollgruppe)

3.3.4 Datenanalyse und Auswertung fMRT-Elektrophysiologie

3.3.4.1 fMRT Datenverarbeitung und Auswertung

Die Analyse der gemessenen funktionellen Daten erfolgte anhand der
BrainVoyager QX Software Version 2.6 (Brain Innovation, Maastricht, Niederlande).
Dafur wurden die anatomischen und funktionellen Datensatze zunachst aus dem

Bruker MRT-Format in ein BrainVoyager kompatibles Format umgewandelt. Fur die
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anschlieBende Analyse wurden die erfassten Daten zunachst weiter vorbereitet.
Hierfur wurde zunachst eine 3D-Bewegungskorrektur (trilineare Interpolation) und
eine zeitliche Glattung durchgefthrt (high pass GLM-Fourier: 3 Sinus/Kosinus und
ein Gauss Filter; FWHM 3 Datenpunkte) Der Highpass-Filter wurde genutzt, um die
verursachten kleineren Frequenz-Abweichungen vom (Voxel-) Zeitverlauf
aufzuheben. Obwohl die Signale in einer 92 x 92 Matrix aufgenommen wurden,
erfolgte die Rekonstruktion der funktionellen Daten durch ParaVision mit einer
128 x 128 Matrix. Daher wurde zusatzlich eine raumliche Filterung (Gauss Filter,
1,4 Voxel) durchgefuhrt. FiUr jedes Voxels wurde die Korrelation zwischen
Signalintensitat-Anderung und der von dem Stimulationsprotokoll gemessenen
Vorhersage (HRF-Funktion) berechnet. Die Wahrscheinlichkeit fur diese Korrelation
wurde mit einer Aktivierungskarte erstellt. Zur Berechnung der Vorhersage
(Pradiktor) wurde die Rechteckfunktion, die das An-und Ausschalten der Stimulus-
Bedingungen simuliert und durch eine Gamma-Funktion der hamodynamischen
Antwort (Beginn 0 s, Zeit bis Maximum 5 s, die Zeit bis unterschreiten des Maximums
15 s) ersetzt. Fur die Darstellung der Stimulus-abhangigen Aktivitat wurden nur die
Voxel mit einem Signifikanzniveau von p<3,6 x 10° (t mn=6) fir die Analyse
einbezogen, was deutlich Uber der Schwelle der durch die Berechnung der False
Discovery Rate (FDR) mit einem Q-Wert von 0,05 (entspricht dem t-Wert von groRer
als 3 oder p<0,005) lag. Die zeitlichen Verlaufe der BOLD-Antworten fur die
einzelnen Regionen stellen Variationen in den BOLD-Signalintensitaten aller
signifikant ~ aktivierten = Voxel in  der entsprechenden Region  dar
(region of interest - ROI). Die in allen Abbildungen dargestellten BOLD-Zeitreihen
sind die gemittelten Durchschnittswerte aller gemessenen BOLD-Signalverlaufe der
einzelnen Versuchstiere mit den jeweils zugehdrigen
Standardabweichungen (Stabw).

Fir die Darstellung einer mittleren BOLD (fMRT) Antwort wurden jeweils 10
Datenpunkte (1 Datenpunkt =2 s) vor Beginn der Stimulationsphase, 4 bzw. 15
Datenpunkte wahrend der Stimulation (Zeitintervall von 0 s bis 8 s bzw. 0 bis 30 s)
und 46 bzw. 30 Datenpunkte nach Stimulationsende (10 s bis 100 s) gemittelt.

Fir einen Uberblick der dreidimensionalen Verteilung der signifikant aktivierten Voxel
wahrend der jeweiligen Stimulations-Kondition wurden fMRT Datensatze an ein 3D
Rattenhirn mittels anatomischer Landmarken angepasst. Diese Datensatze wurden

mit einer linearen Regressions-Analyse weiterverarbeitet (general linear model —
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GLM, und Multi-Subject Analyse in BrainVoyager QX Software). Die
Signifikanzschwelle wurde auf tnn=6 (p<3,6x10°) gesetzt. Alle signifikant
aktivierten Voxel wurden in ,volumes of interest’ (VOI) umgewandelt, aus denen die
aktivierten Cluster hervorgingen.

Neben den =zeitlichen Verldufen der BOLD-Signalintensitdtsanderung in den
einzelnen Hirnregionen (ROI) mit signifikanter BOLD-Aktivitat, wurde auch die Groflde
der aktivierten Region bestimmt. Hierfur wurde fur jedes einzelne ROI die signifikant
aktivierten Voxel (bei dem jeweiligen Schwellenwert, p < 3,6 x 10) ausgezahlt. Der
ausgegebene BOLD-Zeitverlauf flr die spezifische ROI konnte zusatzlich als
Textdatensatz gespeichert und spater flur weitere Auswertungen in Excel 2007
importiert werden. Folgende ROIls wurden analysiert: ipsilateral und contralateraler
Hippocampus (HC), die entorhinalen Cortices (ipsilateral und contralateral, EC), der
Nucleus accumbens (NAcc), des anterioren Cingulums / medialen prafronalen Cortex
(mPFC/ACi) und der ventrale Tegmentum/Substantia nigra - Region (VTA/Sn). Der
Signal-Intensitats-Verlauf der einzelnen Regionen wurde wiederum fir jede
Stimulationsphase einzeln  kalkuliert, um eine mdgliche Variation der
BOLD-Signalintensitat zwischen den Stimulationsphasen auszuschlieRen. Hierfur
wurde der jeweilige Stimulationszeitraum (15 Datenpunkte bzw. 30s vom
Stimulationsanfang) mit dem dazugehdrigen Zeitraum vor Stimulationsbeginn
verglichen (10 Datenpunkte bzw. 20 s vor dem Stimulationsanfang). Fur die
statistische Auswertung wurde aus diesem Signal-Wert der maximale BOLD-Wert
(BOLD max), der Anstieg (BOLD ansteg) als auch der Zeitpunkt des erreichten

maximalen BOLD (t max) bestimmt.
3.3.4.2 Auswertung der elektrophysiologischen Daten

Die elektrische Stimulation des rechten TP erfolgte mit 0,2 ms langen,
bipolaren Pulsen. Fur die extrazellulare Ableitung der induzierten, neuronalen
Aktivitat wurden die Feldpotentiale im Stratum granulare im rechten Gyrus dentatus
aufgezeichnet. Folgende Parameter wurden aus dem Kurvenverlauf der
aufgezeichneten Feldpotenziale bestimmt: (1) Das exzitatorische post-synaptische
Potential (EPSP) berechnet als Anstieg der aufsteigenden Flanke (Johnston & Wu
1995). (2) Die Amplitude des Summenaktionspotentials (population spike
amplitude - PSA), also die gemeinsamen Entladungen der Koérnerzellen, berechnet

aus der Differenz zwischen Maximalwert der aufsteigenden Flanke und Minimalwert
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der sinkenden Flanke. (3) Die Latenz des Summenaktionspotentials wurde als
Intervall zwischen Stimulationsbeginn und Maximalwert gemessen (Abbildung 3.3 A).
Fur die durchgefihrten und ausgewerteten Versuche waren jedoch ausschlieRlich
die PS-Amplitude und die PS-Latenz von Bedeutung, da das EPSP aus dem
gemessenen Signal vermutlich ein gemischtes Feldpotential darstellt, dass sich aus
synaptischer Aktivitdt und PSA zusammensetzt (Frey & Frey 2009). Als Konsequenz
daraus wurden ausschlieRlich die Latenz (PSL) und die Populationsspike Amplitude
(PSA) aus den Aufzeichnungen bestimmt. Die mit /nfracell aufgezeichneten Daten
wurden fur die Kalkulation der elektrophysiologischen Daten in Excel 2007 exportiert
und analysiert. Die neuronale Verarbeitung der Stimulationsmuster im Gyrus
dentatus wurde ausschlieRlich auf die Spiking-Aktivitat bezogen. Hierfur konnte,
Stimulus-bedingt, in den meisten Fallen nur die erste PSA und die Latenz
ausgewertet werden, da es bei einer 100 Hz Stimulation selten zur Entwicklung eines

zweiten Summenaktionspotentials pro Sekunde kam.

3.4 Zyklische Voltammetrie — Fast Scan Cyclic Voltammetry (FSCV)

Fur die elektrochemischen in vivo Experimente wurden aus technischen
Grinden nur akute Untersuchungen an Versuchstieren durchgefuhrt. HierfGr wurde
das Versuchstier, im Gegensatz zur Implantierung der chronischen Elektroden, mit
dem Injektions-Narkotikum Urethan (1,5 g/kg) behandelt. Urethan ist ein bewahrtes
Narkotikum fur elektrochemische in vivo Untersuchungen mittels der zyklischen
Voltammetrie (fast-scan cyclic voltammetry - FSCV), im Gegensatz zu Pentobarbital
beeinflusst es die Freisetzung von Katecholaminen (Noradrenalin und Dopamin)
nicht (Sabeti et al. 2003).

Die Ratte wurde zunachst, genau wie bereits in 3.2 beschrieben, in der
stereotaktischen Apparatur (STOELTING, Wood Dale, Vereinigte Staaten von
Amerika) fixiert und die Schadeloberflache freigelegt. Zunachst sollte die exakte
Platzierung der Stimulationselektrode im Tractus perforans gewahrleistet sein.
HierfUr wurden die Koordinaten fur die Stimulations- und Ableitelektrode mit Hilfe
eines Mikromanipulators auf dem Schadel markiert. Die Position der bipolaren
Stimulationselektrode (@127 ym Stahl Teflon-isoliert, A-M Systems, Inc., Carlsborg,
Vereinigte Staaten von Amerika) im TP (anterior-posterior (AP): -6,9 mm; medio-
lateral (ML): 4,1 mm; dorso-ventral (DV): 2,2-2,6 mm; Abbildung 3.6 A) und der
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monopolaren Ableitelektrode (114 um, Wolfram Teflon-isoliert, A-M Systems, Inc.,
Carlsborg, Vereinigte Staaten von Amerika) im Stratum granulare des Gyrus
dentatus (anterior-posterior (AP): -2,8 mm; medio-lateral (ML): 1,8 mm; dorso-ventral
(DV): 3,2-3,6 mm; Abbildung 3.6 A) entsprach der Position der Elektroden der fMRT-
Elektrophysiologie-kombinierten Experimente. Zur Reduzierung der elektrischen
Stérungen wahrend der zyklischen Voltammetrie wurde die Ableitelektrode nach
Ausrichtung der Reizelektrode wieder entfernt. Fir die elektrochemischen
Untersuchungen im Nucleus accumbens (NAcc) wurden zusatzlich Locher fir die
eigentliche Carbonfaser-Ableitelektrode (anterior-posterior (AP): +1,4 mm;
medio-lateral (ML): 1,2 mm; dorso-ventral (DV): 7,0-7,8 mm; Abbildung 3.6 A) und fur
die Referenzelektrode (Ag/AgCl) im Schadeldach gebohrt (Abbildung 3.6 D). Die
Ag’AgCl-Referenzelektrode wurde aus in 0,1 M HCI oxidierten Silberdraht (0,5 mm Q,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Vereinigte Staaten von Amerika) angefertigt. Fur eine
gute elektrochemische Ableitung wurde diese Ag/AgCl-Referenzelektrode
contralateral nahe der Ableitelektrode platziert (Abbildung 3.6 D).

Der elektrochemische Nachweis einer Dopamin-Freisetzung im NAcc wurde mit einer
polymer-umhliliten Carbonfaser-Elektrode erfasst (7 um &, ~ 100 ym Lange; Toray
Carbon Fibers America, Inc., Santa Ana, CA, Vereinigte Staaten von Amerika). Diese
sensitiven Elektroden wurden nach einer Methode angefertigt, die vom ,Department
for Physiology and Biomedical Engineering* der Mayo Clinic in Rochester entwickelt
wurde (Min et al. 2012). Speziell die Isolierung und die Form der Spitze der
Elektroden verbessern die Sensitivitat zur Erfassung von freigesetzten
Katecholaminen. Die Tiefe der Carbonfaser-Elektrode wurde mit Hilfe des Atlas
(Paxinos & Watson 1998) bestimmt und mittels des stereotaktischen
Mikromanipulators ausgerichtet. Beide positionierten Elektroden waren uber eine
kalibrierte 2-Elektroden-Head-stage (Invilog Research Ltd, Kuopio, Finnland) mit
einem Potentiostaten (Invilog Research Ltd, Kuopio, Finnland) verbunden, der die
abgeleiteten Spannungsstrome misst. Die resultierenden Voltammogramme wurden
durch einen triangularen Spannungsverlauf (Scan-Rate: 10 Hz,
Ruhepotential: -0,4 V, Wechselpotential: +1,5V, 400 V/s, Abbildung 3.6 C), der
durch ein zunachst ansteigendes und anschlieRend abfallendes Potential
gekennzeichnet ist, angelegt. Die Generierung des  wellenformigen
Spannungsverlaufs und die Datenaufzeichnung wurden durch eine Software

(Acquisition & Stimulation A&S, Invilog Research Ltd, Kuopio, Finnland)
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aufgezeichnet und anschlieBend durch FSV Analyse Software, welche die
elektrochemischen Messungen durch die Verbindung zu einem Computer
digitalisiert, analysiert (FSCV Analyse; Invilog Research Ltd, Kuopio, Finnland).

Die elektrochemische Aufzeichnung erfolgte wahrend der Stimulation des Tractus
perforans (100 Pulse bei 100Hz fur 8s, 50 % Pulsintensitat: 200-300 pA,
Impulsbreite 0,2 ms). Die Konzentration jedes Stimulations-Experiments mit
Dopamin-Freisetzung wurde anschlief3end in einer Post-Kalibrierungs-Messung mit
der genutzten Carbonfaser-Elektrode anhand einer hergestellten Dopamin-Lésung
(0,1 bis 2 M) bestimmt.
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Abbildung 3.6 | Versuchsaufbau der akuten Praparation fur die FSCV. (A) Dargestellt sind
die Position der Stahl-Stimulationselektrode im rechten TP und die Platzierung der
elektrochemischen Ableitelektrode im NAcc. (B) Versuchsaufbau der akuten Versuche mit
fixiertem Versuchstier in Stereotaxie und den positionierten Elektroden. (C) Wahrend der
hochfrequenten Stimulation wurde das elektrochemische Signal in einem ,Pseudocolourplot”
(rechtes Bild) visualisiert. Die durch die Stimulation freigesetzten Katecholamine (hier am
Beispiel von Dopamin) besitzen spannungsabhangige Oxidations-und Reduktionspunkte
(reduziert bei -0,2 V, oxidiert bei +0,6 V), hier im linken Graph dargestellt. (D) Die Position
der Elektroden auf dem Schadeldach des Versuchstiers. Die Ag/AgCl-Referenzelekterode
(RfE) wurde nahe der elektrochemischen Ableitelektrode (AE) platziert. Die Position der
Stimulationselektrode (RE) wurde (wie in den fMRT Versuchen zuvor) im TP platziert.
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3.5 Statistische Auswertung

Die Uberpriifung auf Normalverteilung und die statistischen Datenanalysen
(T-Test, Wilcoxen-Rang-Test, Mann-Whitney-Test, Pearson Korrelation) erfolgten mit
dem Programm SPSS 19.0 fur Windows. Alle Ergebnisse sind als
Mittelwert + Standardabweichung (MW + Stabw) angeben. Die Anzahl der
Testtiere (n) wurde beim statistischen Vergleich von zwei Gruppen als
Individuenanzahl je Gruppe und Test gekennzeichnet. Fur die statistische
Absicherung der Versuchsdaten kam zum Vergleich innerhalb der einzelnen
Gruppen der parameterfreie Wilcoxon-Rang-Test zum Einsatz und zum Vergleich
zwischen den Gruppen wurde der parameterfreie Mann-Whitney-Test eingesetzt.
Demnach wurde fur die Voxelanzahl, die maximale BOLD Antwort (BOLD max) und
den Anstieg der hamodynamischen Antwort (BOLD ansieg) 2zwischen den
verschiedenen Stimulationsmustern und den pharmakologischen Versuchen ein
Mann-Whitney-Test  (nicht-parametrischer ~ Mann-Whithey—Test) angewandt.
Zusatzlich wurden die BOLD nax, der BOLD ansteg UNd t max der individuellen
Stimulationsphasen innerhalb eines Stimulations-Abschnitts mit dem parameterfreien

Wilcoxon-Rang-Test gepruft. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt.



Ergebnisse 51

4 Ergebnisse

Die funktionelle Verbindung des Hippocampus (HC) zu den afferenten
Zielregionen Nucleus accumbens (NAcc), medialer prafrontaler Cortex (mPFC/ACI)
und der basolateralen Amygdala (BLA) sind von entscheidender Bedeutung fur
verschiedene kognitive Funktionen. In der vorliegenden Studie wurde untersucht, wie
und unter welchen Bedingungen diese Strukturen gleichzeitig durch eine
hochfrequente Stimulation (100 Hz) des ipsilateralen Tractus perforans (TP) aktiviert
werden kénnen. Mit Hilfe der funktionellen Magnetresonanztomographie (fMRT) und
der gleichzeitigen elektrophysiologischen Ableitung im Gyrus dentatus (DG) wurde
Uberpruft, auf welche Weise die Aktivitat des Hippocampus und dessen Zielregionen
wahrend der Prasentation von drei verschiedenen hochfrequenten
Stimulationsprotokollen des TP beeinflusst wird.

Um die Auswirkungen zeitlich variierender Hochfrequenz-Stimulationsmuster
(100 Hz) des TP auf neuronale Schaltkreise im HC und resultierende BOLD (blood
oxygenation level dependent) Antworten darzustellen, wurden fMRT,
Mikrostimulation des TP und elektrophysiologische Ableitung im DG kombiniert.
Elektrische Stimulation des rechten TP fuhrt zu einer monosynaptischen Aktivierung
von Neuronen im rechten DG, CA3, CA1 und Subiculum (Sub) sowie zu einer
heterosynaptischen Aktivierung von Neuronen in der CA3-CA1 und Sub-Region.
Somit eignet sich nur der DG fur Untersuchungen Uber den Zusammenhang
zwischen neuronaler Aktivitat und der resultierenden BOLD-Antwort wéahrend zeitlich

variierender Hochfrequenzstimulation.

4.1 Einfluss von Stimulationsdauer, Stimulationsintensitat und
Pulsanzahl auf die induzierte BOLD-Antwort in der hippocampalen

Formation und deren Zielgebiete

In der ersten Studie sollte Uberprift werden, wie zeitliche Veranderungen des
Stimulationsprotokolls des ipsilateralen TP die Signalverarbeitung im HC
beeinflussen und, ob eine Aktivierung afferenter Zielregionen des HC induziert
werden kann. Zunadchst wurden drei Modifikationen naher betrachtet: (i) Eine

Verldngerung der Stimulationszeit bei gleichem Stimulationsmuster konnte so
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zusatzliche Projektions-Neurone aktivieren. Hierfir wurden hochfrequente
Stimulationsphasen bei gleichbleibendem Stimulationsmuster von 8s und 30s
getestet. (i) Eine Erhdhung der Stimulationsintensitat bei gleichbleibendem
Stimulationsmuster und gleicher Lange der Stimulationsphase (8 s) aktiviert mehr
Fasern und kdnnte somit auch zusatzliche Projektionsneurone aktivieren. Daher
wurde der TP bei gleichbleibendem Stimulationsmuster (20 Pulse bei 100 Hz) und
gleichbleibender Lange der Stimulationsphase zunachst bei Standard-
Stimulationsintensitat (50 % der maximalen PSA ~ 250 yA) und dann bei doppelter
Stimulationsintensitat (~ 500 yA) gereizt. (iij) Eine Verlangerung der Pulsfolge bei
gleichbleibender Dauer der Stimulationsphase und gleicher Stimulationsintensitat
verandert das Eingangsmuster zu den DG Neuronen und kann somit die Aktivitat
neuronaler Kreislaufe beeinflussen. Hierfur wurden drei verschiedene
100 Hz-Stimulationsmuster, 20 Pulse (200 ms), 50 Pulse (500 ms) und 100 Pulse
(1000 ms) angewendet. Zur vereinfachten Darstellung wurde hierbei fur 100 Hz
20 Pulse die Bezeichnung ,diskontinuierliche Stimulation® und ,kontinuierliche
Stimulation® fur 100 Hz 100 Pulse gewanhlt. Falls nicht spezifisch angegeben, blieben
die Parameter Puls-Intensitat (50 % der maximalen PSA), Puls-Intervall (10 ms) und
die Anzahl der Stimulationsphasen pro Stimulationsabschnitt in allen Versuchen

unverandert.

4.1.1 Stimulation des Tractus perforans mit 20 Pulsen je Sekunde

4.1.1.1 Hdmodynamische Effekte

Die Effekte kurzer (8 s) und langer (30 s) Stimulation des rechten Tractus
perforans (TP) mit 20 Pulsen je Sekunde wurden an insgesamt 16 Versuchstieren
getestet. Daflr wurden zwei experimentelle Ansatze verwendet. Zum einen wurden
am gleichen Versuchstier die Effekte beider Stimulationszeiten nacheinander
getestet (Abbildung 2.5), zum anderen wurde der Effekt der langen Stimulationszeit
auf das BOLD-Aktivierungsmuster an einer separaten Gruppe untersucht. Der erste
Ansatz hat den Vorteil, dass am gleichen Tier, d.h. unter exakt identischen
Parametern (d.h. identische Elektrodenlokalisation, Sedationstiefe,
Stimulationsintensitat, Anatomie und Position im MRT) die Auswirkungen beider

Stimulationsprotokolle  untersucht werden konnte. Der Nachteil dieses
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experimentellen Ansatzes besteht darin, dass eine Stimulationsphase durch die
starke Aktivitdt zu funktioneller Reorganisation und damit funktionellen
Veranderungen des HC fuhren kann, die nachfolgende Messungen mit einem
veranderten Stimulationsprotokoll beeinflusst. Das kdnnte bedeuten, dass
nachfolgend eingehende Stimulationen von einem funktional veranderten HC
verarbeitet bzw. weitergeleitet werden. Der zweite experimentelle Ansatz kann
diesen Effekt ausschlielen.

Die BOLD-Antwort kann zum einen durch die Art der raumlichen Verteilung
(aktivierte Voxel) definiert werden und zum anderen durch die Parameter der
hamodynamischen Antwortfunktion (hemodynamic response function - HRF), wie der
maximal generierten BOLD-Signalintensitat (BOLD max), des erreichten Anstiegs der
BOLD-Antwort (BOLD ansteg) oOder die damit verbundene Zeit zwischen
Stimulationsbeginn und maximaler BOLD-Signalintensitat (t max).

Die fMRT-Aufnahmen wahrend der kurzen Stimulation des TP ergaben ein
charakteristisches BOLD-Aktivierungsmuster im Rattenhirn, welches bereits in
vorhergehenden Studien nachgewiesen werden konnte (Angenstein et al. 2007,
Angenstein et al. 2010). So wie in den Studien zuvor, induzierte die wiederholte
Stimulation des Tractus perforans mit 20 Pulsen eine signifikante Erhéhung der
BOLD Signalintensitat in der ipsilateralen (rechten) hippocampalen Formation (Gyrus
dentatus, Hippocampus proper, Subiculum, entorhinaler Cortex) als auch im
contralateralen (linken) entorhinalen Cortex.

Obwohl die Stimulationsparameter wahrend der einzelnen Stimulationsphasen
konstant gehalten wurden, unterschieden sich die maximalen BOLD-Antworten der
einzelnen Stimulationsphasen im ipsilateralen Hippocampus (HCi) signifikant
voneinander (Wilcoxon-Rang-Test: Z =-3,21; p <0,001; n ratten = 8; Abbildung 4.1)
Die erste Stimulationsphase induzierte die starkste BOLD-Signalintensitatsanderung,
(Tabelle 4.1), die zudem charakterisiet war durch anhaltend erhdhte
BOLD-Signalintensitaten auch nach Beendigung der Stimulation. Die anschliel3end
zweite Stimulationsphase fuhrte hingegen zur schwachsten Aktivierung im
ipsilateralen Hippocampus (Tabelle 4.1).

Die gleichzeitig aufgezeichneten elektrophysiologischen Antworten im DG zeigten
wahrend und nach der ersten Stimulationsphase in 6 von 8 untersuchten
Versuchstieren langanhaltende Nachentladungen (Helbing et al. 2013). Diese

registrierten  Nachentladungen  waren  ausschlieBlich nach der ersten
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Stimulationsphase zu beobachten. Folglich kdnnten diese anhaltenden Entladungen
der Projektions-Neurone die Ursache fur die verstarkte BOLD-Antwort im
ipsilateralen Hippocampus sein. Im Gegensatz dazu wies der contralaterale
Hippocampus (HCc) nur bei zwei Versuchstieren eine erhdhte BOLD-Antwort auf,

was sich in den gemittelten Daten aller Versuchstiere nicht nachweisen liel3.

Der Faktor Stimulationslange (8 s vs. 30 s) hatte keinen signifikanten Einfluss auf
das generierte  BOLD-Aktivierungsmuster, wenn in den nachfolgenden
Stimulationsphasen die Stimulationszeit von 8 s auf 30 s verlangert wurde (Abbildung
4.1 A). Obwohl sich die Verteilungscharakteristik der BOLD-Antwort im Gehirn durch
die Verlangerung der Stimulationszeit nicht veranderte, kam es, gekennzeichnet
durch die gestiegene Anzahl der signifikant aktivierten Voxel (Abbildung 4.3), zur
Ausbreitung der BOLD-Antwort im ipsilateralen HC (Mann-Whitney-Test: U = 18;
Z=-1,98; p <0,05; n Ratten = 8;). Im zeitlichen Verlauf der hamodynamischen Antwort
(HRF) konnte kein Unterschied im Vergleich zur kurzen Stimulationsphase
festgestellt werden. Die erste lange Stimulationsphase konnte im ipsilateralen HC nur
noch einen Anstieg induzieren, welcher bereits in den vorhergehenden kurzen
Stimulationsphasen (Tabelle 4.1) erfasst werden konnte (Wilcoxon-Rang-Test:
p = 0,32; n ratten = 8). Allerdings wurden auch unter diesen Stimulationsbedingungen
hohe und lang anhaltende BOLD-Signalintensitadtsanderungen nach der ersten
Stimulationsphase registriert, die mit langanhaltenden Nachentladungen einher
gingen (Abbildung 4.1 A). Die maximal generierte BOLD-Antwort der ersten
Stimulationsphase unterschied sich signifikant im Vergleich zur ersten
Stimulationsphase der kurzen Stimulation (Mann-Whitney-Test: U=7; Z=-2,61;
p = 0,004; n raten = 8). Somit unterschied sich ausschliellich die erste lange
Stimulationsphase von den vorhergehenden gemittelten BOLD-Antwort kurzer
Stimulationsphasen (Mann-Whitney-Test: U =3; Z=-2,98; p <0,001; n ratten = 8).
Auch die BOLD-Antwort im ipsilateralen EC (BOLD max 2,96 £ 0,19 %) sank im
Vergleich zur vorhergehenden kurzen Stimulationsphase (Mann-Whitney-Test: U = 8;
Z=-2,52; p=0,006; nRaten=8). Ahnlich dem Verlauf der BOLD-Antwort im
ipsilateralen HC wurde auch im ipsilateralen EC ein geringerer BOLD-Anstieg im
Vergleich zu kurzen Stimulationsphase verzeichnet (Mann-Whitney-Test: U =12;
Z=-217;p=0,017; n ratten = 8; Abbildung 4.1 B).
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Abbildung 4.1 | Vergleich der gleichzeitigen aufgezeichneten fMRT-Daten und
Feldpotentiale im Gyrus dentatus der Ratte wahrend der kurzen und langen

diskontinuierlichen Stimulation des Tractus perforans. (Oben) Aktivierungsbeispiel kurzer
und langer hochfrequenter Stimulationsphasen des TP mit 20 Pulsen in den in 8 von 10
gemessen Schichten (links) im Vergleich zum gemittelten 3D-Modell der registrierten
BOLD-Signalintensitaten aller Versuchstiere (n=8). In kurzen und langen Stimulations-
Abschnitten wurden eine BOLD-Antwort im gesamten ipsilateralen Hippocampus und der
Region des entorhinalen Cortex ausgeldst. Signifikant aktivierte Voxel (p < 0,05) sind auf



Ergebnisse 56

einer logarithmischen Farbskala von gelb nach rot codiert und dargestellt. (A) Die
hochfrequente Stimulation des TP induzierte eine robuste BOLD-Antwort im ipsilateralen HC.
(A, rechte Seite) Die HRF stellt den Verlauf der gemittelten BOLD-Antwort dar (MW + Stabw
der Stimulationsphasen 3-8). Lange Stimulationen mit 20 Pulsen flhrten zu keinem
signifikanten Unterschied der maximal generierten BOLD-Antwort im ipsilateralen HC im
Vergleich zur BOLD-Antwort kurzer Stimulationsphasen des 1.Stimulations-Abschnitts. Ein
signifikanter Unterschied konnte nur zwischen den ersten Stimulationsphasen verzeichnet
werden (gestrichelte Linie). (B) Die im Anschluss an die kurze Stimulation prasentierten
langen Stimulationsphasen wiesen signifikant niedrigere PSA und eine (C) hdhere Latenz mit
zunehmender Anzahl der Stimulationsphasen vor (dunkelrot). Ein Beispiel der
elektrophysiologischen Antwort der Kérnerzellen des DG auf den ersten Puls der ersten und
letzten Stimulationsphase der kurzen Stimulation (schwarz/grau) und der langen Stimulation
(hellrot/rot) wird auf der rechten Seite dargestellt. Angegeben ist das Signifikanzniveau durch
das sich die Simulationsprotokolle unterschieden mit *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
«—

Da die vorhergehenden kurzen Stimulationsphasen die funktionelle Charakteristik
des HC beeinflussten, wurde nachfolgend die Stimulation des TP mit langen
Stimulationsphasen an naiven Versuchstieren untersucht. Hamodynamisch
unterschied sich das generierte BOLD-Muster auch nicht von den zuvor gezeigten
Resultaten (Abbildung 4.2 oben). Dabei wurde wahrend der hochfrequenten
Stimulation des rechten TP naiver Versuchstiere mit 20 Pulsen fur 30 s wieder im
ipsilateralen HC eine BOLD-Antwort induziert. Hierbei entsprach der Verlauf der
BOLD-Antwort der ersten Stimulationsphase jedoch eher dem der kurzen
Stimulationsphasen, und war somit ebenfalls groRer als die BOLD-Antworten
wahrend der nachfolgenden langen Stimulationsphasen (Mann-Whitney-Test: U = 2;
Z=-3,01; p<0,001; n ppasen = 8; Abbildung 4.2 A). Auch hier beeinflussten starke
Nachentladungen im DG nach der ersten hochfrequenten Pulsfolge die
BOLD-Antwort. Im Gegensatz zum vorherigen Experiment, unterschied sich die
maximal generierte BOLD-Antwort der ersten Stimulationsphase nicht von der
BOLD-Antwort der ersten Stimulationsphase der kurzen Stimulation (Mann-Whitney-
Test: U=24; Z=-0,94; p=0,20; n Ratten = 8). Im Vergleich zur BOLD-Antwort der
langen Stimulation mit 20 Pulsen des vorherigen Experiments, stieg auch die Anzahl
der signifikant aktivierten Voxel im ipsilateralen Hippocampus nicht an (Mann-
Whitney-Test: U=22; Z=-1,01; p=0,15; n Rratten = 8; Abbildung 4.3). Unbeeinflusst
von der Stimulationslange blieb die BOLD-Antwort im rechten entorhinalen Cortex
(BOLD max = 3,85 + 0,65 %; BOLD ansteg= 0,44 £ 0,19), der vergleichsweise weder
durch die kurze noch durch die langere Stimulation eine signifikant groRere
BOLD-Antwort aufwies (Mann-Whitney-Test: U = 23; Z=-0,94; p = 0,17; N Rratten = 8).
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Im Gegensatz dazu, wurden im contralateralen EC wahrend langer
Stimulationsphasen (BOLD max =3,78 £ 0,49 %) signifikant starkere BOLD-Antworten
(Mann-Whitney-Test: U=10; Z=-2,31; p=0,011; n Raten=8) als wahrend kurzer
Stimulationsphasen verzeichnet (BOLD nax = 2,33 £ 0,59 %).

Unabhangig von der Lange der Stimulationszeit, konnte auch in zwei Versuchstieren
eine signifikante BOLD-Antwort im prafrontalen Cortex/anterioren Cingulum
(mPFC/ACi) registriert werden. Obwohl diese BOLD-Antworten nicht signifikant in
den gemittelten Daten erscheinen, deuten sie jedoch an, dass dieses
Stimulationsmuster auch die neuronale Aktivitdt im mPFC/ACi beeinflussen kann.
Allerdings scheint die Schwelle fir den Nachweis im fMRT bei diesen

Stimulationsparametern zu gering zu sein.
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Abbildung 4.2 | Vergleich der gleichzeitig aufgezeichneten fMRT-Daten und der
Feldpotentiale im Gyrus dentatus der Ratte wahrend der langen diskontinuierlichen
hochfrequenten Stimulation des Tractus perforans. (Oben) Aktivierungsbeispiel langer
Stimulationsphasen des TP mit 20 Pulsen in den gemessenen Schichten (links) im Vergleich
zum gemittelten 3D-Modell der registrierten BOLD-Signale aller Versuchstiere (n = 8; rechts).
Signifikant aktivierte Voxel (p < 0,05) sind auf einer logarithmischen Farbskala von gelb nach
rot codiert und in 8 von 10 gemessen Schichten dargestellt. In diesem Stimulations-Abschnitt
mit langen Stimulationsphasen wurde eine BOLD-Antwort im gesamten ipsilateralen
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Hippocampus und der Region des entorhinalen Cortex ausgeldst. (A) Der zeitliche Verlauf
der BOLD-Antwort des HCi entspricht dem in Abbildung 4.1 A dargestellten Verlauf wahrend
der langen diskontinuierlichen Stimulation des TP. (A, rechte Seite) Die HRF stellt den
Verlauf der gemittelten BOLD-Antwort dar (MW * Stabw; Stimulationsphasen 3-8). Die
Entwicklung des Summenaktionspotenzials (PSA) wird an einem Beispiel auf der rechten
Seite gezeigt.

4—
200+ * * kurze Stimulationsphase (8 s) 20 Pulse
I 1 » lange Stimulationsphase (30 s) nach kurzer Stimulation 20 Pulse
o lange Stimulationsphase (30 s) des naiven HC 20 Pulse
150 —
E 100
X 4
>
50 +
04
HCi HCc ECi ECc

Abbildung 4.3 | Vergleich der aktivierten Voxel der hippocampalen Regionen (HCi, HCc, ECi,
ECc) wahrend kurzer (schwarz) und langer (rot) diskontinuierlicher Stimulationsphasen des
Tractus perforans. Kurze und lange Stimulationsphasen erzeugten das gleiche
BOLD-Aktivierungsmuster. Die BOLD-Ausbreitung im HCi steigt im Laufe des
fMRT-Experiments durch die Prasentation langer Stimulationsphasen signifikant an.
Statistisch angegeben ist das Signifikanzniveau, auf dem sich die Voxelanzahl der
Stimulationsprotokolle unterscheiden mit *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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4.1.1.2 Neurophysiologische Effekte im DG

Die kurze hochfrequente Stimulation des rechten TP induzierte nur ein
Summenaktionspotential (population spike - PS) als Antwort zum ersten Puls, alle
folgenden 19 Pulse erzeugten nur exzitatorische postsynaptische Potentiale (field
excitatory postsynaptic potential - fEPSP). Folglich konnte nur ein PS pro
Stimulationssekunde hervorgerufen werden, was zu insgesamt 8 PS-Amplituden (8 s
Stimulation) bzw. 30 PSA (30 s Stimulation) pro Stimulationsphase flhrte. Dabei
konnte man einen individuellen Verlauf innerhalb der Stimulationsphase (1-8) und
innerhalb eines Stimulations-Abschnitts beobachten (Abbildung 4.1 B). Betrachtet
man zunachst die gemittelten Werte der gemessenen PS-Amplitude innerhalb einer
Stimulationsphase, so sinkt diese nach einem zunachst signifikanten Anstieg
wahrend der zweiten Stimulationsphase (Wilcoxon-Rang-Test: p < 0,05; n phasen = 8)
mit steigender Anzahl der Stimulationsphasen (Abbildung 4.1 B). In der
nachfolgenden Stimulationsfolge war damit die maximale gemittelte PSA innerhalb
des Versuchs erreicht. Einen ahnlichen Verlauf zeigte auch die aufgezeichnete PS-
Latenz (Abbildung 4.1 C), die wahrend der zweiten Stimulationsphase zunachst
anstieg, dann aber von der dritten bis zur letzten Stimulationsphase auf einen
konstant anhaltenden Wert absanken. Damit unterschied sich die durchschnittliche
PS-Latenz wahrend der zweiten Stimulationsphase signifikant von allen anderen
Werten (Wilcoxon-Rang-Test: p <0,005; n phasen = 8). Beginnend ab der dritten
Stimulationsphase stiegen im Gegensatz dazu die PS-Amplituden von Sekunde zu
Sekunde innerhalb der Stimulationsphase kontinuierlich an.

Erfolgte im Anschluss an kurze Stimulationsphasen ein zweiter Abschnitt mit langen
Stimulationsphasen, dann konnte ebenfalls eine Erhéhung der PS-Amplitude
innerhalb des ersten Drittels der ersten Stimulationsphase verzeichnet werden. Mit
zunehmender Stimulationsdauer sank die PSA jedoch auf einen Plateau-Wert ab.
Innerhalb aller folgenden Stimulationsphasen war die initiale VergroRerung der PSA
nicht mehr zu verzeichnen (Abbildung 4.1 B rote Markierung). Im direkten Vergleich
zu den kurzen hochfrequenten Stimulationsphasen sank der gemittelte Wert der PSA
wesentlich friher und mit zunehmender Anzahl der Stimulationsphasen signifikant ab
(Mann-Whitney-Test: U=3;, Z=-2,61; p=0,004; n Ratten =8). Bedingt durch die

vorhergehende Stimulation mit insgesamt 1280 Pulsen in 8 Stimulationsphasen,
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erhdhte sich die PS-Latenz signifikant wahrend der spaten langen Stimulation mit 20
Pulsen (Mann-Whitney-Test: U=7;Z =-2,10; p = 0,017; n ratten = 8; Abbildung 4.1 C)
Wurde der TP ausschliefl3lich mit langen Stimulationsphasen gereizt, dann konnten
ahnlich  Verlaufe verzeichnet werden (Abbildung 4.2B,C). Die erste
Stimulationsphase war gekennzeichnet durch variierende Populations-Spike
Amplituden mit zunehmend sinkenden Werten am Ende der Ilangen
Stimulationsphase. Wahrend der folgenden Stimulationsphasen stieg die PS-
Amplitude zunachst deutlich an, sank dann ab der 9. Stimulationssekunde bis zum
Ende deutlich ab. Alle folgenden Stimulationsphasen induzierten ein ahnliches
Muster. Jedoch sank der gemittelte Wert der Amplitude ab der 3. Stimulationsphase
signifikant ab (Wilcoxon-Rang-Test: p < 0,005; n phasen = 8). Der gemittelte Wert der
PS-Latenz der einzelnen Stimulationsphasen zeigte hingegen zunachst einen
signifikanten Anstieg wahrend der zweiten Stimulationsphase
(Wilcoxon-Rang-Test: p< 0,005, n=8). Im Verlauf der nachfolgenden
Stimulationsphasen sank der gemessene Wert ab, sodass nahezu der Ausgangswert

erreicht wurde (Tabelle 4.1).

Vergleicht man nun die neurophysiologische Antwort im Gyrus dentatus beider
Experimente, so wurde der Effekt der ersten Stimulationsphase auf anschliel3ende
Stimulationen deutlich. Im Gegensatz zu dem stetigen Anstieg der PSA der ersten
langen Stimulationsphase der dem Abschnitt der kurzer Stimulationsphase folgte,
variierte die PS-Amplitude wahrend des ersten langen Stimulationsphase in naiven
Versuchstieren. Sowohl die kurze als auch die lange Stimulation erzeugte dabei eine
signifikante Potenzierung der PSA in der zweiten Stimulationsphase. Dieser Effekt
konnte nur in naiven Tieren beobachtet werden und wurde nicht registriert, wenn der
TP bereits zuvor in kurzen Stimulationsphasen stimuliert wurde. Im direkten
Vergleich der verzeichneten Resultate waren die PS-Amplituden wahrend der kurzen
Stimulationsphasen  signifikant hdher, sowohl im Vergleich zur langen
Stimulationsphasen des naiven TP (Mann-Whitney-Test: U =6; Z =-2,10; p = 0,004,
N raten = 8; Tabelle 4.1) als auch im Vergleich zur langen Stimulationsphasen des
zweiten Stimulations-Abschnitts (Mann-Whitney-Test: U=1; Z=-3,34; p <0,001;
N Ratten = 8).

Der Einfluss einer Vorstimulation durch einen vorherigen Stimulationsabschnitt zeigte

sich auch im Vergleich der PS-Latenzen. Die mittlere PS-Latenz wahrend langer
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Stimulationsphasen in naiven Versuchstieren blieb in den letzten Stimulationsphasen
signifikant niedriger im Vergleich zu den mittleren PS-Latenzen wahrend langer
Stimulationsphasen, die auf kurze Stimulationsphasen folgten (Mann-Whitney-Test:
U=3; Z=-2,61; p=0,004; n ratten = 8). Da die PS-Latenzen der kurzen und langen
Stimulationen des naiven TP nicht signifikant voneinander abwichen
(Mann-Whitney-Test: U=24; Z=-0,8; p=0,2; nRatten = 8; Tabelle 4.1), unterschied
sich damit auch die PS-Latenz beider langer Stimulationen signifikant
(Mann-Whitney-Test: U =4, Z =-2,41; p = 0,005; n ratten = 8) voneinander.

Stellt man die resultiecrende BOLD-Antwort im  Hippocampus den
elektrophysiologisch gemessenen neuronalen Antworten im Gyrus dentatus
gegenuber, konnte weder flir die kurze noch fur die lange Stimulation mit 20 Pulsen
eine direkte Korrelation zwischen beiden Parametern ermittelt werden (Korrelation
nach PEARSON; Tabelle 4.1 rechte Spalte). Somit stehen die
Summenaktionspotenziale der Projektionsneurone im DG nicht im direkten Bezug
zur GréRe oder Form der BOLD-Antwort. Andert sich jedoch das neuronale
Antwortverhalten (PS-Amplitude oder Latenz), so erfolgt auch eine Modifikation der
BOLD-Antwort. Die Grofle der BOLD-Antwort liefert demnach keine eindeutigen
Informationen Uber die GrdlRe der neuronalen Aktivitdt, sondern signifikante
Anderungen der BOLD-Antwort spiegeln nur eine signifikante Anderung der

neuronalen Antwort wider.
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Tabelle 4.1 | Elektrophysiologisch gemessene Parameter der Aktivitdt der Kérnerzellen im
DG und den dazugehdérigen maximalen BOLD-Antworten in sich wiederholenden
hochfrequenten Stimulationen des Tractus perforans mit 20 Pulsen.

Gyrus dentatus (DG) ipsilateraler Hippocampus (HCi) Statistik
PSA [mV]  Latenz [ms] BOLD Anstieg BOLD max [%] PEARSON [r]
Stimulationsphase 1. 10,24 | 4,90 0,67 | 4,86 BOLDmax-PSA  -0,15
kurze Stimulationsphase 2! 14,34 5,10 0,27 I 2,66 BOLDmax-PSL 0,27
diskontinuierliche ~Stimulationsphase 3 13,54 485 040 32
Stimulation Stimulationsphase 4 12,26 4,72 0,49 ! 3,82
Stimulationsphase 5 11,38 4,57 036 2,86
100 Hz 20 Pulse 8s Stimulationsphase 6 1 0,57 7777777 4,63 77777777777777777 0,56 777777 P 3,60 7777777777777
Stimulationsphase 7 77777 9 34 77777 L 448 77777777777777777 027 777777 L 272 7777777777777
Stimulationsphase 8 7 9,41 . 4;50 - . 036 B . 27,788 )
MW [1-8] 11,39 4,63 MW [3-8] 0,42 3,19
Stabw 1,86 0,22 Stabw 0,11 0,45
Stimulationsphase 1 812 4,40 046 | 7,07 BOLDmax-PSA 0,46
lange Stimulationsphase 2 : 007 0,42 BOLDmax-PSL  -0,56
diskontinuierliche Stimulationsphase 3 77777777 013 777777777777777777 305 7777777777777
Stimulation Stimulationsphase 4 77777777 02 1 77777777777777777 393 7777777777777
Stimulationsphase 5 77777777 0,26 777777777777777777 3,83 7777777777777
100 Hz 20 Pulse 30 s Stimulationsphase 6  s20 024 77777777777777 2,93
Stimulationsphase 7 1,93 517 o 011 77777 - 315 77777777777
Stimulationsphase 8 164 527 o2 32
MW [1-8] 3,71 5,03 MW [3-8] 0,20 3,35
Stabw 1,04 0,28 Stabw 0,07 0,42
Stimulationsphase 1. 6,68 4,24 0,82 | 5,25 BOLDmax-PSA 0,25
lange Stimulationsphase 2 1441 521 017 200 BOLDmaxPSL  -0,14
diskontinuierliche Stimulationsphase 3 7,37 7 5,15 7 7 0,27 o 3;51 7
Stimulation ~ Stmulationsphase 4 336 483 Y
Stimulationsphase 5| 2,13 4,63 0,33 : 2,58
100 Hz 20 Pulse 30 s Stimulationsphase 6 1,54 4,48 0,26 3 2,21
ohne Vorstimulation = Stimulationsphase 7 77777 124 777777777777 444 77777777777777777 022 777777777777777777 165 7777777777777
Stimulationsphase 8 77777 106 77777 7777777 446 77777777777777777 0 12 777777 L 156 7777777777777
Mw [1-8] 4,69 4,68 mMw [3-8] 0,26 2,45
Stabw 4,52 0,35 Stabw 0,09 0,79

Zusammengefasst sind die aufgezeichneten  Durchschnittswerte  der  experimentellen
fMRT-Untersuchungen (n= 8 Tiere pro Gruppe). Die BOLD .,-Werte stellen den prozentualen
Anstieg der BOLD-Signalintensitdt und der BOLD ansieg reprasentiert die Steigung zwischen
Stimulationsbeginn und der maximal generierten BOLD-Signalintensitat. Alle elektrophysiologischen
Daten sind Mittelwerte der gemessenen Versuchstiere. Die statistische Korrelation (rechte Spalte)
stellt den Zusammenhang zwischen neurophysiologischen Antworten der Stimulationsphasen im DG
und der BOLD Antwort im ipsilateralen Hippocampus dar.



Ergebnisse 64

4.1.2 Stimulation des Tractus perforans mit 20 Pulsen je Sekunde mit

doppelter Stimulationsintensitét

Die wiederholte Stimulation des TP mit 20 Pulsen je Sekunde fur 8s
induzierte in 2 von 8 Tieren signifikante BOLD-Antworten aulierhalb der
hippocampalen Formation, so dass das Ausmal} moglicher neuronaler Aktivierungen
in Zielgebieten der hippocampalen Formation mdglicherweise zu gering war, um sie
mit fMRT darzustellen. Um diese Hypothese belegen zu kdénnen, wurde in einem
zweiten experimentellen Ansatz die Stimulationsintensitat verdoppelt. Durch eine
Erhéhung der Stimulationsintensitat wird die Anzahl der stimulierten Fasern erhoht,
sodass gleichzeitig eine erhdhte Anzahl von Neuronen im HCi aktiviert wird. Im
ersten Teil des experimentellen Ansatz wurde wieder eine Stimulationsintensitat
genutzt, die 50 % der maximalen PS-Amplitude auf einen Testpuls ausldste,
wohingegen im zweiten Teil des Stimulationsexperimentes Pulse mit der doppelten
Intensitat verwendet wurden. Das Stimulationsmuster, d.h. ein hochfrequente
Stimulation mit kurzen (8 s) Stimulationsphasen mit 20 Pulse je Sekunde, blieb

gleich.
4.1.2.1 Hdmodynamische Effekte

Der erste Abschnitt der Stimulation entsprach den unter 4.1.1.1 beschriebenen
Ergebnissen. Neben der signifikanten Aktivierung des Hippocampus konnte damit
bereits bei 50%iger Stimulationsintensitat eine leichte BOLD Antwort im mPFC/ACi
(BOLD max = 1,03 £ 0,2 %; n ratten = 5; Abbildung 4.5 B) nachgewiesen werden. Eine
Verdopplung der Pulsintensitat wahrend der Stimulationsphasen 11-20 flhrte neben
einer Zunahme der maximalen BOLD-Antwort im ipsilateralen HC (Mann-Whitney-
Test: U=13; Z=-1,99; p<0,001; ngraten=5) 2zu einer signifikanten
BOLD-Signalintensitatserhohung im mPFC/ACi  (Mann-Whitney-Test: U = 1,
Z=-3,36; p<0,001; nRgaten=5) und einer signifikanten Verstarkung der
BOLD-Antwort im NAcc (Mann-Whitney-Test: U =2; Z = -3,30; p < 0,001; N ratten = 5).
Zusatzlich wurde durch eine Signalintensitatserhdhung auch im contralateralen
Hippocampus eine BOLD-Antwort generiert (BOLD max= 1,78 £ 0,37 %; N Ratten = 5),
die sich signifikant von der BOLD-Antwort der niedrigeren Stimulationsintensitat
(Mann-Whitney-Test: U = 10; Z=-2,31; p = 0,01; n ratten = 5) unterschied. Aus diesen
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Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass wiederholte kurze Folgen von 20 Pulsen
sowohl die hippocampale Formation als auch Zielgebiete hippocampaler
Projektionen, wie der NAcc und die mPFC/ACI, aktiviert. Der Nachweis durch fMRT
ist aber durch die Menge der durch TP Stimulation aktivierter Neurone im

Hippocampus limitiert.
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Abbildung 4.4 | Vergleich der (gleichzeitig aufgezeichneten fMRT-Daten und der
Feldpotentiale im Gyrus dentatus der Ratte wahrend der diskontinuierlichen hochfrequenten
Stimulation des Tractus perforans mit 50% und doppelter Stimulationsintensitat. (A) Die im
ipsilateralen Hippocampus generierte durchschnittliche BOLD-Antwort zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen beiden Stimulationsintensitaten (rechte Seite). (B) Die
neurophysiologische  Antwort der Kornerzellen im DG war bei doppelten
Stimulationsintensitat (rot) im Vergleich zu generierten Summenaktionspotenzial-Amplituden
(PSA) bei 50%iger Stimulationsintensitat (blau) signifikant groer. (C) Die zunachst
signifikant erhéhten Latenzen der ersten Stimulationsphasen bei 50 % Stimulationsintensitat
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sanken mit zunehmender Dauer des Experiments ab. Wahrend der Prasentation der hohen
Intensitadten im zweiten Stimulations-Abschnitt veranderten sich die aufgezeichneten
Latenzen nicht mehr im Vergleich zu den spaten Stimulationsphasen der 50 % Intensitat.
Damit unterschieden sich die héheren PS Latenzen der Stimulationsphasen 2-6 niedriger
Intensitat signifikant von den Stimulationsphasen 2-6 mit héherer Intensitdt des zweiten
Stimulations-Abschnitts. Statistisch angegeben ist das Signifikanzniveau, auf dem sich die
PSA und Latenz der Stimulationsprotokolle unterscheiden mit *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001.
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Abbildung 4.5 | Vergleich der =zeitlichen Verldufe der Stimulationsphasen mit 50 %
Stimulationsintensitat (Phase 1-10, blaue Markierung) und doppelter Stimulationsintensitat
(Phase 11-20) der hochfrequenten Stimulation des Tractus perforans mit 20 Pulsen. Die
HRFs der aktivierten Regionen (rechte Seite) zeigen signifikante Unterschiede der
BOLD-Signalintensitat der gemittelten BOLD-Antwort mit erhdhter Stimulationsintensitat
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(glatte rote Linie) im NAcc (C) und mPFC/ACi (D) im Vergleich zur niedrigeren
Stimulationsintensitat (glatte blaue Linie).
‘—

4.1.2.2 Neurophysiologische Effekte im Gyrus dentatus

Die elektrophysiologisch aufgezeichnete Antwort der Kornerzellen im DG
wahrend Stimulationsphasen mit Standard-Stimulationsintensitat (50 %) entspricht
dem in 4.1.1.2 verzeichneten Verlauf: die zunachst stark variierenden PS Amplituden
und Latenzen wahrend der ersten Stimulationsphase stabilisieren sich mit Zunahme
der Stimulationsphasen innerhalb eines Stimulations-Abschnitts (Abbildung 4.4 B, C).
Von der ersten zur zweiten Stimulationsphase nimmt die PS-Latenz bei niedriger
Intensitat zu, welche mit zunehmenden Stimulationsphasen auf einen Plateauwert
absank. Gleichzeitig reduzierte sich die PS-Amplitude im zeitlichen Verlauf des
Experiments. Die im Anschluss prasentierten Stimulationsphasen 11-20 mit hohen
Intensitaten verzeichneten die PS-Latenz, die am Ende des Versuchsabschnitts mit
niedrigeren Stimulationsintensitaten erhalten wurde. Damit waren nur die PS-
Latenzen der ersten Stimulationsphasen mit niedrigerer Stimulationsintensitat hdher
im Vergleich zu den ersten Stimulationsphasen mit doppelter Intensitat
(Mann-Whitney-Test: U =2; Z=-3,17; p <0,001, n raten = 5; Abbildung 4.4 C). Im
Gegensatz zur gemessenen PS Amplitude niedrigerer Stimulationsintensitaten, sank
der Wert im Laufe der spaten Stimulationsphasen des Abschnitts nicht ab und war
damit signifikant hoher im Vergleich zum Wert spater Stimulationsphasen niedriger
Stimulationsintensitaten (Mann-Whitney-Test: U =7; Z=-2,97; p = 0,013, N Ratten = 5;
Abbildung 4.4 B)

Generell fuhrte eine hochfrequente Stimulation mit 20 Pulsen pro Sekunde also zu
einer signifikanten BOLD-Aktivierung in der hippocampalen Formation (HCi, ECi,
ECc). Im ipsilateralen HC blieben die BOLD-Signalintensitaten nach Beendigung der
ersten Stimulationsfolge erhoht. Gleichzeitig aufgenommene elektrophysiologische
Antworten im DG zeigten das Auftreten von langen und schweren neuronalen
Nachentladungen nach der ersten Stimulationsphase. Daher sind diese
Nachentladungen wahrscheinlich die Ursache fur die anhaltend hohen BOLD-
Signalintensitaten nach der ersten Stimulationsphase. Obwohl es im Laufe des

Versuchsverlauf zu einer veranderten hippocampalen Signalverarbeitung
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nachfolgender Reize kommt, fuhrt dies nicht zu einer mit fMRT-BOLD nachweisbaren
Aktivierung weiterer Zielregionen des HC. Die Verlangerung der Stimulationszeit
fuhrt zu einer Ausbreitung der BOLD-Antwort in der ipsilateralen HC-Formation, aber
ebenfalls nicht zu einer mit fMRT-BOLD nachweisbaren Aktivierung zusatzlicher
Zielregionen. Eine messbare BOLD-Signalintensitatsanderung in den Zielregionen
des HC (d.h. mPFC, NAcc) erfolgt erst durch eine héhere Stimulationsintensitat. Die
Signalverarbeitung im HC andert sich durch hohe Stimulationsintensitaten nur im
Hinblick auf die hdheren Amplituden der PS zum Ende des Stimulationsabschnitts
hoher Intensitaten, wahrend die BOLD-Signalintensitat im ipsilateralen Hippocampus

gleichbleibend ist.

4.1.3 Stimulation des Tractus perforans mit 50 Pulsen je Sekunde

Eine Verdopplung der Stimulationsintensitat, nicht aber eine Verlangerung der
Stimulationszeit, fihrte bei einer Stimulation mit 20 Pulsen je Sekunde zu einer im
fMRT nachweisbaren Aktivierung von Zielregionen der hippocampalen Region. Eine
Verlangerung der Stimulationszeit von 8 s auf 30s fuhrte lediglich zu einer
Ausbreitung der BOLD Antwort in der hippocampalen Formation. Somit ist nicht die
Lange der Stimulationszeit, sondern das Ausmal® der neuronalen Aktivitat
entscheidend fur eine Weiterleitung der Aktivitat. Um bei konstanter
Stimulationsintensitat das Ausmaly und die Qualitat der neuronalen Aktivitat im
Hippocampus zu verandern, wurden in einer weiteren Versuchsreihe die Anzahl der

Pulse je Sekunde von 20 auf 50 erhoht.
4.1.3.1 Hdmodynamische Effekte

Eine wiederholte Stimulation des rechten TP mit 50 Pulsen und
50 % Stimulationsintensitat generierte, wie bereits bei der Stimulation mit 20 Pulsen
in der ipsilateralen Hippocampus (BOLD max= 4,39 £ 0,37 %; N Rratten = 6; Abbildung
4.7 A) und dem entorhinalen Cortex (ECi: BOLD max= 3,73 £ 0,21 %; N Ratten = 6;
ECc: BOLD max=4,41+£0,66 %; N raten = 6) signifikante BOLD-Antworten. Auch
durch dieses Stimulationsprotokoll wurden nach Ende der ersten Stimulationsfolge
anhaltend erhohte BOLD-Werte verzeichnet. Gleichzeitig wurden auch im EEG
langanhaltende Nachentladungen registriert. Diese blieben nur in der folgenden

zweiten  Stimulationsphase aus, traten aber in allen anschlielRenden
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Stimulationsphasen nach Ende der  Stimulationsfolgen  erneut  auf
(Stimulationsphase 3-8). Zusatzlich zur BOLD-Antwort im HCi konnte eine
BOLD-Signalintensitatsanderung auch im contralateralen HC
(BOLD max= 4,39 + 0,40 %; n ratten = 6) verzeichnet werden. Unter den vorliegenden
Bedingungen begrenzte sich die signifikante Aktivierung nicht nur auf hippocampale
Region (d.h. HCi, HCc, ECi; ECc), sondern es konnten auch signifikante
BOLD-Signalintensitatsanderungen in Zielregionen des HC, wie im mPFC/ACi
(BOLD max= 2,12 £ 0,47 %; N Ratten = 6; Abbildung 4.7 A), im NAcc
(BOLD max = 2,18 £ 0,37 %; N raten = 6; Abbildung 4.7 B) sowie wie der
VTA/Sn-Region (BOLD max = 2,48 + 0,39 %; N Rratten = 6; Abbildung 4.7 C) registriert
werden. Im Vergleich zum ipsilateralen Hippocampus wiesen alle auf3erhalb der
HC-Formation liegenden aktivierten Regionen signifikant héhere

BOLD-Signalintensitaten nach der zweiten Stimulationsphase auf (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.6 | Vergleich der gleichzeitig aufgezeichneten fMRT-Daten und Feldpotentiale
im Gyrus dentatus der Ratte wahrend der hochfrequenten Stimulation des Tractus perforans
mit 50 Pulsen. (Oben) Aktivierungsbeispiel kurzer Stimulationsphasen des TP mit 50 Pulsen
in 8 von 10 gemessenen Schichten (links) im Vergleich zum gemittelten 3D-Modell der
registrierten BOLD-Signale aller Versuchstiere (n = 6; rechts). Signifikant aktivierte Voxel
(p < 0,05) sind auf einer logarithmischen Farbskala von gelb nach rot codiert dargestellt. (A)
Die hochfrequente Stimulation des TP induzierte eine robuste BOLD-Antwort im ipsilateralen
HC. (B) Die gleichzeitig gemessenen Feldpotentiale im Gyrus dentatus ergab keine
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signifikante Reduktion der PSA wahrend aller aufeinanderfolgenden Stimulationsphasen. (C)
Innerhalb der einzelnen Stimulationsphasen sank die Latenz mit zunehmender Anzahl der
Pulse ab.
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Abbildung 4.7 | Vergleich der zeitlichen Verlaufe der BOLD-Antwort signifikant aktivierter
Regionen auferhalb des Hippocampus wahrend kurzer Stimulationen des Tractus perforans
mit 50 Pulsen. BOLD-Signalintinsitaten wurden im (A) medialen prafrontalen Cortex, (B) im
Nucleus accumbens und (C) im ventralen Tegmentum registriert. Die auf der rechten Seite
dargestellten HRFs der aktivierten Regionen entsprechen der gemittelten BOLD-Antwort
aller gemessener Versuchstiere (n = 6) der Stimulationsphase 3-8 (glatte Linie) im Vergleich
zur ersten Stimulationsphase (gestrichelte Linie). Signifikante BOLD-Signalintensitaten
wurden in allen drei mesolimbischen Strukturen erst nach der ersten Stimulationsphase
generiert.
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4.1.3.2 Neurophysiologische Effekte im DG

Auch bei der hochfrequenten Stimulation des Tractus perforans mit
50 Pulsen je Sekunde, induzierte wiederum nur der erste Puls pro
Stimulationssekunde ein Summenaktionspotenzial. Dementsprechend wurden in den
acht Sekunden Stimulationszeit auch nur acht Populations-Spikes generiert, die
ausgewertet wurden. Im zeitlichen Verlauf der Stimulationen potenzierten sich die
gemittelten PS Amplituden von der ersten zur zweiten Stimulationsphase. In den
nachfolgenden Stimulationsphasen sanken die gemittelten PS Amplituden gering ab
und erreichten einen Plateauwert, der Uber dem gemittelten PSA-Wert der ersten
Stimulationsphase lag (Tabelle 4.2).
Betrachtet man den Verlauf innerhalb einer Stimulationsphase, dann unterschied
sich das neuronale Antwortverhalten wéahrend der Stimulation mit 50 Pulsen je
Sekunde von dem neuronalen Antwortverhalten wéahrend der Stimulation mit
20 Pulsen je Sekunde. Zunachst konnte eine Potenzierung der PSA innerhalb der
ersten Stimulationssekunden verzeichnet werden (Abbildung 4.6 B). Die gemessene
PS-Amplitude sank jedoch innerhalb der anschlieenden Stimulationssekunden
wahrend der Stimulation mit 50 Pulsen stark ab, sodass sie unterhalb des
Ausgangswertes lag. Im Vergleich zur Stimulation des Tractus perforans mit
20 Pulsen war die PS-Amplitude am Ende einer Stimulationsphase mit 20 Pulsen je
Sekunde groéBer als am Beginn der Stimulationsphase. Nach einem zunachst
signifikanten Anstieg der Latenz von der ersten zur zweiten Stimulationsphase
(Wilcoxon-Rang-Test: p <0,05, nNRaten =5; Tabelle 4.2), sank diese mit

zunehmenden Stimulationsphasen auf einem Plateau-Wert ab (Abbildung 4.6 C).
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Tabelle 4.2 | Elektrophysiologisch gemessene Parameter der Aktivitdt der Kérnerzellen im
DG und den dazugehdérigen maximalen BOLD-Antworten in sich wiederholenden
hochfrequenten Stimulationen des Tractus perforans mit 50 Pulsen.

Gyrus dentatus (DG) ipsilateraler Hippocampus (HCi) Statistik
PSA [mV] Latenz [ms] BOLD Anstieg BOLD max [%] PEARSON [r]
Stimulationsphase 1. 4,60 @ 4,55 0,35 | 3,02 BOLDmax-PSA -0,46
Stimulationsphase 237 7 7,40 7 5,12 . 0,23 37 - 1,79 - BOLDmax-PSL -0,23
Stimulationsphase 3| 6,75 | 5,06 039 3,10
50 Puls - Stimulationsphase 457 617 - 71’17,86 . i 7”0,7407 S 331 o
Stimulation ; 3 :
100 Hz 50 Pulse 8s Stimulationsphase 5. 6,00 | 4,84 0,39 3,14
Stimulationsphase 6 7 712 481 . 031 - 274 -
Stimulationsphase 7 606 7 7;17,77 D 0,7287 77777 239 777777 7
Stimulationsphase 8 609 37 i 74’17,61 . i 7”0,7237 - 244 o
MW [1-8] 6,27 4,83 MW [3-8] 0,33 2,85
Stabw 0,86 0,20 Stabw 0,07 0,39

Zusammengefasst sind die aufgezeichneten Durchschnittswerte der experimentellen fMRT-
Untersuchung (n = 6 Tiere pro Gruppe). Die BOLD ,o-Werte stellen den prozentualen Anstieg der
BOLD-Signalintensitat und der BOLD ansiieg reprasentiert die Steigung zwischen Stimulationsbeginn
und der maximal generierten BOLD-Signalintensitat. Alle elektrophysiologischen Daten sind
Mittelwerte der gemessenen Versuchstiere. Die statistische Korrelation (rechte Spalte) stellt den
Zusammenhang zwischen neurophysiologischen Antworten der Stimulationsphasen im DG und der
BOLD-Antwort im ipsilateralen Hippocampus dar.

4.1.4 Stimulation des Tractus perforans mit 100 Pulsen je Sekunde

Eine Erhéhung der Pulszahl von 20 auf 50 Pulse je Sekunde flihrte zu einer
qualitativen und quantitativen Veranderung der hippocampalen Signalverarbeitung
und zu einer nachweisbaren BOLD-Antwort in Zielregionen des HC. Beide
Stimulationsmuster sind durch kurze diskontinuierliche Pulsfolgen mit einer Dauer
von 200 oder 500 ms charakterisiert. Um zu testen, wie eine kontinuierliche Pulsfolge
hippocampal verarbeitet und weitergeleitet wird, wurde in einem dritten
experimentellen Ansatz der rechte Tractus perforans wahrend einer
Stimulationsphase kontinuierlich mit 100 Pulse pro Sekunde (d.h. 100 Hz) stimuliert.
Analog zur Stimulation mit 20 Pulsen je Sekunde wurden zum einen in einem
Experiment der Effekt kurzer (8 s) und langer (30 s) Stimulationsphasen auf das
BOLD-Aktivierungsmuster am selben Tier untersucht, zum anderen wurde der Effekt
der langen Stimulationszeit auf das BOLD-Aktivierungsmuster an einer separaten

Gruppe getestet.
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4.1.4.1 Hdmodynamische Effekte

Der Einfluss der hdheren Pulsanzahl im Vergleich zur Stimulation mit 50
Pulsen je Sekunde wird vor allem im generierten BOLD-Aktivierungsmuster deutlich
(Abbildung 4.8, oben). In den 8 getesteten Versuchstieren wurde eine BOLD-Antwort
im ipsilateralen HC erfasst, deren Maximalwert sich wahrend der langen
kontinuierlichen Stimulation gering vergroRerte (Mann-Whitney-Test: U = 14;
Z=-189; p=0,029; nRaten=28; Abbildung 4.8 A). Kennzeichnend fur dieses
Stimulationsmuster, sowohl fur die kurze als auch die lange Stimulationszeit, waren
die Nachentladungen nach nahezu jeder Stimulationsphase. Einzig in der zweiten
und dritten Stimulationsphase konnte dieses synchronisierte Feuern der Neurone im
DG nicht beobachtet werden. Dementsprechend kleiner war auch die maximale
BOLD-Antwort, die sich zwischen kurzer und langer Stimulation mit 100 Pulsen nicht
unterschied (Wilcoxon-Rang-Test: Stimulationsphase 2: p = 0,535,
Stimulationsphase 3: p = 0,325; n ratten = 8). Zusatzlich zum ipsilateralen HC konnte
eine  BOLD-Antwort im contralateralen HC erfasst werden, welche sich in
Abhangigkeit von der Lange der Stimulation (Mann-Whitney-Test: U =9; Z =-2,41;
p = 0,007; n ratten = 8) verstarkte. Im Gegensatz zur Stimulation mit 20 Pulsen war die
maximale BOLD-Antwort wahrend kurzer und langer Stimulation mit 100 Pulsen der
ersten Stimulationsphase nicht signifikant groRer als der gemittelte Wert der
nachfolgenden Stimulationsphasen (Wilcoxon-Rang-Test: kurze
Stimulation: p = 0,36; lange Stimulation: p = 0,563; n phasen = 8). Der zeitliche Verlauf
der generierten BOLD-Antwort in beiden entorhinalen Cortices entspricht dem des
ipsilateralen und contralateralen Hippocampus. Im Gegensatz zum ipsilateralen EC
unterschied sich auch im contralateralen EC die erfasste BOLD-Antwort in
Abhangigkeit von der Lange der Stimulation (Mann-Whitney-Test: ECc: U = 14;
Z=-189;p<0,03, ECi: U=19;Z=-1,32; p=0,086; n Ratten = 8).
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Abbildung 4.8 | Vergleich der gleichzeitig aufgezeichneten fMRT-Daten und Feldpotentiale
im Gyrus dentatus der Ratte wahrend der kontinuierlichen hochfrequenten Stimulation des
Tractus perforans. (Oben) Aktivierungsbeispiel kurzer und langer kontinuierlicher Stimulation
des TP mit 100 Pulsen in in 8 von 10 gemessen Schichten (links) und im gemittelten
3D-Modell der registrierten BOLD-Signalintensitaten aller Versuchstiere (n = 8). Signifikant
aktivierte Voxel (p <0,05) sind auf einer log. Farbskala von gelb nach rot codiert und
dargestellt. (A) Die hochfrequente Stimulation des TP induzierte eine starke BOLD-Antwort
im ipsilateralen HC wahrend kurzer und langer Stimulationsphasen. (A, rechte Seite) Die
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HRF stellt den Verlauf der gemittelten BOLD-Antwort der Versuchstiere dar
(MW £ Stabw; Stimulationsphasen 3-8). Lange Stimulationen mit 100 Pulsen (rot) fihrten zu
einem signifikanten Anstieg der maximal erreichten BOLD-Antwort im ipsilateralen HC im
Vergleich zur BOLD-Antwort kurzer Stimulationsphasen des 1.Stimulations-Abschnitts
(schwarz). (B) Die gleichzeitig gemessenen Feldpotentiale im Gyrus dentatus zeigten eine
signifikante Reduktion der PSA bei aufeinanderfolgenden Stimulationsphasen wahrend der
beiden Stimulationsbedingungen. (C) Wahrend der beiden Stimulationsbedingungen ging die
durchschnittliche Latenzzeit wahrend aufeinanderfolgender Stimulationsphasen deutlich
zurick. Ein reprasentatives Beispiel der elektrophysiologischen Antwort des DG auf den
ersten Puls der jeweils ersten und letzten Stimulationsphase der kurzen kontinuierlichen
Stimulation (schwarz/grau) und der langen kontinuierlichen Stimulation (hellrot/rot) wird auf
der rechten Seite dargestellt.

«—

Durch die Stimulation mit 100 Pulsen wurden auch auferhalb der hippocampalen
Formation signifikante BOLD-Antworten generiert. Kurze Stimulationsphasen
erzeugten dabei eine BOLD-Antwort mPFC/ACi (Abbildung 4.9 A), im NAcc
(Abbildung 4.9 B), in der VTA/Sn-Region (Abbildung 4.9 C) als auch der BLA
(Abbildung 4.9 D). Entgegen dem Verlauf der BOLD-Antwort im rechten
Hippocampus war die in der ersten Stimulationsphase erfasste BOLD-Antwort in
zwei Regionen (mPFC/AC, VTA/Sn) deutlich geringer als in allen folgenden
Stimulationsphasen (Wilcoxon-Rang-Test: p <0,005; n phasen =8). Einzig die
BOLD-Antwort im NAcc erreichte sowohl zu Beginn als auch gegen Ende des
Stimulationsabschnitts eine gleichwertige starke BOLD-Antwort
(Wilcoxon-Rang-Test: p = 0,09; n phasen = 8; Abbildung 4.9 B). In Relation zu allen
aktivierten hippocampalen Strukturen (HCi, HCc; ECi; ECc), erfolgt der Beginn der
hamodynamischen Antwort in allen aktivierten subcorticalen und corticalen Regionen
deutlich verzogert (Abbildung 4.9; rechte Seite). Dabei wurde im Vergleich zum
rechten Hippocampus erkennbar, dass der Anstieg der hamodynamischen Antwort
(hemodynamic response function - HRF) der mesolimbischen Strukturen innerhalb
der ersten Sekunden (8 s) aller gemittelten Stimulationsphasen selbst bei maximaler
BOLD-Antwort deutlich geringer ist. Wahrend eine Stimulation mit 100 Pulsen im
rechten Hippocampus einen raschen Anstieg vom Stimulationsbeginn bis zum
Maximum auslost, erfolgt im mPFC/ACi und im VTA ein biphasischer Verlauf
(Abbildung 4.9 A und C; rechte Seite). Dem zunachst raschen Anstieg folgte eine

Senkung der BOLD-Antwort und nachfolgend ein erneuter Anstieg. Eine langere
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Stimulationsphase fuhrte somit sowohl im NAcc (Mann-Whitney-Test: U = 3;
Z =-3,04; p<0,005; nRaten =8), im mPFC (Mann-Whitney-Test: U=7; Z=-2,62;
p =0,004, nRaten=8) und in der VTA/Sn-Region (Mann-Whitney-Test: U =7;
Z =-2,62; p=0,004; nRatten =8) zu einer signifikanten Erhdhung der maximalen
BOLD-Antwort. Die BOLD-Signalintensitatsanderung in der BLA erhdhte sich

signifikant in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer (Mann-Whitney-Test: U = 8;
Z = ‘2,51; p = 0,006, n Ratten = 8)
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Abbildung 4.9 | Vergleich der zeitlichen Verlaufe der BOLD-Antwort signifikant aktivierter
Regionen auflerhalb des Hippocampus wahrend der kurzen (schwarz) und langen (rot)
Stimulation des Tractus perforans mit 100 Pulsen. BOLD-Signalintinsitadten wurden im (A)
medialen prafrontalen Cortex, (B) im Nucleus accumbens, (C) im ventralen Tegmentum und
(D) der basolateralen Amygdala registriert. Die auf der rechten Seite dargestellten HRFs der

aktivierten Regionen entsprechen der

gemittelten BOLD-Antwort aller

gemessener



Ergebnisse 79

Versuchstiere (n =8) der Stimulationsphase 3-8 (glatte Linie) im Vergleich zur ersten
Stimulationsphase (gestrichelte Linie). Signifikante BOLD-Signalintensitdten wurden in
mesolimbischen Strukturen erst nach der ersten kurzen Stimulationsphase generiert. Eine
lange Stimulationsphase gefolgt auf einen Stimulations-Abschnitt mit kurzen kontinuierlichen
Stimulationen generierte eine signifikant grélkere BOLD-Antwort im NAcc, im mPFC/ACi
Region und dem VTA/Sn-Komplex. Auch die BOLD-Signalintensitadtsanderung der
basolateralen Amygdala (BLA, D) steigt geringfligig in Abhangigkeit von der
Stimulationslange an.

«—

Um eine Aussage uber den mdglichen Einfluss der kurzen Stimulation mit 100
Pulsen des ersten Versuchsabschnitts auf die BOLD-Antwort des folgenden
Abschnitt mit langer Stimulationsphase treffen zu kdénnen, wurde in einem zweiten
Experiment der TP ausschlieBlich mit langen Stimulationsphasen stimuliert. Das
generierte BOLD-Muster in den funf gemessenen Versuchstieren unterschied sich
dabei nicht vom zuvor generierten. BOLD-Signalintensitatsanderungen konnten im
ipsilateralen und contralateralen HC erfasst werden. Im Gegensatz zum vorherigen
Experiment wurde jedoch die maximale BOLD-Antwort im ipsilateralen HC bereits in
den ersten Sekunden der Stimulation erreicht (Abbildung 4.10 A). Dementsprechend
unterschied sich der Anstieg der hamodynamischen Antwort (HRF) im ipsilateralen
Hippocampus signifikant von der langen Stimulationsphase mit 100 Pulsen des zuvor
durchgefuhrten Experiments (Mann-Whitney-Test: U =2; Z=-3,25, p <0,001;
N Ratten = 6). Der Anstieg der BOLD-Antwort im contralateralen HC fiel
vergleichsweise geringer aus, erreichte jedoch ein signifikant starkere BOLD-Antwort
als wahrend der langen Stimulationsphasen des vorherigen Versuchs
(Mann-Whitney-Test: U=10; Z=-2,41; p=0,007; nNRaten=6). Auch die
BOLD-Antwort im ipsilateralen EC wies einen erhdhten Maximalwert auf, der auch
hier erst am Ende des Stimulationsphasen erreicht wurde
(Mann-Whitney-Test: U=2; Z=-3,25; p<0,001; n Raten =6). Der Verlauf der
hamodynamischen Antwort im contralateralen EC unterschied sich ebenfalls
zwischen den langen Stimulationen beider Stimulationsabschnitte mit 100 Pulsen
(Mann-Whitney-Test: U =8; Z=-2,52; p=0,006; n Rratten=6). Durch eine lange
Stimulationsphase mit 100 Pulsen konnte auch in diesem Experiment eine
BOLD-Antwort in den mesolimbischen subcorticalen und corticalen Strukturen
generiert werden (NAcc, mPFC/ACi, VTA/Sn, BLA). Die maximale BOLD-Antwort

wurde erst mit zunehmender Anzahl der Stimulationsphasen erreicht. Obwohl
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nahezu gleiche maximale BOLD-Antworten erreicht wurden, erhdhte die lange
kontinuierliche Stimulation den Anstieg der BOLD-Antwort im mPFC/ACi
(BOLD anstieg = 0,3 +£0,12) und in der VTA/Sn-Region (BOLD anstieg = 0,17 + 0,08).
Diese Beschleunigung beruhte nicht auf der alleinigen Wirkung der Stimulation, denn
durch lange Stimulation des TP mit 100 Pulsen im zweiten Versuchsabschnitt war
der Anstieg der BOLD-Antwort vergleichsweise im mPFC/ACi (Mann-Whitney-Test:
U=2; Z=-3,25; p<0,001; nRraten=8; Abbildung 4.12A) als auch der
VTA/Sn-Region signifikant niedriger (Mann-Whitney-Test: U=12; Z=-2,25,
p =0,005; nRaten =8; Abbildung 4.12 C). Demgegenuber blieb sowohl die
BOLD-Antwort im NAcc (Mann-Whitney-Test: U=23; Z=-1,05, p=0,146;
N Ratten = 8; Abbildung 4.12 B) unbeeinflusst vom Zeitpunkt des
Stimulationsabschnitts. Im Gegensatz zu den vorhergehenden Untersuchungen
erreichte die BLA (Abbildung 4.12 D) nicht die maximale BOLD-Antwort des zweiten
Stimulations-Abschnitts des vorhergehenden Experiments
(BOLD max = 1,01 £ 0,34 %) und war damit signifikant geringer (Mann-Whitney-Test:
U=7;Z=-2,71; p = 0,009; n ratten = 8).
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Abbildung 4.10 | Vergleich der gleichzeitig aufgezeichneten fMRT-Daten und Feldpotentiale
im Gyrus dentatus der Ratte wahrend der langen hochfrequenten Stimulation des Tractus
perforans mit 100 Pulsen. (Oben) Aktivierungsbeispiel langer Stimulationsphasen des TP mit
100 Pulsen des naiven HC (links oben) im Vergleich zum gemittelten 3D-Modell der
registrierten BOLD-Signale aller Versuchstiere (n raten = 5). Signifikant aktivierte Voxel
(p < 0,05) sind auf einer log. Farbskala von gelb nach rot codiert und in 8 von 10 gemessen
Schichten dargestellt. (A) Die hochfrequente Stimulation des TP induzierte eine robuste
BOLD-Antwort im ipsilateralen HC. (A, rechte Seite) Die HRF stellt den Verlauf der
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gemittelten BOLD-Antwort der Versuchstiere dar (MW + Stabw; Stimulationsphasen 3-8).
Lange Stimulationen mit 100 Pulsen (rot) flhrten zu einem signifikanten Anstieg der maximal
erreichten BOLD-Antwort im ipsilateralen HC. (B) Die (gleichzeitig gemessenen
Feldpotentiale im Gyrus dentatus zeigten eine signifikante Reduktion der PSA bei
aufeinanderfolgenden Stimulationsphasen, beginnend ab der zweiten Stimulationsphase. (C)
Die durchschnittliche Latenzzeit wahrend aufeinanderfolgender Stimulationsphasen steigt bis
zur 3. Stimulationsphase an und erreicht einen Plateau-Wert. Ein reprasentatives Beispiel
der neurophysiologischen Antwort der Kérnerzellen des DG auf den ersten Puls der jeweils
ersten und letzten Stimulationsphase der kurzen kontinuierlichen Stimulation (schwarz/grau)
und der langen kontinuierlichen Stimulation (hellrot/rot) wird auf der rechten Seite dargestellt.

«—

* kurze Stimulationsphase (8 s) 100 Pulse
¢ lange Stimulationsphase (30 s) nach kurzer Stimulation 100 Pulse
« lange Stimulationsphase (30 s) des naiven HC 100 Pulse

1000

* * * * *
900 1 Toer 3 M 1 — 1 gy 1 * e |
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HCi HCc ECi ECc PFC NAcc Sn/VTA

Abbildung 4.11 | Vergleich der Voxelanzahl signifikant aktivierter Regionen der
hochfrequenten kontinuierlichen Stimulationsphasen mit 100 Pulsen. Die Werte werden in
Anzahl der aktivierten Voxel (MW % Stabw) aller gemessenen Tiere dargestellt (n ratten = 8).
Bis auf die VTA/Sn-Region flhrte eine langere Stimulation des Tractus perforans mit
100 Pulsen in allen aktivierten Regionen zu einer gestiegen Anzahl signifikant aktivierter
Voxel. Statistisch dargestellt ist das Signifikanzniveau, auf dem sich die Anzahl der Voxel in
den aktivierten Regionen der Stimulationsprotokolle unterscheiden mit *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001.
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Abbildung 4.12 | Vergleich der zeitlichen Verldufe der BOLD-Antwort signifikant aktivierter
Regionen aulerhalb des Hippocampus wahrend der langen (rot) Stimulation des Tractus
perforans mit 100 Pulsen. BOLD-Signalintinsitdten wurden im (A) medialen prafrontalen
Cortex, (B) im Nucleus accumbens, (C) im ventralen Tegmentum und (D) der basolateralen
Amygdala registriert. Die auf der rechten Seite dargestellten HRFs der aktivierten Regionen
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entsprechen der gemittelten BOLD-Antwort aller gemessener Versuchstiere (n raten = 8) der
Stimulationsphase 3-8 (glatte Linie). Bereits in der ersten Stimulationsphase (gestrichelte
Linie) wurden signifikante BOLD-Signalintensitaten in mesolimbischen Strukturen generiert.

«—

4.1.4.2 Neurophysiologische Effekte der kontinuierlichen Stimulation

Bei der hochfrequenten Stimulation des TP mit 100 Pulsen wurde nur ein

Summenaktionspotenzial als Antwort zum ersten Puls generiert. Somit wurde trotz
unterschiedlicher Dauer der Stimulation nur ein PS je Stimulationsphase erfasst.
Dabei unterschieden sich die im DG gemessenen PS Amplituden der kurzen
Stimulationsphasen mit 100 Pulsen signifikant von denen der langen
Stimulationsphasen (Mann-Whitney-Test: U =1; Z=-3,25; p <0,001; n Ratten = 8;
Abbildung 4.8 B), wenn beide Stimulationsprotokolle am selben Versuchstier
nacheinander untersucht wurden (Tabelle 4.3). Wahrend sich die gemittelte
PS Amplitude in der zweiten kurzen Stimulationsphase mehr als verdoppelte,
unterblieb dieser Effekt in den anschlieRenden Stimulationen mit langen Pulsen.
Wurde in einer separaten Gruppe der TP nur mit langen kontinuierlichen 100 Hz
Pulsfolgen stimuliert, dann stieg, genau wie bei der kurzen Stimulation mit
100 Pulsen, die PS-Amplitude in der zweiten Stimulationsphase an und sank
anschlielend stark ab. Allerdings wurde auch hier ein signifikanter Unterschied zur
kurzen Stimulationsphase festgestellt (Mann-Whitney-Test: U =15, Z=-1,97;
p < 0,043; N Rratten = 8).
Im Verlauf des Experiments mit kurzen und langen Stimulationsphasen stieg die
Latenz bis zur zweiten Stimulationsphase an und reduzierte sich anschlief3end von
Stimulationsphase zu Stimulationsphase. In naiven Tieren war damit die
durchschnittliche PS-Latenz kurzer Stimulationsphasen mit 100 Pulsen (Tabelle 4.3)
signifikant hoéher im Vergleich zur PS-Latenz der anschlieBend folgenden langen
Stimulationsphasen (Mann-Whitney-Test: U =9; Z=-2,41; p=0,008; n Ratten=8;
Tabelle 4.3). Auch die PS-Latenz ausschliel3lich langer Stimulationsphasen sank
nach einem Anstieg in der zweiten Stimulationsphase und blieb wahrend der
nachfolgenden langen Stimulationsphasen deutlich verringert. Somit unterschied sich
die PS-Latenz beider Stimulationsphasen nicht signifikant voneinander
(Mann-Whitney-Test: U = 1; Z = -3,25; p < 0,001; n ratten = 8; Tabelle 4.3).
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Tabelle 4.3 | Elektrophysiologisch gemessene Parameter der Aktivitdt der Kérnerzellen im
DG und die dazugehorigen
hochfrequenten Stimulationen des Tractus perforans mit 100 Pulsen.

maximalen

BOLD-Antworten

in sich wiederholenden

Gyrus dentatus (DG) ipsilateraler Hippocampus (HCi) Statistik
PSA [mV] Latenz [ms] BOLD Anstieg BOLD max [%] PEARSON [r]

Stimulationsphase 1 4,78 4,24 0,67 4,41 BOLDmax-PSA  -0,28

Stimulationsphase 2 10,07 5,51 0,51 3,94 BOLDmax-PSL  -0,11
kurze Stimulationsphase 3 5,08 4,9 0,61 4,92
kontinuierliche Stimulationsphase 4 3,38 4,66 0,71 4,66
Stimulation Stimulationsphase 5 3,04 4,71 0,70 4,88
100 Hz 100 Pulse 8s Stimulationsphase 6 2,73 4,73 0,60 4,67
Stimulationsphase 7 2,03 4,88 0,59 4,27
Stimulationsphase 8 3,04 4,46 0,49 3,65
Mw [1-8] 4,27 4,76 MW [3-8] 0,61 4,51
Stabw 2,56 0,37 Stabw 0,08 0,45

Stimulationsphase 1 1,51 6,79 0,54 5,03 BOLDmax-PSA 0,272

Stimulationsphase 2 0,63 5,92 0,43 3,88 BOLDmax-PSL 0,266
Iange Stimulationsphase 3 0,97 7,2 0,49 511
kontinuierliche Stimulationsphase 4 0,79 6,3 0,48 5,30
Stimulation Stimulationsphase 5 0,79 6,39 0,45 5,19
100 Hz 100 Pulse 30s Stimulationsphase 6 0,98 7,12 0,48 4,30
Stimulationsphase 7 0,84 6,7 0,42 5,10
Stimulationsphase 8 0,62 6,33 0,43 4,76
Mw [1-8] 0,89 6,59 MW [3-8] 0,47 4,96
Stabw 0,28 0,44 Stabw 0,04 0,50

Stimulationsphase 1 4.1 3,7 1,14 7,23 BOLDmax-PSA -0,399

Stimulationsphase 2 5,42 5 0,89 5,37 BOLDmax-PSL  -0,573
lange Stimulationsphase 3 1,48 53 0,76 6,35
kontinuierliche Stimulationsphase 4 1,02 52 0,98 6,39
Stimulation Stimulationsphase 5 0,77 4.8 0,96 6,64
100 Hz 100 Pulse 30s Stimulationsphase 6 0,74 4,8 0,96 6,38
ohne Vorstimulation  Stimulationsphase 7 0,78 4,8 0,85 6,36
Stimulationsphase 8 0,58 4,8 0,96 7,22
Mw [1-8] 1,86 4,80 MW [3-8] 0,94 6,49
Stabw 1,84 0,49 Stabw 0,11 0,59

Zusammengefasst sind die aufgezeichneten  Durchschnittswerte experimentellen

fMRT-Untersuchungen (n= 8 Tiere pro Gruppe). Die BOLD ,-Werte stellen den prozentualen
Anstieg der BOLD-Signalintensitédt dar und der BOLD ansieg reprasentiert die Steigung zwischen
Stimulationsbeginn und der maximal generierten BOLD-Signalintensitat. Alle elektrophysiologischen
Daten sind Mittelwerte der gemessenen Versuchstiere. Die statistische Korrelation (rechte Spalte)
stellt den Zusammenhang zwischen neurophysiologischen Antworten der Stimulationsphasen im DG
und der BOLD-Antwort im ipsilateralen Hippocampus dar.
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Abbildung 4.13 | Visualisierung aller Regionen im 3D-Modell des Ratten-Gehirns, die
eine signifikante BOLD-Antwort wahrend der vier unterschiedlichen hochfrequenten
Tractus perforans-Stimulationsprotokolle generierten.
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(Oben links) Die hochfrequente elektrische Stimulationen Tractus perforans mit 20
Pulsen bei 50% Stimulationsintensitat (250 yA) erzeugte signifikante BOLD-Antworten
in der ipsilateralen Hippocampus-Formation (HCi) (d.h. Gyrus dentatus , Hippocampus
proper, Subiculum und entorhinalen Cortex (ECi)) und der Region des contralateralen
entorhinalen Cortex (ECc). (Oben rechts) Eine Erhéhung der Stimulationsintensitat auf
500 pA fuhrte zur Aktivierung des contralateralen Hippocampus (HCc) und generierte
zusatzlich auflerhalb des Hippocampus ein BOLD-Antwort im medialen prafrontalen
Cortex (mPFC) und im Nucleus accumbens (NAcc). (Unten links) Wahrend der
hochfrequenten Stimulation mit 50 Pulsen wurde neben der BOLD-Signalintensitat der
Hippocampus-Formation, dem mPFC-Region und dem NAcc zusatzlich die Region des
ventralen Tegmentums (VTA/Sn) aktiviert.

(Unten rechts) Die hochfrequente Stimulation des TP mit 100 Pulsen induzierte eine
BOLD-Antwort in der Hippocampus-Formation als auch in den mesolimbischen
Strukturen des NAcc, des mPFC, der VTA/Sn-Region und zusatzlich in der
basolateralen Amygdala (BLA).

«—

Anders als unter diskontinuierlichen Stimulationsbedingungen mit 20 Pulsen bei
50%iger Stimulationsintensitat, generierten kurze und lange Kkontinuierliche
Stimulationsphasen mit 100 Pulsen BOLD-Antworten in Zielgebieten der
Hippocampus Formation (Abbildung 4.13). Kurze kontinuierliche Stimulationen 16sten
demnach signifikante BOLD-Antworten im mPFC/ACi, dem NAcc und dem VTA aus.
Im Gegensatz zu den lokalen BOLD-Antworten in der Hippocampus-Formation,
wurden alle subcorticalen und corticalen Regionen erst nach der zweiten kurzen
Stimulationsphase aktiviert. Wie erwartet, wurden im ipsilateralen Hippocampus
starke BOLD-Signalintensitaten bereits in der ersten Stimulationsphase verzeichnet.
Die im EEG registrierten starken Entladungen der Projektions-Neurone im
ipsilateralen Hippocampus traten sowohl innerhalb als auch nach nahezu jeder der
gemessenen Stimulationsphasen auf. Die erste Stimulationsphase im ipsilateralen
HC unterschied sich damit auch nicht mehr von den nachfolgenden
Stimulationsphasen. Langere kontinuierliche Stimulationsphasen induzierten eine
groRere maximale BOLD-Antwort im mPFC/ACi im Vergleich zur kurzen
kontinuierlichen Stimulation mit 100 Pulsen. Dies konnte auch fur den Bereich des
NAcc festgestellt werden, jedoch nicht im SN/VTA-Komplex. Eine signifikante
BOLD-Antwort im Bereich der BLA war offenbar nicht abhangig von der Lange der
Stimulation. Im Gegensatz zu den beobachteten gemittelten hamodynamischen

Antwort im ipsilateralen Hippocampus, loste die gleiche Stimulation verschiedene
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HRFs in der ACC/mPFC und SN/VTA-Region aus. Die HRF im NAcc war

gekennzeichnet durch einen verzogerten Anstieg der BOLD-Antwort.

Tabelle 4.4 | Zusammenfassung der generierten BOLD-Signalintensitatsanderungen der
aktivierten Hirnareale der drei Stimulationsprotokolle kurzer Stimulationsphasen (8 s) des
Tractus perforans.

100 Hz 20 Pulse 8s 100 Hz 50 Pulse 8s 100 Hz 100 Pulse 8s p-Wert (BOLD max)

el BOLD max [%] BOLD Anstieg BOLD max [%] BOLD Anstieg BOLD max [%] BOLD Anstieg 20 vs. 50 Pulse 20 vs. 100 Pulse 50 vs. 100 Pulse

HCI 319044 0,42%0,12 4,38+0,39 0,47 +£0,04 4,50+0,48 0,61+0,07 0,017 0,006 0,172

HCc 1,61+0,68 0,07+0,11 4,38 £0,40 0,44 0,07 3,30+ 0,36 0,34 +£0,031 <0,001 0,002 0,029

ECi 4,30%0,57 0,57+0,15 3,73+0,21 0,41£0,03 5,34+0,53 0,73+0,12 0,037 0,006 < 0,001

ECc 2,33+0,53 0,26+0,10 4,41+0,66 0,49+0,10 5,21+0,56 0,49 + 0,09 <0,001 < 0,001 0,037
mPFC 0,90+0,32 0,10+ 0,08 2,12+ 0,47 0,06 +0,22 2,43 +0,61 0,07 £0,07 0,004 < 0,001 0,2
NAcc 0,26 £0,22 0,01+0,07 2,18+0,41 0,14+0,03 2,47+£0,39 0,16 £0,08 < 0,001 < 0,001 0,07

BLA 0,27 +0,35 0,03+0,12 1,19+0,53 0,03+0,03 1,20£0,18 0,08 + 0,06 < 0,001 < 0,001 0,146
VTA/Sn 0,30+0,11 0,01+0,08 2,48+0,39 0,19+0,05 2,40+£0,12 0,12+0,09 < 0,001 < 0,001 0,458

Zusammengefasst sind die  aufgezeichneten  Durchschnittswerte  der  experimentellen
fMRT-Untersuchungen (n= 6 Tiere pro Gruppe). Die BOLD «-Werte stellen den prozentualen
Anstieg der BOLD-Signalintensitat dar und der BOLD ansieg reprasentiert die Steigung zwischen
Stimulationsbeginn und der maximal generierten BOLD-Signalintensitat (MW x Stabw). Die Resultate
des statistischen Vergleichs zwischen den unterschiedlichen Stimulationsbedingungen werden in den
rechten Spalten dargestellt. Angegeben ist das Signifikanzniveau, getestet durch Mann-Whitney-Test
auf dem sich die maximale BOLD-Antwort in den aktivierten Regionen (ROI) zwischen den
Stimulationsprotokollen unterschied.

Fasst man die Ergebnisse der getesteten Stimulationsparadigmen zusammen
(Abbildung 4.13, Tabelle 4.4), so konnte zum einen gezeigt werden, dass eine
Verlangerung der Stimulationsdauer nicht zur Aktivierung zusatzlicher Regionen,
sondern nur zur Ausbreitung bereits signifikant aktivierter Regionen fuhrt. Obwohl
sich die Signalverarbeitung im DG (PSA, PSL) und die BOLD-Signalintensitat des
HCi von der niedrigen zur hohen Stimulationsintensitat nur geringflugig andert, kann
eine signifikante Aktivierung des mPFC und NAcc bereits innerhalb der ersten
Stimulationsphase mit hoher Stimulationsintensitat generiert werden, allerdings nicht
in der VTA/SN Region und der BLA. Auf der anderen Seite konnte eine Aktivierung
subcorticaler und corticaler Regionen (mPFC, NAcc, VTA/Sn, BLA) bei Standard-
Stimulationsintensitat (50%) mit erhdhter Pulsanzahl (50 Pulse und 100 Pulse)

generiert werden. Damit unterscheiden sich die BOLD-Antworten aller aktivierten
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Regionen beider Stimulationsparadigmen signifikant von der diskontinuierlichen
Stimulation mit 20 Pulsen (Tabelle 4.4, rechte Spalten). Auffallend war, dass die
Aktivierung der meisten subcorticalen und corticalen Regionen, im Gegensatz zur
Stimulation bei hoher Intensitdt mit 20 Pulsen, erst innerhalb der dritten
Stimulationsphase signifikant aktiviert wurden. Zudem zeigen sie im Vergleich zum

Hippocampus unterschiedliche HRFs, mit abweichendem BOLD anstieg Und BOLD max.

4.2 Elektrochemischer Nachweis einer Stimulus - induzierten

Dopaminfreisetzung im Nucleus accumbens

Sowohl durch eine hochfrequente Stimulation (100 Hz) mit 50 Pulsen als auch
durch kontinuierliche Stimulation (100 Hz, 100 Pulse) des TP wurden efferente
Zielgebiete des Hippocampus (NAcc, VTA, mPFC, BLA) so aktiviert, dass eine
daraus resultierende veranderte Hamodynamik mit fMRT nachweisbar war.
Wiederholte Stimulationen fUhrten auch zu signifikanten
BOLD-Signalintensitatsanderungen in der VTA/Sn-Region, welches das Kerngebiet
dopaminerger Neurone darstellt. Um zu bestatigen, dass die beobachtete Stimulus-
induzierte VTA/Sn Aktivierung auch eine Dopamin-Freisetzung in efferente
Zielgebiete der VTA (z.B. NAcc und mPFC) zur Folge hat, wurde ein
elektrochemischer Nachweis von Katecholaminen (Dopamin, Noradrenalin) mittels
der zyklischen Voltammetrie im NAcc durchgeflhrt. Durch kurze (8 s) kontinuierliche
Stimulationen des TP mit 100 Hz Pulsen konnte die Freisetzung von Dopamin
(Reduktion bei ~ -0,21 mV, Oxidation bei ~ 0,59 mV) im NAcc nachgewiesen werden.
Dabei wurden maximal 1,4 + 0,2 yM Dopamin pro Stimulationsphase nachgewiesen
(N ratten = 4; Abbildung 4.14 A). In Vergleichsuntersuchungen wurde durch eine
elektrische VTA-Stimulation (100 Hz, 10 Pulse) eine wesentlich grofRere
Konzentration (3,51 + 0,43 yM Dopamin; n Rrate = 2) im NAcc freigesetzt. Ahnliche
Konzentrationen im NAcc wurden wahrend optogenetischer Stimulation der VTA
gemessen (4,63 + 0,62 yM; n rate = 4, Abbildung 4.14 B). Die Konzentration des
freigesetzten Dopamins variierte in den einzelnen Stimulationsphasen wahrend der
direkten (optogenetisch und elektrisch) als auch wahrend der indirekten (TP)
Aktivierung der VTA/Sn-Region.
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geringeren Ausmalfd die Freisetzung von
Dopamin im NAcc im Vergleich zur direkten
optischen  Stimulation der VTA. Das
charakteristische Kennzeichen von Dopamin,
d.h. Oxidations-und Reduktionszeitpunkt, wird
im Voltammogram beider Experimente sichtbar
(unteres Diaaramm).
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4.3 Pharmakologische Untersuchungen

Um den Einfluss der dopaminergen Ubertragung auf die resultierenden
BOLD-Signale in mPFC und NAcc, d.h. Regionen in die sowohl afferente
glutamaterge Fasern aus der hippocampalen Formation als auch afferente
glutamaterge und dopaminerge Fasern aus der VTA projizieren, zu studieren,
wurden beide zuvor getesteten Stimulationsprotokolle (d.h. kurze Stimulationsphase
mit 20 Pulsen bzw. 100 Pulsen) angewendet. Beide Protokolle induzierten
BOLD-Antworten sowohl im mPFC als auch im NAcc, unterschieden sich aber
hinsichtlich der Fahigkeit, signifikante BOLD-Antworten in der VTA/Sn-Region zu
generieren. Um den mdglichen Beitrag von Dopamin fur die Bildung von signifikanten
BOLD-Antworten im mPFC und NAcc aufzukléaren, wurde der selektive
Dopamin-D4;5-Rezeptor-Antagonist SCH23390 bzw. der Dopamin-Rezeptor-Agonist
SKF83959 vor dem Beginn des Tractus perforans-Stimulation verabreicht. Um die
mogliche Rolle der glutamatergen Transmission fur die Entwicklung der
BOLD-Antwort im mPFC und im NAcc zu untersuchen, wurde der
NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 vor Stimulationsbeginn gegeben.

Hierfir wurde zunachst uUberprift, ob sich die BOLD-Antwort wahrend der
kontinuierlichen  Stimulation des TP unter Einfluss des jeweiligen
Rezeptor-Antagonisten  veranderte. Fir den  Versuch  wurde einer
Experimentalgruppe (naive Versuchstiere) ein Antagonist systematisch verabreicht
und mit einer pharmakologischen Kontrollgruppe verglichen. Auch hierfur wurde der

TP wiederholt mit 8 s langen kontinuierlichen 100 Hz Pulsfolgen stimuliert.

4.3.1 Der Effekt des D, -Dopamin-Rezeptor-Antagonisten SCH23390 auf die

BOLD-Antworten wéhrend kurzer kontinuierlicher 100 Hz Stimulationen

Fur die pharmakologische Experimentalgruppe mit der intraperitonealen
Applikation des D4;5-Rezeptorantagonisten SCH23390 15 min vor Stimulationsbeginn
konnte gezeigt werden, dass die generierte BOLD Antwort nur zum Teil von
D45-Rezeptoren beeinflusst wurde. Die Anwesenheit des Djs-Dopamin-
Rezeptor-Antagonisten SCH23390 fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der
maximalen BOLD-Antwort im ipsilateralen Hippocampus (Mann-Whitney-

Test: U=31; Z=-0,103; p = 0,45; n ratten = 10) und im contralateralen Hippocampus
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(Mann-Whitney-Test: U =17; Z=-1,57; p=0,057; n Raten=10), im Vergleich zur
pharmakologischen Kontrollgruppe. Ebenfalls unbeeinflusst durch die Modulation der
D15-Rezeptoren blieb die BOLD-Antwort im contralateralen entorhinalen Cortex
(Mann-Whitney-Test: U =26; Z=-0,103; p = 0,52; n ratten = 10; Tabelle 4.5), obwohl
sich die maximale BOLD-Antwort im ipsilateralen EC durch die Applikation des
Antagonisten signifikant erhdhte (Mann-Whitney-Test: U =7; Z=-2,62; p < 0,005;
N ratten = 10; Tabelle 4.5). Im Gegensatz dazu verminderte eine Blockade der Dy/s-
Rezeptoren vor allem die Starke der BOLD-Antwort in den subcorticalen und
corticalen Strukturen. Zum einem war die BOLD-Antwort in der VTA/Sn-Region
(Mann-Whitney-Test: U =14; Z=-1,89; p =0,029; n raten = 10; Tabelle 4.5) und im
NAcc (Mann-Whitney-Test: U =15; Z=-1,78; p =0,037; n raten = 10; Tabelle 4.5)
signifikant reduziert, zum anderem wurde die BOLD-Antwort im mPFC/ACi
vollstandig durch die Anwesenheit des Dopamin Rezeptor-Antagonisten unterbunden
(Mann-Whitney-Test: U=5; Z=-2,83; p=0,002; nRgRaten=10). Auch die
BOLD-Antwort der basolateralen Amygdala wurde durch die Anwesenheit des
D1s-Rezeptor-Antagonisten  vermindert  (Mann-Whitney-Test: U =1; Z=-3,37;
p < 0,001; n ratten = 10).
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Tabelle 4.5 | Zusammenfassung der maximal generierten
BOLD-Signalintensitatsanderungen aktivierter Regionen (ROI) der
SCH23390-Experimentalgruppe im Vergleich zu pharmakologischen Kontrollgruppe

wahrend der kontinuierlichen Stimulation des Tractus perforans.

Kontrolle (SCH23390) SCH23390 Statistik

! BOLD max [%] BOLD Anstieg BOLD max [%] BOLD anstieg  p-Wert (BOLD max)

HCI  445+069 047+0,06 4,26+0,46 0,49 0,06 0,458

HCc 434+066 041+0,03 3,71+0,58 0,41+0,04 0,057

ECi 433063 042007 576+0,59 0,56+%0,1 0,004

ECc 439+0,70 042+006 4,26+0,51 0,47+0,08 0,264
mPFC 1,67+0,65 0,20+0,09 050+0,12 0,03+0,02 0,002
NAcc 296+0,82 0,28+0,04 2,05+044 0,21+0,03 0,037

BLA 229+022 021+0,04 060+0,13 0,08 0,02 < 0,001
VTA/Sn 3,05+0,87 0,32+0,07 2,29+0,55 0,23+0,11 0,029

Aufgefihrt sind die Durchschnittswerte + Stabw (n =10 Versuchstiere pro Gruppe). Die
BOLD ,.-Werte stellen den prozentualen Anstieg der BOLD-Signalintensitaten dar. Der
BOLD ansteg  reprasentiert die  Steigung der hamodynamischen Antwort vom
Stimulationsbeginn bis zur maximal generierten BOLD-Signalintensitat. Statistisch
angegeben ist das Signifikanzniveau, getestet durch Mann-Whitney-Test, auf dem sich die
maximale BOLD-Antwort in den aktivierten Regionen der Kontrollgruppe und der
Experimentalgruppe unterscheiden. Die hervorgehobenen p-Werte zeigen Signifikanz-
Veranderungen (p < 0,05).

Auch die Anzahl der signifikant aktivierten Voxel war in der Experimentalgruppe
(84 + 23) geringer als in der pharmakologischen Kontrollgruppe (330 + 48). Obwohl
ein Unterschied der maximalen BOLD-Antwort in allen drei mesolimbischen
Strukturen zwischen Kontrollgruppe und Experimentalgruppe festgestellt werden
im mPFC/ACi (Mann-Whitney-
Test: U=12; Z=-1,96; p=0,024; n ratten = 10) und im ipsilateralen EC signifikant
(Mann-Whitney-Test: U = 2; Z = -3,02; p = 0,001; n ratten = 10; Tabelle sieche Anhang).

Die genaue Voxel-Anzahl wird tabellarisch im Anhang aufgefuhrt (Tabelle 9.6).

konnte, verringerte sich die Voxelanzahl nur
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Abbildung 4.15 | Vergleich der BOLD-Antworten im ipsilateralen Hippocampus und der
elektrophysiologische Ableitungen im Gyrus dentatus wahrend der kontinuierlichen
Stimulation des Tractus perforans in Anwesenheit des Dqs-Rezeptor-Antagonisten
SCH23390 (rot) und unter Kontrollbedingungen (schwarz). (Oben) Aktivierungsbeispiel der
BOLD-Signalintensitaten unter (rechts) Kontroll- und (links) Experimentalbedingungen mit
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dem selektiven D4;-Rezeptor-Antagonisten SCH23390. Signifikant aktivierte Voxel (p < 0,05)
wurden auf einer logarithmischen Farbskala von gelb nach rot codiert und in insgesamt 9 von
10 gemessenen Schichten von ventral (links oben) nach dorsal (rechts unten) dargestellt.
Das rechte Beispiel zeigte ein starkere BOLD-Signalintensitat der mesolimbischen Regionen
ohne die Blockade der D4;-Rezeptoren, insbesondere im mPFC/AntCi. (A) Die im HCi unter
Einfluss des Dys-Rezeptor-Antagonisten generierte BOLD-Antwort (rote Linie) unterschied
sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe (schwarze Linie). (B) Die zeitgleich zur fMRT
aufgezeichnete lokale Signalverarbeitung im DG wies keine signifikanten Unterschiede
zwischen Kontrollbedingungen (schwarz) und Experimentalbedingungen (rot) auf. Weder die
PSA (B) noch die Latenz (C) wurden durch den selektiven Antagonisten SCH23390 im
Vergleich zur pharmakologischen Kontrollgruppe signifikant beeinflusst.

«—

Nach einer Woche wurde das Experiment mit den gleichen Versuchstieren
wiederholt. Allerdings bekamen die Versuchstiere den selektiven D4;-Antagonisten
SCH23390 injiziert, die eine Woche zuvor zur pharmakologischen Kontrollgruppe
gehodrten. Im umgekehrten Fall erhielten die Versuchstiere, die zunachst zur
Experimentalgruppe gehorten, vor der Messung die physiologische Kochsalzlésung.
Eine Versuchstiergruppe diente ausschlieBlich dazu, die Wirkung der Stimulation auf
die BOLD-Antwort nach einer Woche zu testen. Die Kontrollgruppe, die in beiden
Versuchsmessungen mit  hochfrequenten  kontinuierlichen  Pulsen  ohne
pharmakologischen  Einfluss  stimuliert wurde, zeigte keine signifikant
unterschiedlichen Werte der hamodynamischen Antwort (Tabelle 4.6). Somit wurden
wahrend der ersten, als auch wahrend der zweiten Versuchsreihe nahezu gleiche
BOLD-Antworten sowohl in der hippocampalen Region (HCi; HCc; ECc) als auch in
den mesolimbischen Strukturen (NAcc, VTA/Sn, mPFC) generiert. Eine Ausnahme
bildete jedoch der rechte EC, der wahrend der zweiten Messreihe signifikant
niedrigere BOLD-Antworten aufwies (Mann-Whitney-Test: U=8; Z=-2,20;
p =0,013; nRaten = 6; Tabelle 4.6). Dieser Effekt wurde sowohl in der Gruppe
beobachtet, die zunachst den Dqi-Antagonist injiziert bekam (Mann-Whitney-Test:
U=9 Z=-220; p=0,013; nRaten =6), als auch in der pharmakologischen
Kontrollgruppe, deren Versuchstiere erst vor der zweiten Versuchsreihe SCH23390
injiziert wurde (Mann-Whitney-Test: U =6, Z = -2,27, p = 0,015; n ratten = 6; Tabelle
4.6).

Die Blockade der Dq;5-Rezeptoren senkte auch bei den Versuchstieren die maximale
BOLD-Antwort in den mesolimbischen Strukturen signifikant, die wahrend der ersten
Messreihe ohne Anwesenheit des Antagonisten gemessen wurden (Mann-Whitney-
Test: U=8; Z=-2,20; p = 0,013; n ratten = 6). Dabei konnte wiederum im mPFC/ACi
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eine reduzierte und im NAcc (Mann-Whitney-Test: U= 10; Z=-2,16; p =0,012;
N Rratten = 6) und der VTA/Sn-Region eine deutlich verringerte BOLD-Antwort
gemessen werden. Dies entspricht den zuvor festgestellten Ergebnissen, die an
naiven Versuchstieren erfasst wurden. Demgegenuber zeigte sich, dass sich durch
das Ausbleiben der D45-Rezeptoraktivierung wahrend der zweiten Versuchsmessung
die BOLD-Antwort im ipsilateralen als auch im contralateralen Hippocampus
verringerte, was eventuell durch die groRere Streuung der Einzelwerte und die
geringere Anzahl der Versuchstiere begrindet sein konnte. Die 3D-Abbildungen

dieser Versuchsreihe werden im Anhang aufgefuhrt (Abbildung 9.6).

Tabelle 4.6 | Zusammenfassung der maximal generierten BOLD-Antworten der ersten und
zweiten Versuchsreihe unter Anwesenheit des Djs-Antagonisten SCH23390 (SCH) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (K).

ROI Pharmakologische Kontrollgruppe Experimentalgruppe (1) Experimentalgruppe (2)

K1 K2 p-Wert SCH1 K2 ‘p-Wert K1 SCH2 jp-Wert

HCi 4,65+ 0,57 4,04+0,37 0,086 4,47 +0,50 457033 0416 4,08+ 0,353 3,22+0,31 0,010
HCe 1717,”18 ;o,éé 471,7(5271 0,29 0458 3,96+ 0,31 502026 0,029 3,69+ 0,301 2,61+0,32 0,003
ECi 5632088 473:037 0015 6708062 5314017 0003 SI7E045 4283021 0005
rco |REREE . cioeri o0 REERERR 5012050 oo [REEREE 2702052 | 022
mPFEC/ACi 1,800,338 1,76+0,35 0458  089+0,19 289+0,60 0,001 1,88+041 032014 0,001
Nacc  2,37+029 242+057 0299  1,86+034 275+0,14 0,006 248+031 086024 0,002

VTA/Sn  3,20+0,51 : 262+0,54 : 0,146 1,97+0,38 : 3,32+052 : 0,017 3,62+0,47: 083+023 : 0,001

Aufgeflhrt sind die Durchschnittswerte + Stabw (n = 6 Versuchstiere je Gruppe). Die BOLD ,o-Werte
stellen den prozentualen Anstieg der BOLD-Signalintensitdten dar. Die Gruppenbezeichnung ,1¢
bezeichnet die erste Versuchsreihe mit naiven Versuchstieren und ,2“ die wiederholte
Versuchsmessung eine Woche nach der ersten Messung. Der statistische Vergleich der Aktivierung
wird jeweils in der rechten Spalte dargestellt. Statistisch angegeben ist das Signifikanzniveau, auf dem
sich die maximale BOLD-Antwort in den aktivierten Regionen (ROI) der Experimentalgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe unterschieden (Mann-Whitney-Test). Die hervorgehobenen p-Werte
zeigen Signifikanz-Veranderungen (p < 0,05).
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FUr den Vergleich der neuronalen Antwort unter Einfluss eines Dj-Antagonisten
wurden auch hier die elektrophysiologischen Parameter PS-Amplitude und die PS-
Latenz im DG aufgenommen und verglichen (Abbildung 4.15 B und C). Durch das
Muster der Stimulation wurde, genau wie bei der kontinuierlichen Stimulation zuvor,
jeweils nur die elektrophysiologisch messbare Antwort zum ersten Puls pro
Stimulationsphase verglichen, da alle folgenden Pulse keine PS sondern nur fEPSPs
generierten. Dabei zeigte sich, dass die Applikation des Dq5-Rezeptor-Antagonisten
SCH23390 im Vergleich zur pharmakologischen Kontrollgruppe keinen signifikanten
Einfluss auf die neuronale Antwort im DG hat. Es konnte weder eine
Beeintrachtigung der gemittelten PS Amplitude (Mann-Whitney-Test: U = 26;
Z =-0,63; p = 0,26; n Rratten = 10; Abbildung 4.15 B ) noch der Latenz (Mann-Whitney-
Test: U=18; Z2=-1,47; p=0,072; nRatten=10; Abbildung 4.15 C) verzeichnet
werden. Dabei potenzierte sich die PS-Amplitude der pharmakologischen
Kontrollgruppe in der zweiten Stimulationsphase und sank dann wéahrend der
nachfolgenden Stimulationen auf den Wert der ersten Stimulationsphase ab. Auch in
der Experimentalgruppe potenzierte sich die Amplitude in der zweiten
Stimulationsphase, allerdings sank die PSA bis zum Ende der Stimulationsphase um
die Halfte ihres Anfangswerts ab. Die Latenz stieg in beiden Vergleichsgruppen in
der zweiten Stimulationsphase signifikant an und sank dann ebenfalls wieder auf
einen konstanten Wert ab. Auch bei erneuter Stimulation des TP eine Woche nach
dem ersten Versuch hatte die Blockade der Dqs-Rezeptoren keinen signifikanten

Einfluss auf die neurophysiologischen Antworten im DG.

4.3.2 Der Effekt des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 auf die

BOLD-Antworten wéhrend kurzer kontinuierlicher 100 Hz Stimulationen

Neben der modulatorischen Wirkung der Dqs-Rezeptoren spielt im
wesentlichen die neuronale Signalverarbeitung und Signalprozessierung (Mody &
Heinemann 1987) im Hippocampus flr die Formation BOLD-Antwort eine erhebliche
Rolle (Gsell et al. 2006; Tiede et al. 2012). Um den Einfluss von NMDA-Rezeptoren
auf die BOLD-Antwort wahrend der kontinuierlichen Stimulation des TP zu prifen,
wurde der selektive NMDA-Rezeptor-Antagonist MK801 15 min vor der kombinierten

fMRT-Messung injiziert. Wie bereits bei den Versuchen unter Anwesenheit des
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D15-Antagonisten, wurde der TP mit wiederholten 8 s langen kontinuierlichen 100 Hz
Pulsfolgen stimuliert.

In der pharmakologischen Kontroligruppe als auch in der Experimentalgruppe
konnten durch die kontinuierliche Stimulation signifikante BOLD-
Signalintensitatsanderungen in der hippocampalen Region (HCi, HCc, ECi, ECc)
generiert werden. Allerdings reduzierte sich die maximale BOLD-Antwort unter
Einfluss des NMDA-Rezeptor-Antagonisten (im Gegensatz zum Dq;-Rezeptoren-
Antagonist SCH23390) in allen hippocampalen Regionen. Dabei sank die maximale
BOLD Antwort signifikant im ipsilateralen HC (Mann-Whitney-Test: U = 11; Z = -2,20;
p = 0,013; N ratten = 8; Abbildung 4.16 A), im contralateralen HC (Mann-Whitney-Test:
U=12; Z2=-2,10; p=0,017; N Raten=38), im ipsilateralen EC (Mann-Whitney-
Test: U=6; Z=-2,73; p=0,003; n ratten=8) und im contralateralen EC (Mann-
Whitney-Test: U=3;, Z=-3,04; p=0,001; nRgaten=8). Auch der geringere
BOLD-Anstieg der genannten Regionen bestatigt den Einfluss des
NMDA-Rezeptor-Antagonisten auf die hamodynamische Antwort. Die Applikation des
NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 vor der Stimulation verklirzte zudem die
Dauer der BOLD-Antwort wéahrend der einzelnen Stimulationsphasen im ipsilateralen
HC, was auf die geringeren bzw. fehlenden Nachentladungen der Koérnerzellen im
DG nach elektrischer Stimulation zuruckzufuhren war.

Die Reduktion der BOLD-Antwort in den mesolimbischen Strukturen im Vergleich zur
pharmakologischen  Kontrollgruppe widerspricht einer NMDA-unabhangigen
Aktivierung. Die BOLD-Antwort verringerte sich sowohl im NAcc (Mann-Whitney-
Test: U=1; Z=-3,25; p <0,001; n Rratten = 8; Abbildung 4.17 A) als auch in der
VTA/Sn-Region (Mann-Whitney-Test: U=1; Z=-3,25; p<0,001; n Raten = 8;
Abbildung 4.17 B) signifikant. Gleichermalien reduzierte sich die BOLD-Antwort in
Anwesenheit des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 im mPFC/ACi gegenuber
der BOLD-Antwort der pharmakologischen Kontrollgruppe (Mann-Whitney-Test:
U=8 Z2=-253; p=0,006; nRaten=8; Abbildung 4.17C). Auch die
BOLD-Signalintensitatsanderung der BLA blieb in Anwesenheit von MK801
signifikant vermindert (Mann-Whitney-Test: U = 1; Z=-3,25; p <0,001; N Ratten = 8;
Abbildung 4.17 D).
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Abbildung 4.16 | Vergleich der BOLD-Antworten im ipsilateralen Hippocampus und der
elektrophysiologischen Ableitung im Gyrus dentatus wahrend der kontinuierlichen
Stimulation des Tractus perforans in Anwesenheit des NMDA-Rezeptor-Antagonisten
MK801 (blau) oder unter Kontrollbedingungen (schwarz). (Oben) Aktivierungsbeispiel der
BOLD-Signalintensitaten unter (rechts) Kontroll- und (links) Experimentalbedingungen mit
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dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801. Signifikant aktivierte Voxel (p <0,05) wurden
auf einer logarithmischen Farbskala von gelb nach rot codiert und in insgesamt 9 von 10
gemessenen Schichten von ventral (links oben) nach dorsal (rechts unten) dargestellt. (A) Im
Vergleich zu den Kontrollbedingungen wurde die BOLD-Antwort im ipsilateralen
Hippocampus signifikant reduziert. Der NMDA-Rezeptor-Antagonist beeinflusste die
Signalverarbeitung im DG wahrend der kontinuierlichen Stimulation des TP mit 100 Pulsen
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant. Die durchschnittlichen PSA (MW + Stabw) aller
Versuchstiere (n = 8) der Experimentalgruppe waren in Anwesenheit von MK801 signifikant
reduziert. Die Latenz erhdhte sich ebenfalls signifikant durch die NMDA-Rezeptor-Blockade.
Statistisch dargestellt ist das Signifikanzniveau, auf dem sich die PSA und Latenz der
Experimentalgruppe von der Kontrollgruppe unterscheiden mit *p < 0,05, **p <0,01,

***p < 0,001.
‘—

Stellt man die resultierende BOLD-Antwort im Hippocampus nun der induzierten
neuronalen Aktivitdt im DG gegenuber, dann zeigte sich, dass NMDA-abhangige
Mechanismen wahrscheinlich indirekt auf die BOLD-Antwort Uber eine lokale
Anderung der Signalverarbeitung agieren. Blieb die PS Amplitude und die Latenz
unter Einwirkung des Dqs-Rezeptoren-Antagonisten noch  vergleichsweise
unbeeinflusst, erhdhte sich die Latenzzeit im Vergleich zur Kontrollgruppe unter
Einfluss MK801 signifikant (Mann-Whitney-Test: U=7;, Z=-2,45; p <0,005;
N ratten = 8). Die Latenz wéhrend der ersten Stimulationsphase war zu Beginn in
beiden Gruppen gleich, stieg allerdings durch wiederholte Stimulationen nur in der
MK801 behandelten Gruppe bis zur letzten Stimulationsphase kontinuierlich an.
Hingegen erhohte sich die Latenz der Kontrollgruppe nur bis zur zweiten
Stimulationsphase und sank dann auf einen konstanten Wert ab (Abbildung 4.16).
Die Potenzierung der PS-Amplitude der pharmakologischen Kontrollgruppe war in
der Stimulationsphase 2 bis 5 signifikant hoher als die der pharmakologischen
Experimentalgruppe und unterschied sich somit Uber den Verlauf und die Grdle
signifikant von der PSA der Kontrollgruppe (Mann-Whitney-Test: U = 13; Z =-1,98;
p = 0,023; NRratten = 8; Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.17 | Vergleich der zeitlichen Verlaufe der BOLD-Signalintensitaten der
aktivierten Regionen  auferhalb des  Hippocampus in  Anwesenheit des
NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 (blau) oder des Dy;5-Rezeptor-Antagonisten
SCH23390 (rot) im Vergleich zur pharmakologischen Kontrollgruppe (schwarz). Sowohl unter
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Einfluss MK801 als auch unter SCH23390 wird die BOLD Antwort in allen oben gezeigten
Regionen reduziert.
‘—

Tabelle 4.7 | Zusammenfassung der gemessenen BOLD-Parameter der
Experimentalgruppen (MK801, SCH23390) im Vergleich zur
pharmakologischen Kontrollgruppe wahrend der hochfrequenten Stimulation
des Tractus perforans mit 100 Pulsen.

100 Hz 100 Pulse | 200 — 300 yA
BOLD max t max

HCi Kontrolle (n=13) 4,48 + 0,41 12,00 + 2,82
SCH23390 (n=11) 4,50 +0,43 10,50 £ 0,92
MK801 (n=8) 1,87 £0,21* 10,00 = 2,61
HCc Kontrolle (n=13) 3,76 0,30 11,75 £ 2,25
SCH23390 (n=11) 4,03 = 0,60 10,50 +£ 0,92
MK801 (n=8) 0,76 =0,14* 10,00 + 1,66
ECi Kontrolle (n=13) 573 +0,47 10,75 + 1,83
SCH23390 (n=11) 5,283 +0,43 11,25 £ 2,50
MK801 (n=8) 2,04 £0,14" 11,33 £ 2,50
ECc Kontrolle (n=13) 4,40 + 0,45 10,50 = 2,07
SCH23390 (n=11) 4,28 + 0,26 10,25 +1,20
MK801 (n=8) 1,32 +0,12* 9,33 +2,48
NAcc Kontrolle (n=13) 2,34 £0,20 11,75 £ 0,71
SCH23390 (n=11) 1,98 +0,28* 12,50 + 2,07
MK801 (n=8) 0,58 +0,17* 14,66 + 3,90
mPFC/ | Kontrolle (n=13) 1,89 + 0,40 10,75 2,12
ACC SCH23390 (n=11) 0,46 0,12 11,00 + 3,33
MK801 (n=8) -0,59 +0,32* 14,66 + 6,40
VTA Kontrolle (n=13) 2,94 + 0,38 10,25 + 1,66
SCH23390 (n=11) 2,26 = 0,46* 11,25 = 3,01
MK801 (n=8) 0,64 =0,21* 11,00 = 4,01
BLA Kontrolle (n=13) 2,29 + 0,22 12,75 + 1,41
SCH23390 (n=11) 0,60 +0,13* 10,50 + 3,81
MK801 (n=8) 0,37 0,11~ 11,34 + 1,66

Aufgeflhrt sind die Durchschnittswerte £+ Stabw (n = 8 Versuchstiere pro Gruppe). Die
BOLD ,a-Werte stellen den prozentualen Anstieg der BOLD-Signalintensitaten und
die t nax BOLD-Werte die Zeit zwischen Stimulationsbeginn und maximaler generierter
BOLD-Signalintensitat (in Sekunden) dar. Signifikante Verdnderungen im Vergleich
zur pharmakologischen Kontrollgruppe wurden farblich markiert.
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Abbildung 4.18 | Visualisierung der BOLD-Aktivierungsmuster im Gehirn der Ratte im
3D-Modell der pharmakologischen Experimentalgruppen MK801 und SCH23390 im
Vergleich zur pharmakologischen Kontroligruppe wahrend der hochfrequenten
kontinuierlichen Stimulation des Tractus perforans. Regionen, die keine signifikante
BOLD-Antwort gegenuber der Kontrollgruppe generierten, wurden im 3D-Modell rot markiert.
(Unten) Die maximal generierten BOLD-Antwort (MW £ Stabw) der pharmakologischen
Experimentalgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe wahrend der Prasentation kurzer
hochfrequenter Stimulationsphasen des TP mit 100 Pulsen. Die verminderte
Signalverarbeitung innerhalb der Hippocampus-Formation durch die Blockade der
NMDA-Rezeptoren (gekreuzt) reduziert auch signifikant die maximale BOLD-Antwort der
subcorticalen Zielregionen des HC im Vergleich zu den Kontrollbedingungen. Die Blockade
der Dq5-Rezeptoren (quer gestreift) reduzieren hingegen nicht die BOLD-Antwort im HCIi,
aber die maximale BOLD-Antwort in subcorticalen und corticalen Strukturen (mPFC/ACI,
NAcc, VTA/Sn und BLA). Statistisch dargestellt ist das Signifikanzniveau der maximalen
BOLD Antwort der Experimentalgruppen im Vergleich zur pharmakologischen
Kontrollgruppe, zu unterscheiden mit *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Der Vergleich der neurophysiologischen Antworten der Experimentalbedingungen
verdeutlicht, dass eine veranderte Signalverarbeitung durch die Blockade der
NMDA-Rezeptoren im HC wahrend der Prasentation der kontinuierlichen Stimulation
mit 100 Pulsen die BOLD-Aktivierung in den Zielregionen reduziert. Eine Blockade
der D4;5-Rezeptoren durch den selektiven Antagonisten SCH23390 fuhrt nicht zur
veranderten Signalverarbeitung im DG im Vergleich zur pharmakologischen
Kontrollgruppe, sondern reduzierte die BOLD-Antwort im ECi und in den

angebundenen Zielregionen des Hippocampus.

4.3.3 Der Effekt des Dopamin D,s-Rezeptor-Antagonisten SCH23390 und
des D;-Rezeptor-Agonist SKF83959 auf die BOLD-Antworten wéhrend

diskontinuierlicher 100 Hz Stimulation mit 20 Pulsen je s

Die Applikation eines Dopamin Dq;-Rezeptor-Antagonisten verringerte die
BOLD-Antwort in den subcorticalen und corticalen Strukturen wahrend
kontinuierlicher 100 Hz Stimulation des TP, d.h. unter Stimulationsbedingungen, die
zu einer Aktivierung des mesolimbischen dopaminergen Systems fuhren. Daher war
es mdoglich, dass unter experimentellen Bedingungen, in denen das mesolimbische
dopaminerge System nicht durch den applizierten Stimulus aktiviert, eine zuséatzliche
Aktivierung dopaminerger Rezeptoren auch einen Einfluss auf die generierten
BOLD-Antworten besitzen. Aufgrund dessen wurde in einem separaten Experiment
untersucht, inwieweit ein synergistischer Einfluss einer Dq5s-Rezeptor-Aktivierung
durch einen Dq;-Rezeptor-Agonisten mit der Signalverarbeitung der resultierenden
BOLD-Antwort einhergeht. Vergleichend wurde auRerdem der Einfluss des
selektiven D45 Rezeptor-Antagonisten auf die BOLD-Antwort bei der hochfrequenten
Stimulation mit 20 Pulsen getestet. Hierfir wurde ein diskontinuierliches 100 Hz
Stimulationsprotokoll (20 Pulse je s) verwendet, durch das zuvor keine
BOLD-Antwort in der VTA/Sn-Region generiert werden konnte. Der Einfluss der
Eingangsintensitat des TP zum DG auf die BOLD-Signalintensitatsanderung wurde
sowohl mit 50%iger (250 pA) und doppelter (500 pA) Stimulationsintensitat getestet.
Wie bereits in vorhergehenden Untersuchungen gezeigt werden konnte (4.1.2),
wurde bei 250 pA (also 50%iger Stimulationsintensitat) eine signifikante Erhéhung

der BOLD-Antwort im ipsilateralen HC als auch in beiden entorhinalen Cortices
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generiert. Die Erhohung der Stimulationsintensitat fuhrte zu einer signifikanten
Erhéhung in allen drei Regionen. Zudem fuhrte eine erhdhte Stimulationsintensitat

auch zur signifikanten Erhéhung der maximalen BOLD-Antwort.
4.3.3.1 Hdmodynamische Effekte

Eine signifikante BOLD-Aktivierung konnte auch unter dem Einfluss des
D15-Rezeptor-Antagonisten im HCi sowohl wahrend niedriger als auch hoher
Stimulationsintensitaten der Stimulation des TP mit 20 Pulsen registriert werden.
Dabei fuhrte die Blockade der D4;-Rezeptoren durch den selektiven Antagonisten
SCH23390 =zu keiner signifikanten Anderung, weder wéhrend niedrigeren
Stimulationsintensitaten (Mann-Whitney-Test: U =18; Z =-1,45; p = 0,09; n Rratten = 5)
noch wahrend der hohen Stimulationsintensitaten (Mann-Whitney-Test U = 22;
Z=-1,05; p=0,146; n ratten = 5). Eine signifikante BOLD-Signalintensitatsanderung
konnte auch im mPFC/ACi erst durch hohe Stimulationsintensitaten induziert werden,
welche sich nicht im Vergleich zur pharmakologischen Kontrollgruppe unterschied
(Mann-Whitney-Test U =19; Z =-1,36; p = 0,086; N ratten = 5). Auch die erst durch
hohe Intensitaten der Stimulation des TP mit 20 Pulsen generierte BOLD-Antwort im
NAcc blieb unbeeinflusst von der Blockade der D4;5-Rezeptoren (Mann-Whitney-Test:
U=21;Z=-1,15; p = 0,13; N ratten = 5).

Weiterhin  wurde durch Applikation des selektiven Dq;-Rezeptor-Agonisten
SKF83959 15 min vor Versuchsbeginn der Einfluss der Dqs-Rezeptoren auf die
BOLD-Antwort getestet. Eine Dq5-Rezeptor-Aktivierung fuhrte jedoch zu keiner
signifikanten Veranderung der maximal generierten BOLD-Antwort. In dieser
Experimentalgruppe wurde bei niedriger Stimulationsintensitat eine signifikante
BOLD-Antwort im HCi, im ECi und ECc erfasst. Genau wie in der pharmakologischen
Kontrollgruppe flhrte die Erhdhung der Stimulationsintensitat ebenfalls zur
Steigerung der maximalen BOLD-Antwort in allen aktivierten Regionen. Bis auf die
Erhéhung der BOLD-Antwort im ECi konnte damit kein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe festgestellt werden. Weder niedrige noch hohe
Stimulationsintensitaten flhrten durch den pharmakologischen Einfluss auf die
D15-Rezeptoren zu einer signifikanten Veranderung der maximalen BOLD-Antwort
im im NAcc (Mann-Whitney-Test: Stimulationsintensitat 250 pA: U = 30; Z =-0,21;
p = 0,41; Stimulationsintensitat 500 yA: U = 23; Z = -0,95, p = 0,17; N Ratten = 5).
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In Anwesenheit des Dj;-Rezeptor-Antagonisten SCH23390 konnten zwar keine
signifikant reduzierten BOLD-Antworten im mPFC/ACi und NAcc unter Anwendung
dieses  Stimulationsprotokolls  verzeichnet werden, der Einfluss des
D1s-Rezeptor-Agonisten  bzw. dem  Dy;-Rezeptor-Antagonisten SCH23390
veranderte allerdings die individuelle Form des HRF einzelner Hirnareale (Abbildung
4.19; rechts). Am offensichtlichsten wurde die generierte BOLD-Antwort in
subcorticalen und corticalen Strukturen (NAcc, mPFC, Abbildung 4.19 C und D) unter
Anwesenheit des Dy Antagonisten bzw. Ds-Agonisten. Dabei verzdgerte sich vom
Stimulationsbeginn bis zum Erreichen der maximalen BOLD-Antwort unter Blockade
der Dqs-Rezeptoren durch den selektiven Rezeptor-Antagonisten SCH23390 im
mPFC  (Tabelle 4.8) signifikant. Im Gegensatz dazu fuhrte eine
D15-Rezeptor-Aktvierung durch SKF83959 zu einer beschleunigten Generierung der
BOLD-Antwort im mPFC und NAcc im Vergleich zur pharmakologischen
Kontrollgruppe (Tabelle 4.8).

4.3.3.2 Neurophysiologische Effekte im DG

Bei dem Vergleich der neurophysiologischen Antwort im DG in Anwesenheit
des D15-Rezeptor-Antagonisten zur pharmakologischen Kontrollgruppe zeigten sich
weder bei niedriger noch bei hoher Simulationsintensitat signifikante Unterschiede in
der PS-Amplitude (Mann-Whitney-Test: Stimulationsintensitat 250 yA: U = 50;
Z=-0,1, p=0,5 Stimulationsintensitat 500 yA: U=65 Z=1,13; p=0,87,
N ratten = 9; Abbildung 4.20). Die gemittelte PS-Latenz veranderte sich auch unter
Blockade des selektiven Dq5-Rezeptor-Antagonisten SCH23390 weder bei niedriger

noch bei hoher  Stimulationsintensitdt  signifikant  (Mann-Whitney-Test:

Stimulationsintensitat 250 pA: U = 39; Z=-0,83; p=0,2;
Stimulationsintensitat 500 pA: U =27, Z=-1,73; p=0,07; N Raten=95; Abbildung
4.20).

Eine Aktivierung der D4s-Rezeptoren durch den Dqs-Rezeptor-Agonist SK83959
fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der PS Amplitude im Vergleich zur
pharmakologischen Kontroligruppe (Mann-Whitney-Test: Stimulationsintensitat
250 pA: U =65; Z2=1,13; p = 0,87; Stimulationsintensitat 500 pyA: U =57; Z=0,53;
p =0,7; NnRatten = 5; Abbildung 4.20). Im Gegensatz zu den Resultaten unter dem

Einfluss des D15.Rezeptor-Antagonist SCH2330, reduzierte sich hingegen die PS-
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Latenz wahrend der Stimulation des TP mit hohen Stimulationsintensitaten im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (Mann-Whitney-Test:
Stimulationsintensitat 250 pA: U =27; Z=1,83; p=0,06, Stimulationsintensitat
500 pA: U =12; Z =-2,83, p = 0,002; n Ratten =5).

4.3.4 Der Effekt des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 auf die
BOLD-Antworten wéahrend diskontinuierlicher 100 Hz Stimulation mit

20 Pulsen je Sekunde

4.3.4.1 Hdmodynamische Effekte

Um eine modgliche Beziehung zwischen Signalverarbeitung im Hippocampus
bei unterschiedlichen Stimulationsintensitaten und generierter BOLD-Antwort
wahrend diskontinuierlicher Stimulation festzustellen, wurden die NMDA-Rezeptoren
vor der ersten Stimulationsphase durch Rezeptorantagonist MK801 blockiert.
Allerdings unterschied sich das generierte BOLD-Muster der Experimentalgruppe bei
niedriger Stimulationsintensitat nicht von dem der Kontrollgruppe. Gegenuber der
Kontrollgruppe unterschied sich die maximale BOLD-Antwort im ipsilateralen
Hippocampus weder wahrend niedriger noch hoher Stimulationsintensitat des TP
(Mann-Whitney-Test: Stimulationsintensitat 250 yA: U =18; Z=-1,41; p=0,07;
Stimulationsintensitat 500 pA: U =24; Z = -0,384; p = 0,20; N raten = 5). Zwar flhrte
in der Experimentalgruppe eine hohere Stimulationsintensitat zu einer Steigerung der
maximalen BOLD-Antwort im ipsilateralen HC, allerdings konnte im Vergleich zur
Kontrollgruppe bei hoher  Stimulationsintensitdt  unter  Einfluss  der
NMDA-Rezeptorantagonisten die BOLD-Antwort im contralateralen HC nicht
generiert werden (Mann-Whitney-Test: U = 8; Z =-2,52; p = 0,006; n Ratten = 5). Auch
die Signalverarbeitung im contralateralen EC wurde unter Blockade der
NMDA-Rezeptoren beeinflusst, was zu einer verringertem BOLD-Antwort im
Vergleich zur Kontrollgruppe fuhrte (Mann-Whitney-Test: U = 2; Z = -3,25; p < 0,001,
N ratten = 5). Allerdings wurde die generierte BOLD-Antwort im mPFC/ACi nicht durch
die NMDA-Rezeptoren beeinflusst, da die bei hohen Stimulations-Intensitaten
generierte BOLD-Antwort sich nicht von der Kontroligruppe unterschied (Mann-
Whitney-Test: U =19, Z=-1,36; p =0,09; n ratten = 5). Die BOLD-Antwort im NAcc

konnte auch durch hohe Stimulationsintensitaten nicht generiert werden und
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unterschied sich damit signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mann-Whitney-
Test: U=2;Z=-3,36; p <0,001; N Rratten = 5).
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Abbildung 4.19 | Zeitlicher Verlauf der gemessenen BOLD-Antwort der Experimentalgruppen
in Anwesenheit von SKF83959 (grin), SCH23390 (rot), MK801 (blau) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (schwarz) wahrend der Tractus perforans-Stimulation mit 50%iger (blaue
Balken, 250 pA) und doppelter Stimulationsintensitat (grauer Balken; 500 pA). Durch die
Stimulation des TP bei 50 % Stimulationsintensitdt wurde eine BOLD-Antwort in der
Hippocampus-Formation (HCi, ECi, ECc) ausgeldst. In allen Experimentalgruppen wurde
zudem eine geringe BOLD-Antwort im contralateralen Hippocampus (HCc) als auch im
medialen proéfronralen Cortex (mPFC) registriert. Unabhangig von der Anwesenheit des
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NMDA-Rezeptor-Antagonisten oder des Dy;s-Rezeptor-Antagonist oder -Agonist konnte
durch eine Erhéhung der Intensitat von 250 pA (gestrichelte Linie, rechte Seite) auf 500 pA
(glatte Linie, rechte Spalte) in allen Versuchsgruppen und Regionen eine signifikante
die Anwesenheit
NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 reduzierte die maximale BOLD-Antwort im Nucleus

Erhéhung der

BOLD-Antwort

accumbens signifikant.

«—

induziert

werden.

(D) Nur

Tabelle 4.8 |
Experimentalgruppen

Zusammenfassung der
im Vergleich zur

gemessenen BOLD-Parameter

pharmakologischen Kontrollgruppe

wahrend der hochfrequenten Stimulation des Tractus perforans mit 20 Pulsen.

100 Hz 250 pA 500 pA
20 Pulse
BOLD max t max BOLD max t max
HCi Kontrolle 2,51+0,23 9,71+0,76 | 3,03+0,23 10,86 + 1,07
SKF83959 | 2,30 £ 0,23 8,57 £0,96* | 2,95+ 0,60 10,29 + 0,76
SCH23390 | 3,03 +0,11* 10,00 £ 0,0 |3,31+0,43 13,71 £ 0,76*
MK801 221+017* 8,57 £0,96* | 2,97 £ 0,08 10,57 + 0,98
HCc Kontrolle 0,80+0,18 8,00£1,15 | 1,66 0,38 11,71 £ 0,76
SKF83959 | 1,04 + 0,45 8,00£1,63 |2,26+0,65 10,00 £ 1,15*
SCH23390 | 0,78 + 0,23 7,71+£1,38 |1,90+0,54 13,14 £ 1,07
MK801 0,26 + 0,13* 515+2,79 |0,84+0,34* | 10,86 £ 1,07
ECi Kontrolle 3,63+0,42 8,28+0,76 |4,68 +0,69 10,29 + 0,76
SKF83959 | 4,06 + 0,44 7,43 +0,98 |5,69+0,86* 7,71 £0,76*
SCH23390 | 4,68 + 0,32* 9,71 +£0,76* | 5,69+0,73* | 11,71 +£1,38
MK801 3,26 £ 0,50 8,00£0,00 |4,33+0,34 10,57 + 0,96
ECi Kontrolle 1,90 £ 0,38 8,00£0,00 |2,96+0,39 11,14 £ 1,07
SKF83959 | 1,72 + 0,21 743+151 |3,11+£0,59 8,00 £ 1,15*
SCH23390 | 1,34 £ 0,34 829+1,38 |3,15+048 12,00 £ 1,15
MK801 0,87 £ 0,20* 7,14 +£195 |2,54+0,38 9,43 + 0,98*
NAcc Kontrolle 0,56 £ 0,38 6,856+226 |1,76+0,14 9,43 £ 1,90
SKF83959 | 0,53 + 0,27 571+£1,79 |1,57£0,39 7,14 + 2,54
SCH23390 | 0,64 + 0,19 8,00+ 3,05 |1,76 +0,31 12,00 £ 1,15*
MK801 0,02 £ 0,34 12,0£3,82 | 0,18 £0,22* | 10,57 £4,71
mPFC/ | Kontrolle 0,89 +0,22 6,57 £0,98 | 2,36 + 0,09 8,29+ 0,76
ACC SKF83959 | 1,10+ 0,34 5,14 £1,07* | 2,67 £ 0,40 6,00 £ 0,00*
SCH23390 | 0,97 + 0,30 743 +190 |2,53+0,20 10,00 £ 0,00*
MK801 0,97 £ 0,14 714 £2,27 |2,05+0,10* 9,43 £ 0,98

Aufgeflhrt sind die Durchschnittswerte + Stabw (n =5 Versuchstiere pro Gruppe). Die
BOLD ,.-Werte stellen den prozentualen Anstieg der BOLD-Signalintensitaten und t max
BOLD-Werte stellen die Zeit zwischen Szimulationsbeginn und maximaler generierter
BOLD-Signalintensitédt (in Sekunden) dar. Signifikante Verdnderungen im Vergleich zur

pharmakologischen Kontrollgruppe wurden farblich markiert.
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4.3.4.2 Neurophysiologische Effekte im DG

Bei dem Vergleich der neurophysiologischen Antwort im DG der
NMDA-Experimentalgruppe im Vergleich zur pharmakologischen Kontrollgruppe
konnte wiederum festgestellt werden, dass sich insbesondere der Einfluss des
NMDA-Rezeptor-Antagonisten auf die lokale Antwort veranderte. Wie schon in 4.3.2
festgestellt, stieg die PSA dabei innerhalb der Stimulationsphase an. Im Verlauf des
Stimulations-Abschnitts nimmt die PS Amplitude hingegen mit Zunahme der
Stimulationsphasen ab. Wahrend sich unter Modifizierung der Dq-Rezeptoren zu
den vorhergehenden Versuchen kein signifikanter Unterschied feststellen lie3, sank
die PSA unter Einfluss des NMDA-Rezeptor-Antagonisten im Vergleich zur
pharmakologischen Kontrollgruppe signifikant ab (Mann-Whitney-Test:
Stimulationsintensitat 250 yA: U=1; Z=-3,36, p <0,001, Stimulationsintensitat
500 uA: U=2; Z2=-3,36, p<0,001; nRaten=25; Abbildung 4.20). Obwohl eine
Stimulationsintensitatserhnohung die PSA in allen Versuchsgruppen signifikant
erhohte, sank die PSA ausschlielBlich mit Zunahme der Stimulationsphasen unter
MK801 signifikant ab. Im Gegensatz zur kontinuierlichen Stimulation unter Einfluss
von dem NMDA-Rezeptorantagonisten spiegelt sich dieser Unterschied auch in der
PS Latenz  hoher  Stimulationsintensitaten  wider  (Mann-Whitney-Test:
Stimulationsintensitat 250 pA: U =39; Z=-0,83; p=0,21; Stimulationsintensitat
500 pA: U =7; Z = -3,25; p < 0,001; n Rratten = 5; Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20 | Vergleich der neurophysiologischen Antwort im Gyrus dentatus wahrend
50 %iger (250 pA) und doppelter (500 pA) Stimulationsintensitadten wahrend der Tractus
perforans-Stimulation der pharmakologischen Experimentalgruppen (SCH23390 -rot,
MK801-blau, SKF83959-grin) im Vergleich zur pharmakologischen Kontrollgruppe
(schwarz). Der Verlauf innerhalb der individuellen Stimulationsphase blieb in allen
Experimentalgruppen unverandert. Der gemittelte PSA-Wert sank sowohl wahrend mittlerer
und hoher Stimulationsintensitaten durch die Blockade der NMDA-Rezeptoren signifikant ab.
Statistisch dargestellt ist das Signifikanzniveau der PSA und der Latenz (MW + Stabw) der
Experimentalgruppen (n =5 Versuchstiere je Gruppe) im Vergleich zur pharmakologischen
Kontrollgruppe (n = 5 Versuchstiere), unterschieden mit *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Abbildung 4.21 | Visualisierung der BOLD-Aktivierungsmuster der pharmakologischen
Experimentalgruppen  (SCH23390, SKF83959, MK801) wahrend der kurzen

diskontinuierlichen Stimulation mit 20 Pulsen des Tractus perforans im 3D-Modell des
Ratten-Gehirns.
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5 Diskussion

Die elektrische Stimulation des Tractus perforans (TP) mit kurzen
hochfrequenten Pulsfolgen fihrt zu einer Aktivierung von Neuronen in der gesamten
hippocampalen Formation und induziert damit eine durch die funktionelle
Magnetresonanztomographie (fMRT) nachweisbare BOLD-Antwort im Hippocampus.
Sobald diese eingehende Aktivitat eine bestimmte Schwelle Uberschreitet, werden
signifikante BOLD-Antworten auch auRerhalb der hippocampalen Formation, wie z.B.
im medialen prafrontalen Cortex (mPFC) - anterioren Cingulum (ACi) und im Nucleus
accumbens (NAcc) nachweisbar. Die afferenten Hauptfasern des TP projizieren
monosynaptisch vom entorhinalen Cortex (EC) zu den Hippocampus-Arealen Gyrus
dentatus (DG), Cornu Ammonis (CA1-CA3) und zum Subiculum (Sub). Efferente
Fasern verlassen die Hippocampus-Formation Uber das Sub und die CA1 und
projizieren zu subcorticalen und corticalen Regionen, wie dem mPFC/ACi als auch
den im Mittelhirn gelegenen NAcc. (Lavenex & Amaral 2000; Witter et al. 2000). Das
bedeutet, dass sobald signifikante BOLD-Antworten in den Zielregionen des
Hippocampus wahrend der Stimulation des TP nachweisbar werden, die
Signalverarbeitung innerhalb der einzelnen hippocampalen Arealen zu einer
effizienten Weiterleitung durch die hippocampale Formation fuhrt. Folglich zeigen die
vorliegenden  Ergebnisse, dass der verwendete experimentelle Ansatz
Untersuchungen ermdglicht, wie bestimmte Stimulationsmuster sowohl innerhalb der
Hippocampus Areale verarbeitet, als auch als Ergebnis dieser Verarbeitung

weitergeleitet werden.

5.1 Der Einfluss der Stimulationseigenschaften auf  die

Signalverarbeitung im Hippocampus

Die Regulierung von kognitiven Funktionen basiert nicht ausschlieBlich auf der
neuronalen Aktivitat einzelner Hippocampus-Areale, sondern beruht vielmehr auf
deren zeitlicher Interaktion innerhalb ihres neuronalen Verbands (Axmacher et al.
2006). Der funktionelle Status dieses lokalen neuronalen Netzwerks kann durch die
Eigenschaften aller zugehdrigen Zellen definiert werden (Hauptneurone,

Interneurone, Gliazellen) und deren anatomischen und funktionellen Verbindungen.
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Eingehende Signale beeinflussen die Eigenschaften dieses Netzwerks (in
Abhangigkeit von der Qualitdt und Quantitdt) und konnen so den
elektrophysiologischen Zustand des Netzwerks flr bestimmte Zeitraume andern, wie
es fur bestimmte Lernparadigmen gezeigt werden konnte (Morris et al. 2003; Kandel
2001; Kemp & Manahan-Vaughan 2008; Eichenbaum 2004; Mcnaughton &
Neuroscience 1987; Reymann & Frey 2007). Die Wirksamkeit der effektiven
Netzwerkaktivitat wird von der synaptischen Ubertragung reguliert. Die eingehende
Aktivitat in den Gyrus dentatus (DG) wird durch das Stimulationsmuster genau
definiert. Die elektrophysiologischen Aufzeichnungen der GréBe und Latenz des
Summenaktionspotenzials (population spike - PS), die als Antwort der Kérnerzellen
auf den eingehenden Reiz generiert wird, gibt Informationen Uber die
Ausgangsaktivitat aus dem DG wieder. Somit kdnnrn aus Veranderungen zwischen
Eingangs- und induzierter Ausgangsaktivitat Rickschlisse auf die Effizienz der

Signalverarbeitung geschlossen werden.

5.1.1 Verldngerung der Stimulationsdauer

Alle angewandten hochfrequenten Stimulationsmuster des rechten TP
induzierten erwartungsgemall eine starke BOLD-Antwort im ipsilateralen
Hippocampus (DG, CA1-CA3, EC). Bereits in vorhergehenden Studien konnte eine
solche BOLD-Aktivierung des ipsilateralen Hippocampus durch kurze 8 s lange
hochfrequente diskontinuierliche Stimulation des TP wiederholt gezeigt werden
(Angenstein et al. 2007; Angenstein et al. 2010; Tiede et al. 2012; Krautwald et al.
2013).

Wahrend der kurzen diskontinuierlichen Stimulationsphase wurde die maximale
BOLD-Signalintensitat allerdings erst am Ende der Stimulationsphase erreicht. Damit
blieb zunachst ungewiss, ob zu diesem Zeitpunkt die maximale BOLD-Antwort
bereits generiert wurde, und ob auch Zielregionen des Hippocampus durch langere
Stimulationsphasen  aktiviert ~werden kénnten. Eine Verlangerung der
Stimulationsdauer auf 30 Sekunden zeigte, dass die maximale BOLD-Antwort sowohl
im HCi als auch im EC wiederum nach 8 s erreicht wurde und bis zum Ende der
Stimulation auf diesem Niveau blieb.

Zeitgleich  mit der Entwicklung der BOLD-Antwort erhdhten sich die

Summenaktionspotenziale innerhalb einer Stimulationsphase wahrend der
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diskontinuierlichen Stimulation nur innerhalb der ersten Sekunden und verringerten
sich anschlieBend kontinuierlich. Gleichzeitig erhdhte sich die Latenz stetig, was
vermuten lasst, dass zwei verschiedene Prozesse durch wiederholte Stimulationen
aktiviert werden. Eine durch Glutamat vermittelte exzitatorische Aktivierung fuhrt zur
Potenzierung der PSA, wird aber zeitgleich durch starke Vorwarts-und
Ruckwartshemmung der Interneurone des DG limitiert (L. Seress & Ribak 1983;
Coulter & Carlson 2007; Hsu 2007; Buzsaki & Eidelberg 1982).

Ein weiterer Effekt der hochfrequenten Stimulationsparadigmen des TP waren die
sich abrupt andernden Antworten von der ersten zur zweiten Stimulationsphase, wie
es in plastizitatsrelevanten Studien des DG vergangener Jahrzehnte bereits
festgestellt werden konnte (Bliss 1973; Coulter & Carlson 2007; Greenstein et al.
1988; Otto et al. 1991; Miles et al. 1987; Hyman et al. 2003; Zucker & Regehr 2002).
Die stark variierenden Amplituden der PS innerhalb der ersten hochfrequenten
Stimulationsphase mit 20 Pulsen und vergleichsweise stabileren PSA der zweiten
Phase mit deutlich angestiegener Latenzzeit deuteten darauf hin, dass die erste
hochfrequente Stimulationsphase eine Reorganisation des Netzwerks verursacht,
welches alle nachfolgenden Effekte auf die lokale Signalverarbeitung beeinflusst.
Unterstutzt wird diese Interpretation durch die Ergebnisse von Studien, die eine
ahnliche Reorganisationsphase wahrend hochfrequenter Stimulationsphasen
vermuten, die die funktionellen Eigenschaften des System verandern (Angenstein et
al. 2010; Tiede et al. 2012; Helbing et al. 2013; Canals et al. 2009). Wahrscheinlich
beginnt diese Reorganisation mit der Aktvierung zusatzlicher neuronaler Elemente im
Netzwerk des Gyrus dentatus wahrend der ersten hochfrequenten
Stimulationsphase.

Diese Effekte weisen alle auf eine zunehmende Aktivierung hemmender
Interneurone hin. Laut Literatur sind Interneurone fUr die charakteristische geringe
Erregbarkeit der Kornerzellen des DG verantwortlich, die sie von den
Pyramidenzellen so unterscheidet (Coulter 1999). Verschiedene Formen von
Interneuronen befinden sich den einzelnen Schichten des DG, wie dem Hilus, dem
Stratum granulosum oder dem Stratum moleculare (Freund & Buzsaki 1996; Han et
al. 1993; Whittington & Traub 2003). Das breite Spektrum an Eigenschaften, wie
intrinsische Membranantworten, die Zielspezifitat, der Einfluss auf die Kinetik der

postsynaptischen Antwort und auf Co-Transmittern, die freigegeben werden, sind
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mitentscheidend fir die resultierenden funktionellen Konsequenzen auf das
agierende Netzwerk (Whittington & Traub 2003). In erster Linie liegt das an der
starken Vorwarts- und Ruckwarts Hemmung der verschiedenen Interneuron-Arten,
die verschiedene Domane, wie zum Beispiel das Soma oder das Perisoma der
Hauptneurone innervieren (Han et al. 1993; Freund & Buzsaki 1996; Whittington &
Traub 2003; Miles et al. 1996), aber auch teilweise auf einer Kombination aus
intrinsischen Faktoren (einschlief3lich eines hyperpolarisierten
Ruhemembranpotentials und die daraus reduzierte Leitfahigkeit, die weiteres
phasisches Feuern reduziert) (Schulz 2006; Scharfman & Schwartzkroin 1990;
Angenstein 2014). Zwei Hauptformen der Inhibierung sind dabei von entscheidender
Bedeutung: 1) die Vorwarts-Hemmung (Buzsaki & Eidelberg 1982), die auf einer
glutamatergen Anregung der Interneurone beruht, und 2) die Rickwarts-Hemmung,
bei der die interneuronale Anregung von rucklaufiger lokal erregter
Projektionsneurone stammt. Elektrophysiologische in vitro Untersuchungen von
Buzsaki und Eidelberg (1982) demonstrierten, dass inhibitorische Korbzellen bei
wesentlich niedrigerer Reizschwelle fruher als die Hauptneurone des DG auf
exzitatorische Stimulationen des TP reagieren (Buzsaki & Eidelberg 1982) und damit
den Kornerzellen des DG eine effektive Vorwarts-Hemmung gewahrleisten. Diese
Autoren berichteten auch, dass Interneurone der Hochfrequenzstimulation bis zu 30
Pulsen (d.h. 300 ms) folgen kénnen, wohingegen die Hauptneurone nach zwei bis
drei Pulsen nicht mehr mit einem Aktionspotenzial antworten. Alle zusatzlichen Pulse
steigern die Wahrscheinlichkeit der Entladungen der Interneurone. Dies legt nahe,
dass ein und dasselbe Interneuron sowohl an einer Vorwarts- als auch an einer
Ruckwarts-Hemmung beteiligt sein konnte. Innerhalb des DG bewirken Interneurone
eine starke Rickwartshemmung, d. h. sie empfangen Eingange von Kodrnerzellen
und schalten auf deren Soma bzw. Axone zuruck. Die Koérnerzellen des Stratum
moleculare erhalten ruckgekoppelte Afferenzen anderer Kornerzellen der gleichen
oder kommissuraler Afferenzen aus dem DG der anderen Hemisphare (Laszlo
Seress & Ribak 1983; Halasy & Somogyi 1993; Behr et al. 1998). Die
Ruckwarts-Hemmung kann damit nicht nur die Ausbreitung der rezidivierenden
Anregung limitieren, sondern auch die Dauer ihrer Wirkung beschranken, weil sie
zeitlich mit der erneuten Anregung Uberlappt. Daruber hinaus kann diese divergente
Ausbreitung der lokalen Hemmung die synchrone Entladung der Projektionsneurone

fordern, indem synchrone relative Refraktar-Perioden entstehen (Grunze et al. 1996).
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Die Auswirkungen der elektrophysiologisch nachgewiesenen Anderungen der
neuronalen Aktivitait auf die resultierende BOLD-Antwort innerhalb eines
Stimulations-Abschnitts waren nicht eindeutig. Die Tatsache, dass wahrend der
letzten diskontinuierlichen Stimulationsphasen die anfangliche Vergro3erung sowohl
der BOLD-Antwort als auch der PSA stetig sanken, lie zunachst eine direkte
Korrelation zwischen beiden Prozessen vermuten. Tatsachlich steigt aber die
Amplitude von der ersten zur zweiten Stimulationsphase an und beginnt
anschlieBend zu sinken. Die aufgezeichnete BOLD-Antwort im ipsilateralen HC
verlauft auf der anderen Seite genau gegensatzlich. Diese Entwicklung der
BOLD-Antwort kehrte sich in den anschlieBenden langen diskontinuierlichen
Stimulationsphasen um und wurde zudem nicht beobachtet, wenn ausschliellich
lange diskontinuierliche Stimulationsphasen angewandt wurden. Da keine direkte
Korrelation  zwischen der PSA oder der Latenz der einzelnen
Stimulationsparadigmen und resultierender BOLD-Antwort existiert, ist eine
Vorhersage der erzeugten BOLD-Antwort auf Basis der Spike-Aktivitat
(Ausgangsaktivitat) der Kornerzellen nicht méglich. Ein weiteres Argument gegen
eine wichtige Rolle der ,Spiking“-Aktivitat fur der Generierung eines BOLD-Signals
waren die aufgezeichneten BOLD-Antworten im ipsilateralen Hippocampus, trotz der
nahezu fehlenden ,Spiking“-Aktivitat der Kornerzellen wahrend der kontinuierlichen
Stimulation. Dieser Befund wird durch vergangene Studien gestutzt, die
demonstrierten, dass die resultierende BOLD Antwort nicht das Resultat einer
gesteigerten Ausgangs - Aktivitat der Neurone ist (Viswanathan & Freeman 2007;
Harris et al. 2010; Angenstein et al. 2010; Angenstein 2014). Obwohl das
exzitatorische postsynaptische Potential (EPSP) zwar in dieser Arbeit nicht genauer
quantifiziert werden konnte, kann dessen Aufzeichnung wahrend der Hochfrequenz-
Stimulation zumindest als Hinweis fur eine synaptische Aktivitat dienen. Das
bedeutet, dass eine gewisse synaptische Aktivitat eine unabdingbare Voraussetzung

zu sein scheint, um ein BOLD Signal zu induzieren.

Dies bedeutet, dass entweder die Interneurone, deren Aktivitat nicht direkt durch die
gemessene Summenaktionspotenziale wiedergegeben werden, oder weitere
Faktoren existieren, die die Generierung des BOLD-Signals steuern. Neueste
Studien haben das komplizierte Wechselspiel zwischen erregenden und hemmenden

Neuronen fur die neurovaskulare Kopplung zusammen mit einer Vermittlerrolle von
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Astrozyten und Perizyten, die zwischen den Neuronen und Mikrogefalden ideal
positioniert sind, hervorgehoben (Carmignoto & Gémez-Gonzalo 2010; Filosa et al.
2015; ladecola & Nedergaard 2007; Cauli & Hamel 2010; Lecrux & Hamel 2011;
Peppiatt et al. 2006; Hall et al. 2014). So konnten beispielsweise Studien zeigen,
dass die hamodynamische Antwort im visuellen Cortex und im Cerebellum durch
eine aktive Modulierung der Neurone durch Interneurone gesteuert werden kann
(Enager et al. 2009; Kocharyan et al. 2008; Lecrux et al. 2011). GABA Interneurone
sind eine komplexe und vielfaltige Familie von Neuronen. Sie unterscheiden sich
nicht nur in der Morphologie und ihren Bindungs-Eigenschaften, sondern auch in den
Peptiden, die sie co-exprimieren (Kubota et al. 1994; Cauli et al. 2004). Einige
solcher Interneurone enthalten vasoaktiven Faktoren, wie Stickoxid (NO)
(Valtschanoff et al. 1993), Neuropeptid Y (NPY) und Somatostatin (SOM) (Aoki &
Pickel 1989; Kubota et al. 1994; Abounader & Hamel 1997), das vasoaktive
intestinales Polypeptid (VIP) (Cauli et al. 2004; Koehler et al. 2009). Diese vasoaktive
Fahigkeit wurde in einzelnen GABA Interneuronen in vitro in Hirnschnitten festgestellt
(Cauli et al. 2004). Eine vergleichbare Wirkung wurde durch eine direkte Anwendung
von GABA mit Hilfe von GABA-Agonisten gezeigt, was eine Dilatation der
Hirnarteriensegmente verursachte (Edvinsson & Krause 1979; Edvinsson et al.
1980). Insgesamt belegen diese in vivo Daten deutlich, dass GABAerge Interneurone
wesentlich zu der resultierenden hamodynamischen Antwort beitragen kénnen und
ferner, dass unterschiedliche Populationen von Interneuronen in Abhangigkeit von

der Art des Reizes rekrutiert werden konnen.

Fur die Kornerzellen des Gyrus dentatus konnte allerdings mehr als eine Art eines
inhibitorischen Einflusses beschrieben werden. Das GABA-vermittelte und CI
-abhangige fruhe IPSP (Thalmann & Ayala 1982; Bartos et al. 2001) dauert nur
einige Millisekunden an. Eine weitere Modifizierung der lokalen neuronalen Antwort
im DG kann durch ein spates IPSP verursacht werden, welches primar durch eine
veranderte Kalium-Leitfahigkeit verursacht wird (Thalmann & Ayala 1982; Rausche et
al. 1989). Die zunehmende Inhibierung innerhalb des gesamten
Stimulationszeitraums wurde die zunehmende Latenz und die stark reduzierte PSA
in den langen diskontinuierlichen Stimulationsphasen des zweiten Stimulations-
Abschnitts erklaren. Eine derartig steigende Inhibierung mit sukzessiver Depression

der PSA wird nicht durch die synaptische Inhibierung der Interneurone vermittelt,
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sondern basiert auf der Anderung des Membranpotentials und kann daher als
intrinsische Inhibierung betrachtet werden. Die gleichzeitig zunehmende Ausbreitung
des BOLD-Signals innerhalb des ipsilateralen Hippocampus koénnte demzufolge
durch einen gestiegenen Kalium-Wert induziert werden. Der vasoaktive Effekt von
extrazellularen Kalium auf die Blutfluss regulierenden Gefalle kann laut mehreren
Studien zufolge direkt (McCarron & Halpern 1990; Nakahata et al. 2006; Leithner et
al. 2010) als auch indirekt Gber Astrozyten (Dunn & Nelson 2010; Koehler et al. 2009;
Farr & David 2011) erfolgen.

Das bedeutet, dass sowohl inhibierende synaptische Komponenten als auch
intrinsische Faktoren zur resultierenden BOLD-Antwort beitragen konnen. Auf der
anderen Seite regulieren beide Formen der Inhibierung die exzitatorische
Signalweiterleitung in die Zielregionen des Hippocampus. Glutamat kann als
wichtigster exzitatorischer Neurotransmitter im Gehirn (Attwell & Laughlin 2001), trotz
der Abwesenheit von Glutamat-Rezeptoren auf zerebralen Mikrogefalen (Morley et
al. 1998) hamodynamische Reaktionen durch indirekte Signalisierung (Bonvento et
al. 2002) auslésen. Solche Mechanismen der Modulation des zerebralen Blutflusses
durch Glutamat beinhaltet unter anderem die Induktion von Kalziumwellen in
Astrozyten. Astrozyten haben die Fahigkeit, Vasokonstriktion oder Vasodilatation in

lokalen MikrogefalRen zu induzieren (Nedergaard et al. 2003).

Zu beachten ist, dass die im DG gemessene elektrophysiologische Antwort der
Kornerzellen nur ein Teil der neuronalen Aktivitat darstellt, der flr die im gesamten
ipsilateralen Hippocampus registrierte BOLD-Antwort verantwortlich ist. Der Tractus
perforans projiziert auch zu anderen Subarealen der Hippocampus-Formation, wie
zum Beispiel der CA3 und CA1. Zudem stimulieren die Kornerzellen des DG
Neurone der CA3, diese wiederum projizieren zu CA1-Neuronen. Somit erhalten
diese Subareale des Hippocampus sowohl monosynaptische Eingange des Tractus
perforans und mehr oder weniger vorverarbeitete Signale anderer hippocampaler
Regionen. Die neuronale Verarbeitung in den Subarealen der CA3- und CA1-Region
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, obwohl sie auch zur
BOLD-Signalintensitatsanderung des HC beitragen. Daher ware die Identifizierung

der einzelnen Substrukturen des Hippocampus durch eine hoéhere Auflésung der
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fMRT und lokale Ableitungen in anderen Regionen des HC ein Ziel fur zukunftige

Studien, um die lokale Signalverarbeitung genauer zu spezifizieren.

5.1.2 Erhéhung der Stimulationsintensitét

Hochfrequente Stimulation mit 20 Pulsen bei Standard-Intensitat (50%)
beschrankte die BOLD-Antwort auf hippocampale Strukturen (d.h. HCi, ECi, ECc).
Eine Variation von Stimulationsparametern, wie etwa die Lange der
Stimulationsphase, erhohte nur die Ausbreitung der BOLD-Aktivierung im
ipsilateralen Hippocampus. Nur bei einzelnen Versuchstieren wurde unter diesen
Bedingungen einer BOLD-Antwort im mPFC und des NAcc registriert. Das bedeutet,
bei 50%-Stimulationsintensitat scheint eine Weiterleitung der Erregung bis zu diesen
Strukturen zu erfolgen, die aber zu gering ist, um die Aktivitatsanderungen
auszuldsen, die mit fMRT detektierbar sind. Bestatigt wird diese Annahme durch die
Beobachtung, dass bei erhdhter Stimulationsintensitat immer eine BOLD-Antwort in
diesen Regionen registriert werden konnte.

Der Hauptunterschied zwischen der Stimulation mit erhdhter Intensitat und Standard-
Intensitat ist, dass eine groflere Anzahl von Fasern und Neuronen und andere
Neuronen-Kombinationen mit erhdhter Intensitat aktiviert werden. Die Interneurone
des Hilus haben zudem einen geringeren Schwellenwert als die exzitatorischen
Neurone (Mcnaughton 1982; Buzsaki & Eidelberg 1982). Wahrend bei Stimulation
mit Standard-Intensitat vorwiegend Interneurone eine starke Vorwarts-Hemmung
gewabhrleisten, werden bei hoherer Intensitdt zunehmend exzitatorische Neurone
aktiviert. Im Vergleich zur Standard-Intensitat flhrte neurophysiologisch die
Erhdhung der Intensitat im DG zur Potenzierung der PSA und zur verringerten PS
Latenz. Durch die zunehmende Rekrutierung von exzitatorischen Neuronen kommt
es durch eine erhohte Intensitat auch zur BOLD Aktivierung des contralateralen
Hippocampus. Kommissurale Projektionen zweigen sowohl vom DG als auch von der
CA3 zur homotopen contralateralen Seite. Aulerdem projizieren kommissurale
Fasern zum EC, zur CA1 Region und zum Subiculum (Blackstad 1956; Bartesaghi et
al. 1995; Swanson & Cowan 1977). Eine Stimulation des TP kann somit zunachst zur
neuronalen Aktivierung des DG und der CA3 der ipsilateralen Seite fuhren, dann zur
Aktivierung der contralateralen EC, DG, CA1 und Subiculum. Die komplexe

Konnektivitat des Hippocampus gewahrleistet so die Aktivierung einzelner
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hippocampaler Areale Uber verschiedene Routen. Insbesondere die Region des
Subiculums kann durch Projektionen aus verschieden Arealen aktiviert werden. So
kann eine solche Aktivierung Uber trisynaptische Bahn (via DG-CA3-CA1) erfolgen
(Yeckel & Berger 1990), oder aber durch eine direkte Aktivierung der CA3 bzw. des
Subiculums durch den TP (Bartesaghi et al. 1995; Abraham & McNaughton 1984).
Vom Subiculum und der CA1 verlassen Faserbahnen den Hippocampus zu
subcorticalen Arealen (David B. Carr & Sesack 1996; Groenewegen et al. 1997). Bei
ausreichender Ausgangsaktivitdt propagiert das Subiculum so auch zu den
efferenten Zielregionen des mPFC und auch zum NAcc. Die raumliche Ausbreitung
eines signifikanten BOLD-Signals in zusatzliche hippocampale Regionen mit
zunehmender Stimulationsintensitat konnte zeigen, dass die Ubertragung der
neuronalen Aktivierung, wie zum Beispiel der contralateralen Seite des Hippocampus
und der angebunden Zielregionen mdglich war, um durch ausreichende Intensitat

auch nachweisbare BOLD-Antworten zu erzeugen.

5.1.3 Erhohung der Pulsanzahl bei gleichbleibender Dauer

Hochfrequente Stimulationen mit 50 Pulsen und 100 Pulsen des TP
generierten im Gegensatz zur Stimulation mit 20 Pulsen nahezu gleichwertige
BOLD-Antworten im ipsilateralen HC, welche sich weder im Anstieg noch im
Zeitpunkt der maximalen erreichten BOLD-Signalintensitat unterschieden. Allerdings
fuhrte die Erhohung der Pulsanzahl zur BOLD-Aktvierungen sowohl im
contralateralen Hippocampus als auch auch aulRerhalb der Hippocampus-Formation
(mPFC, VTA, NAcc, BLA). Diese Befunde deuteten auf eine ahnliche Verarbeitung
der beiden hochfrequenten Stimulationsparadigmen hin, die sich quantitativ von der
Stimulation mit 20 Pulsen unterscheidet. Wahrend der kontinuierlichen Stimulation
mit 100 Pulsen konnte nur ein PS und damit auch nur eine Latenz pro
Stimulationsphase registriert werden, was die Interpretation der lokalen Verarbeitung
erschwert. Geht man davon aus, dass die Generierung der BOLD-Antworten
wahrend der Applikation von 50 Pulse als auch 100 Pulse auf einer ahnlichen
Signalverarbeitung basieren, dann koénnte moglicherweise die zunehmend
gesunkene Latenz innerhalb der spaten Stimulationsphasen mit 50 Pulsen ein
Hinweis fur eine reduzierte Hemmung durch Interneurone sein. Eine verstarkte
postsynaptische Aktivitat kann auch die Induktion einer LTP durch Unterdrickung der

Inhibition fordern. So wurde fur kurze hochfrequente Stimulationsphasen gezeigt,
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dass die GABAerge Hemmung der Projektions-Neurone unterdrickt wird (Pitler &
Alger 1992). In Bezug auf die vorliegenden Studien druckt sich diese Reduzierung
durch langanhaltende Entladungen auch noch nach der zweiten Stimulationsphase
bei hochfrequenter Stimulation des TP mit 50 und 100 Pulsen aus. Diese Form der in
dieser Arbeit beobachteten Entladungen sind aus Epilepsie-Studien bekannt (Davies
et al. 1991; Stelzer et al. 1994). Behr und Kollegen (1998) belegten anhand von
Mehrfachableitungen im entorhinalen Cortex, im Gyrus dentatus und in der
CA-Region, dass sich im EC gebildeten Entladungen nicht tber den DG in die CA3
Region ausbreiten (Behr et al. 1998). Vielmehr wurde das Eingangssignal gefiltert
und nur eine moderate synaptische Aktivitat in der CA3 aufgenommen. Bei Tieren
mit Epilepsie-artigen Pathologien wurde das Signal Uber den DG ohne Veranderung
an die CA3-Region weitergeleitet. Dabei scheinen die GABA-Rezeptoren fur die
intakten inhibitorischen Mechanismen eine besondere Bedeutung zu haben
(Kullmann et al. 2005; Nusser & Mody 2002; Bartos et al. 2001). Eine moderate
pharmakologische Enthemmung durch Picrotoxin, einen nicht-kompetitiven GABAa-
Antagonisten, fuhrte zum kompletten Zusammenbruch der Filterfunktion des DG
(lijima et al. 1995; Coulter & Carlson 2007). Vergleichbare Studien beschrieben, dass
eine Blockade von GABAA — und GABAg-vermittelten IPSPs auch zu einer Induktion
der LTP fuhrt, weil die Eliminierung des hyperpolarisierenden Einflusses die
Expression von NMDA Rezeptor-vermittelten Leitfahigkeit verstarkt (Dingledine et al.
1986; Davies et al. 1991; Collingridge & Bliss 1988). Die verringerte
Hyperpolarisation durch eine verstarkte TP Stimulation verringert so das Ausmalf, in
dem NMDA-Rezeptor-Kanale durch Mg?* blockiert werden und ermdglicht es dann,
NMDA-Rezeptor-vermittelte synaptische Komponenten soweit zu summieren, um
eine LTP zu induzieren. Zudem scheinen weitere Faktoren die beobachteten
Entladungen im DG wahrend der kontinuierlichen Stimulation zu fordern. Wiederholte
Aktivierungen lassen die Ca**-abhangige Leitfahigkeit fiir Kalium ansteigen. Kalium
selber dampft die Wirkung der IPSPs und veranlasst die Zelle in einem
depolarisierten Stadium zu bleiben (Stringer & Lothman 1992; McCarren & Alger
1985). Dies steigert die Erregbarkeit der Kornerzellen und begunstigt weitere
Nachentladungen. Kalium kann auf der anderen Seite wiederum zur verstarkten
Dilatation der Arteriolen fuhren und somit neben Glutamat zum erhéhten BOLD
Signal beitragen (Dunn & Nelson 2010; Farr & David 2011; Sokoloff 1999).
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Eine solche, durch kontinuierliche Stimulation modifizierte, Signalverarbeitung
innerhalb des Hippocampus kdnnte somit zu einer Signalweiterleitung und damit
auch zur BOLD-Signalintensitatsanderung in afferenten Zielregionen des

Hippocampus fuhren.

5.2 Einfluss der Stimulationseigenschaften auf die Aktivierung

hippocampaler Zielregionen

Eine kurze Tractus perforans-Stimulation bei 100Hz mit 20 Pulsen aktiviert
ipsilaterale hippocampale Formation und den contralateralen EC. Eine Verlangerung
der Stimulationsphase auf 30 s verdndert zwar Signalverarbeitung und im geringen
MaRe auch die BOLD-Antwort im HCi, allerdings konnte keine zusatzliche
BOLD-Aktivierung aufierhalb des HC registriert werden. Erst die Erhdhung der
Stimulationsintensitat induzierte eine nachweisbare BOLD-Antwort in subcorticalen
Regionen. Im Gegensatz zur diskontinuierlichen Stimulation erfolgte durch eine
Zunahme der Pulsanzahl bei Standard-Intensitat zusatzlich eine Aktivierung der
VTA/Sn-Region. Das spricht daflr, dass zwei unterschiedliche globale Netzwerke
aktiviert wurden.

Die beiden unterschiedlichen hochfrequenten Stimulationsparadigmen, d.h. die
diskontinuierliche (mit hoher Stimulationsintensitat) und die kontinuierliche 100 Hz
Stimulation, kénnen signifikante BOLD-Antworten im mPFC/ACi als auch im NAcc
ausldsen, die sich durch folgende Merkmale der BOLD-Antwort unterscheiden: I) Der
Zeitpunkt der Aktivierung innerhalb eines Stimulations-Abschnitts. Der mPFC/ACi
wird durch diskontinuierliche Stimulation bereits in der ersten Stimulationsphase
aktiviert. Kontinuierliche Stimulationsphasen induzieren hingegen erst ab der dritten
Stimulationsphase eine signifikante BOLD-Aktivierung in den oben genannten
subcorticalen  Regionen. Il) Die Unterschiede der hamodynamischen
Antwort-Funktion (hemodynamic response function - HRF). Kontinuierliche und
diskontinuierliche 100 Hz Stimulationsphasen l6sen zwei verschiedene HRFs im
mPFC/ACi aus, die sich in der ersten Steigung unterscheiden, so dass wahrend der
kurzen hochfrequenten Stimulationsphasen die maximale BOLD-Antwort (BOLD max)

erst 2 s spater im Vergleich zur diskontinuierlichen Stimulation generiert wurde.
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Obwohl sich die Veranderung der BOLD-Antwort ohne die gleichzeitig
aufgezeichneten elektrophysiologischen  Signale nur schwer auf Basis
neurophysiologischen Parameter der lokalen Signalverarbeitung darlegen lassen,
deuten die oben genannten Unterschiede der Generierung der BOLD-Antwort auf

verschiedene Formen der Signalprozessierung in den entsprechenden Regionen hin.

5.2.1 NMDA-Rezeptor-abhdngige und NMDA-Rezeptor-unabhéngige
Signalverarbeitung im HC zur Aktivierung subcorticaler und corticaler

Strukturen

Alle Ergebnisse zusammen deuten auf eine klare Abhangigkeit des
generierten BOLD-Musters von der quantitativen Signalverarbeitung im
Hippocampus hin. Es konnte gezeigt werden, dass die
BOLD-Signalintensitatsanderung nicht nur von direkt vorhergehenden Stimulationen
beeinflusst wird, sondern, dass diese vorhergehende lokale Reorganisation und
somit die unterschiedliche Weiterverarbeitung der Hippocampus-Formation
ausschlaggebend flur die Starke der Aktivierung in den Zielregionen ist. Dies spiegelt
sich in den zum Teil sehr groBen Unterschieden zwischen den generierten
BOLD-Antworten im HC als auch im mPFC und NAcc wider.

Sowohl NMDA und Non-NMDA-Rezeptoren tragen zur naturlichen Verarbeitung der
Informationen im Hippocampus und corticalen Strukturen bei (Izquierdo et al. 1993;
Rao & Finkbeiner 2007; Carroll & Zukin 2002; Mody & Heinemann 1987;
Collingridge, Kehl & Mclennan 1983; Jay et al. 1992). NMDA- und
AMPA-Glutamat-Rezeptoren haben dabei unterschiedliche Rollen bei der Kontrolle
der synaptischen Ubertragung: AMPA-Rezeptoren erméglichen eine schnelle
Erregungsweiterleitung durch kurzfristige Veranderungen der synaptischen Effizienz,
weil sie primér als Na*-Kanale fungieren und dadurch eine schnelle Aktivierungs-und
Deaktivierungs-Kinetik besitzen (Gouaux 2004). Der NMDA-Rezeptor besitzt
hingegen einen spannungsabhangigen Magnesiumblock, eine hohe Kalzium-
Permeabilitdt und eine langsame Aktivierungs-und Deaktivierungs-Kinetik (Mayer &
Westbrook 1987; Mayer et al. 1984; Nowak et al. 1984). Folglich kann der NMDAR
durch Glutamat nur gedffnet werden, wenn die postsynaptische Membran

depolarisiert wird, wodurch der Rezeptor als Detektor und Integrator koinzidenter
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Aktivitat an der Synapse fungiert. Dadurch wird eine langfristige Erhaltung der
synaptischen Ubertragungseffizienz ermdglicht, die fir komplexere und lang
anhaltende Signalverarbeitungen erforderlich sind (Gouaux 2004; Rao & Finkbeiner
2007). So kann eine Blockade der NMDA-Rezeptoren, zum Beispiel durch MK801
oder APS5, die Induktion der LTP in vitro bzw. in vivo verhindern und zur
Beeintrachtigung von Hippocampus-abhangigen Lern- und Gedachtnisprozessen
fuhren (Davis et al. 1992; Abraham & Mason 1988; Carlén et al. 2012; Grunze et al.
1996; Morris 1989). Wahrend die Rolle von Glutamat bei der Regulierung und
Vermittlung solcher physiologischer Prozesse an Neuronen relativ gut erforscht
wurde (Daw et al. 1993; Mody & Heinemann 1987; Carroll & Zukin 2002; Lovinger
2010), ist die mogliche Beteiligung von Glutamat bei der Modulation vaskularer
Prozesse, die sich im CBF und der BOLD Antwort widerspiegeln, weniger klar.
Vergleichbare Elektrostimulations-fMRT-kombinierte ~ Studien konnten bereits
belegen, dass sich die durch die systematische Verabreichung des
NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 veranderte lokale Signalverarbeitung, d.h. die
Modifikation von exzitatorischen und inhibitorischen Komponenten, in einer
reduzierten BOLD-Antwort multisynaptisch, aber nicht monosynaptisch aktivierter
Regionen widerspiegelt (Tiede et al. 2012; Gsell et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Einzeldosis MK801 jeweils vor der fMRT
Untersuchung der beiden Tractus perforans-Stimulationsprotokolle systematisch
injiziert. Durch diese systematische Verabreichung koénnen sowohl komplexe
Signalverarbeitung im Hippocampus als auch die der Zielregionen beeinflusst
werden. Die wichtigsten Resultate dieser Studie sind die unterschiedlichen
Auswirkungen des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 auf das Ausmal} und das
Muster der BOLD Antwort der beiden gemessenen Stimulationsparadigmen. Wie in
Abbildung 4.18 zusammengefasst, vermindert der NMDA-Rezeptor-Antagonist
MK801 die BOLD-Antwort in der Hippocampus-Formation als auch in den
Zielregionen des Hippocampus wahrend der kontinuierlichen Stimulation des TP. Die
Blockade der NMDA-Rezeptoren fuhrte dabei zu einer signifikanten Reduktion der
BOLD-Signalintensitatsanderung in der Hippocampus-Formation (d.h. ipsilateraler
und contralateraler HC und EC) und unterband darUber hinaus auch die BOLD
Antwort in den Zielregionen des Hippocampus (mMPFC, NAcc, VTA, BLA). Einerseits
konnte der NMDA-Rezeptor-Antagonist MK801 naturlich ausschlieBlich vaskulare

Prozesse beeinflusst haben, die direkt die neurovaskulare Kopplung steuern.
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Astrozyten exprimieren zum Beispiel funktionelle ionotrope GIuRs einschlieRlich
NMDA- und AMPA/Kainat-Rezeptor-Typen (Brand-Schieber et al. 2004; Volterra &
Steinhduser 2004). Diese astrozytischen GluRs sind an verschiedene intrazellulare
Signalboten gekoppelt, einschlieRlich Ca**,cAMP, cGMP und Inositoltriphosphat, die
bei der Regulierung, Freisetzung und Produktion von vasoaktiven Verbindungen, wie
beispielsweise Stickoxid (NO) (Metea & Newman 2006; Garthwaite 2008; de Labra et
al. 2009; Carmignoto & Gomez-Gonzalo 2010; Tabatabaei & Girouard 2005),
Arachidonsaure-Derivate (AA) (Zonta et al. 2003; Takano et al. 2006; Koehler et al.
2009; Carmignoto & Gomez-Gonzalo 2010; Dabertrand et al. 2013) oder
Epoxyeicosatriensauren (EETs) (Metea & Newman 2006; Blanco et al. 2008; Koehler
et al. 2009; Carmignoto & Gdmez-Gonzalo 2010; Parfenova et al. 2012) beteiligt
sind. All diese vasoaktiven Faktoren sind in der Lage, den arteriolen Gefal3tonus zu
beeinflussen (Zonta et al. 2003; Filosa et al. 2004; Haydon & Carmignoto 2006;
Pepicelli et al. 2005). So konnte bereits gezeigt werden, dass eine
NMDA-Rezeptor-Aktivierung durch Stickoxid (NO) und cGMP- vermittelte Prozesse
zum Anstieg des Blutflusses fuhren kann (Garthwaite 2008; Garthwaite et al. 1988;
Tabatabaei & Girouard 2005; Mufoz et al. 2015). Ware eine solch direkte
Modifizierung des neurovaskularen Systems die eigentliche Ursache der veranderten
BOLD-Antwort wahrend der kontinuierlichen Stimulation des TP gewesen, dann ware
die neuronale Aktivitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe unverandert geblieben.
Allerdings unterschied sich die neuronale Antwort wahrend der kontinuierlichen
Stimulation bereits nach der ersten Stimulationsphase im Vergleich zur
pharmakologischen Kontrollgruppe. Wesentlich wahrscheinlicher ist daher, dass der
applizierte NMDA-Rezeptor-Antagonist das einbezogene neuronale Netzwerk direkt
beeinflusst, wodurch inhibitorische oder exzitatorische Signalprozesse durch
veranderte intrinsische Eigenschaften der Neurone (Daoudal & Debanne 2003;
Schulz 2006) oder der Effizienz der synaptischen Ubertragung (Abraham & Mason
1988; Mody & Heinemann 1987; Carroll & Zukin 2002) modifiziert werden. Da sowohl
die Menge der aktivierten Neurone eines bestimmten Areals (Enager et al. 2009) als
auch die Qualitat der lokalen Verarbeitung eingehender Aktivitat (Angenstein et al.
2010; Attwell & ladecola 2002; Harris et al. 2010; Angenstein 2014) die GrolRe der
BOLD Antwort definiert.

Auf neurophysiologischer Ebene fuhrt eine Behandlung mit MK801 zu einer
NMDA-Rezeptor Unterfunktion (Pinault & Inserm 2008). Durch diese Unterfunktion
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der NMDA-Rezeptoren kommt es bei einer Depolarisation nicht mehr zur gleichen
Kalziumdurchlassigkeit und postsynaptischen Kalziumerhdéhung, wie es unter
normalen Funktionsbedingungen der postsynaptischen Membran unter diesen
Bedingungen zu beobachten ist. Im Zusammenhang zu den elektrophysiologischen
Resultaten im DG interpretiert, ist es nicht verwunderlich, dass nach Gabe von
MK801 nur eine kurzfristige Potenzierung der PSA und eine zunehmend steigende
Latenz durch andauernde kontinuierliche Stimulation des TP in den Kdrnerzellen des
DG hervorgerufen wurde. Unter diesen Umstanden ist es ein wesentlicher Punkt,
dass die BOLD-Antwort unter Hochfrequenz-Stimulation des TP eher durch die
Eingangs- als durch die Ausgangsaktivitat reguliert wird (siehe oben). Unter diesen
Umstanden beeinflusst diese veranderte Erregbarkeit der Neurone, wahrend der
kontinuierlichen Stimulation unter Einfluss von MK801, damit auch die
unterschiedliche Weiterverarbeitung der eingehenden Signale.

Im Gegensatz zu friheren (Tiede et al. 2012) und auch in dieser Arbeit
verzeichneten Resultaten unter diskontinuierlichen (100Hz-20 Pulse)
Stimulationsbedingungen, fuhrte eine kontinuierlichen Stimulation des TP unter
Einfluss von MK801 bereits zu einer signifikanten Reduktion der BOLD-Antwort im
ipsilateralen HC. Wie bereits zuvor erwahnt, setzt sich die resultierende
BOLD-Antwort im Hippocampus aber nicht nur aus der monosynaptischen
Aktivierung des Gyrus dentatus durch den TP zusammen, sondern stellt die
Gesamtaktivierung der im DG-, CA3- und CA1-Region gemessen
BOLD-Signalintensitatsanderung dar. Obwohl keine Ruckschlisse auf die neuronale
Verarbeitung in den Subarealen CA3 und CA1 gezogen werden kann, ist eine
Reduktion der BOLD-Antwort unter Einfluss des NMDA-Rezeptor-Antagonisten ein
moglicher Hinweis, dass durch die kontinuierliche Stimulation
NMDA-Rezeptor-abhangige Signalverarbeitung in der CA3/CA1-Region auf der
ipsilateralen Seite stattfinden. NMDA-Rezeptoren scheinen somit ein wesentlicher
Teil der Signalkette zur Erzeugung der BOLD-Antwort durch neuronale Aktivierung
unter diesen Stimulationsbedingungen zu sein.

Das bedeutet, dass durch Prasentation eines kontinuierlichen
Stimulationsabschnittes mit 8 aufeinander folgenden Stimulationsphasen die
Eigenschaften der neuronalen Schaltkreise des Gyrus dentatus soweit modifiziert
wurden, dass die resultierende BOLD-Antwort innerhalb des Hippocampus als auch

in dessen Zielregionen ebenfalls verandert wurde. Vergleichbare Ergebnisse konnten
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Gsell und Kollegen (2006) durch eine Vorderpfoten-Stimulation der Ratte
beobachten. In dieser Studie wurde unter Einfluss von MK801 im
somatosensorischen Cortex, im Vergleich zu Kontrollbedingungen, eine Reduktion
der BOLD-Signalintensitaten um 50 % verzeichnet (Gsell et al. 2006).

Wirken wahrend der diskontinuierlichen Stimulation mit 20 Pulsen verstarkt
inhibitorische Mechanismen dem depolarisierten Zustand entgegen, indem sie die
Mg**-abhdngige NMDA-Rezeptor-Aktivierung durch einen synaptische Inhibierung
oder eine hyperpolarisierte Membran unterbinden, dann muisste das generierte
BOLD-Muster NMDA-Rezeptor-unabhangig sein. Tatsachlich blieb im umgekehrten
Fall die BOLD-Antwort wahrend der diskontinuierlichen Stimulationsphasen mit 20
Pulsen, auch bei doppelter Stimulationsintensitat, im Hippocampus durch die
Blockade der NMDA-Rezeptoren unbeeinflusst. Die reduzierte BOLD-Antwort im
NAcc wahrend der diskontinuierlichen Stimulation unter Einfluss von MK801
verdeutlichte, dass in Zielregionen komplexere, NMDA-Rezeptor-abhangige
Aktivierungsmuster induziert werden, wodurch die BOLD Signalintensitat vermindert

wird, wenn MK801 vorhanden ist.

Das resultierende BOLD-Muster wahrend der diskontinuierlichen Stimulation mit
hoher Intensitat konnte weitestgehend durch die Vermittlung der neurovaskularen
Kopplung durch AMPA-Rezeptoren bedingt sein (Gsell et al. 2006; Parfenova et al.
2012). So konnten Gsell und Kollegen (2006) neben der pharmakologischen
Manipulation der NMDA-Rezeptoren auch zeigen, dass durch die Applikation eines
AMPA-Rezeptor-Antagonisten die BOLD-Antwort um bis 68% reduziert wurde (Gsell
et al. 2006). AMPA-Rezeptoren konnten bisher nicht auf den GefalRwanden
nachgewiesen werden (Morley et al. 1998), allerdings kann die glutamaterge
Vermittlung auch unter diesen Bedingungen indirekt Uber Astrozyten gewahrleistet
werden (Leffler et al. 2006; Xi et al. 2011; Parfenova et al. 2012). Ebenso ging ein
evozierte Reaktion des CBF mit der Aktivierung der Pyramidenzellen in allen
ipsilateralen corticalen Schichten durch eine Vorderhirn-Stimulation einher
(Kocharyan et al. 2008). Zusammen zeigen diese Beobachtungen, dass die
hamodynamischen Reaktionen nicht nur ein Ergebnis der pyramidalen
Zellaktivierung sind, sondern eine Kombination aus erregenden und hemmenden

Einflissen darstellt.
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Damit belegten die Resultate der vorliegenden in vivo Untersuchungen unter
pharmakologischem Einfluss des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 wahrend der
kontinuierlichen  Stimulation des TP, dass die generierten BOLD
Signalintensitatsanderungen im Hippocampus wahrend der beiden hochfrequenten
Stimulationsparadigmen  auf  unterschiedlichen  hippocampalen  neuronalen
Aktivierungsmustern beruhen. Kurze Pulsfolgen (d.h. 100Hz-20 Pulse) mit niedrigen
und hohen Intensitdten induzieren signifikante BOLD-Antworten im HC, die
unabhangig von NMDA-Rezeptor-vermittelten Mechanismen sind, wohingegen
signifikante BOLD Antworten wahrend der Stimulation des TP mit 50 Pulsen oder
100 Pulsen durch NMDA-Rezeptor-abhangigen Mechanismen kontrolliert werden.
Eine NMDA-Rezeptor-Aktivierung fuhrt dann zu einem Anstieg der BOLD-Antwort,
der vermutlich durch Stickoxid, cGMP oder dber COX2 abgeleiteten
gefalBerweiternde Prozesse vermittelt wird (Enager et al. 2009; ladecola &
Nedergaard 2007; Attwell et al. 2010).

Unter Einfluss des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 wird den Ergebnissen
zufolge die Signalverarbeitung bereits innerhalb des HC soweit verandert, dass
durch die verminderte Ausgangsaktivitdt des Hippocampus es zu verringerten
BOLD-Signalintensitaten in Zielregionen fuhrt. Somit kann bereits eine veranderte
Ausgangsaktivitdt auch eine veranderte Signalverarbeitung der afferenten

Zielregionen des HC verursachen.

5.2.2 Die polysynaptische Aktivierung des mesolimbischen dopaminergen

Systems durch hippocampale Efferenzen

Ein wesentlicher Unterschied im Vergleich zur diskontinuierlicher Stimulation
bei hoher Intensitat war die Generierung einer BOLD Antwort der VTA/Sn-Region
wahrend der kurzen und langen kontinuierlichen hochfrequenten Stimulation des TP.
Die VTA-Region ist ein Bestandteil des mesolimbischen dopaminergen
Transmittersystems und neben der Substantia nigra pars compacta (Sn) ein Teil der
monoaminergen Kerngebiete. Mit dem elektrochemischen Nachweis einer Dopamin-
Freisetzung in den NAcc konnte auch eindeutig demonstriert werden, dass wahrend
der kontinuierlichen Stimulation des TP dopaminerge Neurone des VTA/Sn aktiviert

werden.



Diskussion 130

Eine direkte Aktivierung der VTA/Sn-Region ausgehend vom Hippocampus wurde
bisher nicht beschrieben, sondern muss Uber ein polysynaptische Aktivierung
induziert werden (Lisman & Otmakhova 2001; Lisman 1999). Die Arbeitsgruppe von
Legault (2000) konnte durch chemische Stimulation des Subiculums (Legault et al.
2000) und auch durch eine direkte Injektion von N-Methyl-D-Aspartat in den
ventralen Hippocampus (Legault & Wise 1999) zeigen, dass die Dopamin-
Freisetzung im NAcc durch eine VTA-Aktivierung erhéht wird. Ahnliche Experimente
haben gezeigt, dass die Stimulation des Subiculums ausreicht, um die Freisetzung
von Dopamin auszulésen. Insbesondere die elektrische Stimulation des Subiculums
mit tetanischer Stimulation (Blaha et al. 1997), NMDA-Applikationen (Floresco, Todd,
et al. 2001; Floresco et al. 2003), oder die reduzierte Hemmung (Floresco et al.
2003) fuhrte letztendlich zur Aktivierung des VTA. Das Subiculum scheint fur diesen
NMDA-Rezeptor-abhangigen Weg der Aktivierung von entscheidender Bedeutung zu
sein. Bereits Legault und Wise (2001) zeigten in Verhaltensversuchen mit Ratten,
dass die Dopamin-Freisetzung im NAcc durch eine VTA-Aktivierung reduziert wurde,
wenn das Subiculum durch das Nervengift Tetrodotoxin (TTX) inhibiert wurde
(Legault & Wise 2001b).

Der Vergleich zwischen den BOLD-Aktivitaten in der mPFC/ACi Region der beiden
Stimulationsparadigmen, also diskontinuierliche Stimulationsphasen mit hoher
Stimulationsintensitat und kontinuierlicher Stimulation bei niedriger Intensitat, zeigte
eine sofortige Aktivierung des mPFC/ACI innerhalb der ersten diskontinuierlichen
Stimulationsphase, die unabhangig von der NMDA-Rezeptor-abhangigen
Signalverarbeitung im Hippocampus ist. Das konnte Hinweis daflr sein, dass es
unter diesen Bedingungen zu einer direkten BOLD-Aktivierung des mPFC/ACi allein
durch hippocampale Projektionen kommt (Abbildung 5.1). Eine solche Interpretation
der Daten wirde der Hypothese von physiologischen und biochemischen
Untersuchungen entsprechen, die zeigten, dass Neurone im Hippocampus einen
monosynaptischen exzitatorischen Einfluss auf Pyramidenneurone im PFC haben
(Walaas & Fonnum 1979; Laroche et al. 1990; Zaczek et al. 1979), der durch
Aminosaure Glutamat als Neurotransmitter vermittelt wird (Jay et al. 1992). Ahnlich
direkte monosynaptische Verbindungen wurden auch zwischen Hippocampus und
dem mPFC bei der Katze beschrieben (Cavada & Reinoso-Suarez 1983) und sind im

Einklang mit Studien an Ratten (Jay et al. 1989) und am Affen (Goldman-Rakic et al.
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1984) . Dieser Hypothese folgend wirde sich die Glutamat-Freisetzung indirekt in der
BOLD-Antwort durch die Bindung an Astrozyten und Neurone im mPFC
widerspiegeln (Haydon & Carmignoto 2006; Farr & David 2011).

Die Tatsache, dass mehrere kontinuierliche Stimulationsphasen fur die Aktivierung
subcorticaler und corticaler Strukturen (d.h. VTA/Sn, NAcc , mPFC, BLA) nétig
waren, weist jedoch darauf hin, dass ein komplexer Aktivierungsprozess anstatt einer
einfachen Signalausbreitung durch die Hippocampus-Formation erforderlich ist.
Obwohl die lokalen BOLD-Signalintensitatsanderungen nicht die Qualitat und
Quantitat der neuronalen Verarbeitung beschreiben kdnnen, sind die gefundenen
Differenzen in der HRFs in der VTA/Sn-Region, im mPFC/ACi und im NAcc erste
Hinweise daflr, dass wahrend einer Stimulationsphase eine zeitabhangige
Modifikation neuronaler Aktivierung der Regionen eintreten konnte. Vorstellbar ist,
dass der BOLD-Aktivierung in der VTA/Sn-Region und in der mPFC/ACi-Region eine
polysynaptische Verarbeitung durch den Nucleus accumbens und angebundenen
Struktureinheiten vorhergeht. Eine wesentliche Voraussetzung dafur ist allerdings
eine  NMDAR-abhangige hippocampale Signalverarbeitung und resultierende
Propagierung durch den Hippocampus wahrend der ersten zwei Stimulationsphasen.
Dabei wird in einer solchen Weise reorganisiert, dass nachfolgende Stimulationen
durch den Hippocampus effizienter propagiert werden. Wie bereits oben
beschrieben, zeigten die aufgezeichneten elektrophysiologischen Antworten eine
Anderung der PS Amplitude und der PS Latenz nach der ersten Stimulationsphasen,
die zur NMDA-Rezeptor abhangigen Weiterleitung beitragen.

Eine solche stimulus-abhangige Aktivierung dopaminerger Neurone konnte durch
Anwendung eines Glutamat-Rezeptor-Antagonisten in den NAcc blockiert werden
(Floresco, Todd, et al. 2001). Da der NAcc eine Hauptziel-Struktur von
exzitatorischen Eingangen des Subiculums ist, legen diese Ergebnisse nahe, dass
die glutamaterge Aktivierung des NAcc wahrend der Kkontinuierlichen
Stimulationsphasen nétig war, um Informationen aus dem Hippocampus der
VTA/Sn-Region zuzuleiten. In der Literatur wird das ventrale Pallidum (VP) als
wichtige funktionelle Schnittstelle zwischen NAcc und VTA/Sn beschrieben (Van
Bockstaele & Pickel 1995; Kalivas & Duffy 1997; Lisman & Grace 2005; Johnson &
North 1992), welches durch starke GABAerge Fasern des NAcc innerviert wird. Das

VP besteht laut vorliegenden Studien hauptsachlich aus schnell feuernden
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GABAergen Neuronen, die die dopaminergen Neurone der VTA tonisch innervieren
(Chrobak & Napier 1993). So kdnnen Subpopulationen von dopaminergen Neuronen
im Bereich der VTA/Sn in einem konstanten hyperpolarisiertem Stadium gehalten
werden (Floresco et al. 2003; Lodge & Grace 2006; Grace et al. 2007). Ein inaktiver
Zustand oder eine Inhibierung dieser Struktur ermdglicht es Dopamin-Neuronen
spontan zu feuern. Floresco und Kollegen (2003) konnten so durch eine Infusion
eines GABAag-Agonisten in das VP beweisen, dass die Anzahl der aktiven
dopaminergen Neurone der VTA dem Zustand einer subicularen Stimulation

gleichzusetzten ist (Floresco et al. 2003).

Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse und die Resultate der vorliegenden
Arbeit auf den folgenden polysynaptischen Verarbeitungsweg hin: das Subiculum
aktiviert Uber exzitatorische glutamaterge Projektionen den Nucleus accumbens,
dieser wiederum hemmt das ventrale Pallidum und unterbindet somit die
dopaminergen Neurone der VTA/Sn-Region aus dessen tonisch hemmenden
Einfluss (Abbildung 5.2). Diese Neuronen der VTA/Sn projizieren wiederum in den
NAcc, so kdnnen sowohl hippocampale glutamaterge und dopaminerge Neurone der
VTA gleichzeitig Einfluss auf den NAcc haben (Sesack & Pickel 1990a; Sesack et al.
2003; Sesack & Grace 2010). Die beobachtete Freisetzung von Dopamin durch die
FSCV und die BOLD-Antwort in der VTA und NAcc entsprechen diesem
polysynaptischen  Verarbeitungsweg. Solche komplexen  polysynaptischen
Verarbeitungswege sind dafur bekannt, bei der Neubildung und des Wiederabrufens
von gespeicherten Gedachtnisinhalten wichtig zu sein (Grace et al. 2007; Lodge &
Grace 2006).

5.2.3 Die dopaminerge Modulation der BOLD-Antwort

Dopamin gilt weitestgehend als modulatorisches System (Seamans & Yang
2004; Brady & O’Donnell 2004; Goto & A. a Grace 2005), sodass naheliegt, dass
eine Aktivierung des dopaminergen Systems entweder die Aktivitat der Hippocampus
Formation oder die durch den Hippocampus induzierte Aktivitat beeinflusst.
Eine Blockade der Dq;-Rezeptoren durch den selektiven Antagonisten SCH23390
fuhrte zu geringen, aber signifikanten Abweichungen der maximalen BOLD-Antwort

im NAcc/Sn und der VTA/Sn-Region, was die Annahme zuldsst, dass die
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dopaminerge Aktivitat nicht essenziell fur die Vermittiung der BOLD-Antwort des
NAcc ist, obwohl dopaminerge Projektionen durch die Stimulationen aktiviert wurden.
Die stark reduzierte BOLD-Aktivierung der mPFC/ACi-Region und der basolateralen
Amygdala scheint jedoch eine Folge des Dq;5-Rezeptor-Antagonisten zu sein. Es
sprechen zahlreiche elektrophysiologische Nachweise dafir, dass diese Stimulus-
induzierte Freisetzung von Dopamin Lern-und Gedachtnisprozesse verbessert, wie
es zum Beispiel bei der Verstarkung der LTP beobachtet wurde (Lemon & Manahan-
Vaughan 2006; Otmakhova & Lisman 1996; Hamilton et al. 2010; Schott et al. 2004,
Frey & Morris 1998; Frey & Frey 2008). Kann die Freisetzung von Dopamin also das
BOLD-Signal mPFC und BLA erhdhen, und wenn ja, wie? Einige Tier- und Human-
Studien geben zunachst den Anschein, dass die Effekte des Dopamins sich direkt in
der BOLD-Antwort widerspiegelt (Breiter et al. 1997; Volim et al. 2004; Knutson &
Gibbs 2007; O’'Doherty 2004; Chen et al. 1997). Der beobachtete Einfluss wurde
zum Beispiel in einer PET-Lasionsstudie an Dopamin-Neuronen des Striatums der
Ratte untersucht (Chen et al. 1997). Sie mal3en die regionale Selektivitat von zwei
verschiedenen dopaminergen Liganden: zum einen die Dopamin-freisetzende
Verbindung von D-Amphetamin, zum anderen den Dopamin-Transporter-Antagonist
CFT (2-Beta-Carbomethoxy-3-beta-(4-fluorophenyl)-tropan). Beide
Verbindungen fuhrten zu einer erhéhten Signalintensitat in Gradienten-Echo-Bildern
der phMRT in Hirnregionen mit hoher Dopamin-Rezeptor-Dichte (zum Beispiel dem
frontalen Cortex, das Striatum, das Cingulum). Tiere mit herbeigefuhrten, einseitigen
Lasionen dopaminerger Neurone durch 6-Hydroxydopamin flhrten zur Ablation der
phMRT-Antwort auf der ipsilateralen Seite der Lasion. Der zeitliche Verlauf der
BOLD-Signalintensitatsanderung  korrelierte  mit den Veranderungen der
Dopamin-Freisetzung der Mikrodialyse Messungen im Striatum, die sowohl durch
Amphetamin und CFT festgestellt wurden.

Auch wenn die vorliegenden fMRT-Studien zeigten, dass sich die BOLD-Antwort in
subcorticalen und corticalen Strukturen unter  Einfluss  von der
Dopamin-Rezeptor-Blockade andern kann, gibt es keine klaren Hinweise, wie und wo
sich der Effekt auf die polysynaptische Verarbeitung auswirkt. Die dopaminergen
Effekte sind komplex und kénnen sowohl direkt auf die Dq;-Rezeptoren und Uber
astrozytische D3-Rezeptoren des Mikrogefallsystem ihre Wirkung entfalten, als auch
indirekt auf zusatzliche neuronale Mechanismen agieren (Chen et al. 1997; Choi et
al. 2006; Schwarz et al. 2007; Schwarz et al. 2004).



Diskussion 134

Dies wird durch Resultate einer aktuellen Studie bestatigt. Dabei konnten
Unterschiede im Aktivierungsmuster durch elektrische oder optogenetische
VTA/Sn-Stimulation nachgewiesen werden. Eine optogenetische Stimulation
dopaminerger Neurone in der VTA/Sn-Region induzierte keine der beobachteten
BOLD-Aktivierungen, obwohl eine Freisetzung einer relativ hohen Konzentration von
Dopamin im NAcc mittels FSCV festgestellt werden konnte. Auf der anderen Seite
werden durch elektrische Stimulation der VTA/Sn-Region hervorgerufene
BOLD-Aktivierungen nicht durch Dopamin-Rezeptor-Antagonisten gehemmt, obwohl
eine Dopamin-Freisetzung im NAcc festgestellt wurde (Helbing, submitted). Eine
Schlussfolgerung daraus ware, dass Dopamin nicht der verantwortliche
Neurotransmitter fir das Generieren von signifikanten BOLD-Antworten wahrend der
Stimulation der VTA/Sn-Region ist. Dies fuhrt allerdings auch zu der Frage, welches
Neurotransmittersystem liegt dem zugrunde? Hierbei muss allerdings auch bedacht
werden, dass die direkte elektrische Stimulation der VTA/Sn eine komplexere
Aktivierung hemmender und erregender neuronaler Kreislaufe auslést und
unterschiedlich auf Zellkérper und Fasern wirkt. Die VTA enthalt neben
dopaminergen Neuronen eine Reihe von GABAergen (Bockstaele & Pickel 1995;
Carr & Sesack 2000; Fields et al. 2007) und glutamatergen Neuronen (Yamaguchi et
al. 2007; Hnasko et al. 2012). Es ist daher mdglich, dass nicht die dopaminergen
Neurone, sondern insbesondere glutamaterge Neurone der VTA/Sn-Region die
neurovaskulare Kopplung kontrollieren. Dies erscheint plausibel, da MK801 die
BOLD-Antwort im mPFC und NAcc wahrend elektrischer Stimulation der VTA hemmt
(Helbing, submitted).

Das bedeutet, dass bisherige fMRT-Untersuchungen, auch wenn sie eine
BOLD-Aktivierung in der VTA/Sn-Region zeigten, nicht eindeutig eine Aktivierung
des dopaminergen Systems belegen kénnen. Allerdings schliefl3t das nicht aus, dass
eine zeitlich abgestimmte Co-Freisetzung von Dopamin das Zusammenspiel
zwischen den einzelnen glutamatergen Eingangen derart optimiert, dass die
resultierende lokale neuronale Signalverarbeitung schlieflich zur
BOLD-Signalintensitatsanderung fuhrt, und somit das BOLD-Signal Dopamin-
abhangig ist.

Dies wird zudem durch frihere fMRT-Studien unterstitzt, die zeigten, dass eine
diskontinuierliche Stimulation des TP bei 100 Hz mit 20 Pulsen eine BOLD-Antwort
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im mPFC/ACi generierte, die sich dann deutlich erhdhte, wenn die MFB-Fasern
gleichzeitig elektrisch stimuliert wurden (Krautwald et al. 2013). Auch in dieser Studie
konnte eine Dopamin-Freisetzung in den Zielregionen des Hippocampus durch die
FSC Voltammetrie nachgewiesen werden. Zwar wurden solche Veranderungen der
extrazellularen Dopamin-Konzentrationen unter Verwendung der in vivo
Voltammetrie-Untersuchungen am haufigsten durch die elektrische Stimulation des
MFB beschrieben (Kuhr & Wightman 1986; Millar et al. 1985; Kuhr et al. 1987;
Wightman et al. 1988; Garris et al. 1994; Robinson et al. 2003), allerdings besteht
dieses lateral-hypothalamische Faserblndel aus bis zu 50 sowohl dopaminergen,
GABAergen, glutamatergen, noradrenergen und serotonergen Faserbahnen
(Nieuwenhuys et al. 1982), welche mehrere Strukturen innerviert. Das bedeutet, dass
der additive Effekt der elektrischen MFB-Stimulation auf BOLD-Signalintensitaten im
mPFC durch verschiedene Transmittersysteme vermittelt werden kann.

Eine optische Stimulation der dopaminergen VTA/Sn-Neurone zeigt nun, dass der
additive Effekt auf die BOLD-Antwort im mPFC nicht durch dopaminerge Rezeptoren

vermittelt werden.

Die vorliegenden Resultate dieser Arbeit deuten darauf hin, dass DAerge Eingange
unter speziellen Bedingungen die Auspragung einer BOLD-Antwort beeinflussen
kbnnen. Zum einen waren die BOLD-Antworten im mPFC/ACi nur dann von der
Aktivitat der Dopamin-Rezeptoren abhangig, wenn das Stimulationsparadigma
gleichzeitig eine Aktivierung des Hippocampus und des VTA/Sn-Komplexes
induzierte (also durch kontinuierliche hochfrequente Stimulation). Zum anderen
konnte eine BOLD-Signalintensitatsanderungen im mPFC/ACi nicht durch eine
pharmakologisch Dopamin-Rezeptor-Aktivierung induziert werden, wenn der Tractus
perforans durch diskontinuierliche hochfrequente  Stimulationsphasen  mit
vergleichbar niedriger Pulsintensitat stimuliert wurde. Folglich fuhrt eine
pharmakologisch-induzierte direkte Aktivierung von Dopamin-Rezeptoren im
mPFC/ACi nicht zu lokalen neuronalen Aktivierungsanderungen, die durch die fMRT
nachweisbar sind, da kontinuierliche und diskontinuierliche TP-Stimulation zu
unterschiedlichen Aktivierungsmustern im HC und damit zur unterschiedlichen
Erregungsweiterleitung in die mPFC/ACi-Region fuhren. Dies deutet darauf hin, dass
DA bei bestimmten neuronalen Aktivierungsmustern einen Effekt auf die

resultierende BOLD-Antwort besitzt, d.h. der Einfluss des dopaminergen
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Transmittersystems auf die Generierung einer BOLD-Antwort ist kontext-abhangig.
Zukunftige Untersuchungen mussten nun klaren, inwieweit DA-Agonisten oder
optogenetische Co-Aktivierung DAerger Neurone die BOLD-Antwort wahrend der

kontinuierlichen Stimulation beeinflussen.

Anatomische und elektrophysiologische Studien zeigten, dass der HC und der
mPFC/ACi reziproke Wechselbeziehungen besitzen. Die exzitatorischen Afferenzen
des HC zum mPFC innervieren hauptsachlich die Pyramidenzellen und die
Interneurone der tieferen Schichten V und VI (Jay & Witter 1991; Sesack & Pickel
1990b). Umgekehrt bestehen vom mPFC/ACi Uber den temporalen Cortex indirekte
Afferenzen zum HC (Fuster 1997). Kyd und Bilkey (2003) demonstrierten, dass
Lasionen im mPFC Anderungen der neuronalen Aktivitdt in den hippocampalen
Platz-Zellen im Zusammenhang mit raumlicher Lokalisierung verursachen (Kyd &
Bilkey 2003). Eine Unterbindung der Dopamin-modulierten HC-Afferenzen zum
mPFC/ACi beeintrachtigt die Funktion des Arbeitsgedachtnisses (Seamans et al.
1998). Auch die Induktion der synaptischen Plastizitat (LTP) Uber hippocampale
Afferenzen im mPFC/ACi wird beispielsweise durch die Aktivierung der Ds-
Rezeptoren und ihren Interaktionen mit NMDA-Rezeptoren kontrolliert (Gurden &
Takita 2000). Wirkner et al. (2004) konnten demonstrieren, dass Dopamin Uber D1-
Rezeptoren die exzitatorischen Einflisse des Glutamat in der Schicht V der
Pyramidenzellen des PFC auf die NMDA-Rezeptoren erhéhen, damit verlangern sie
die Zeit der geodffneten NMDA-Kanale und koénnen damit die Starke des
Kalziumsignals vergroflern (Wirkner et al. 2004). Diese Studien wirden die
Vermutung stutzen, dass die Aktivitat im mPFC/ACi nicht nur durch Innervation einer
Struktur begunstigt wird. Die bidirektionalen Interaktionen zwischen dem mPFC/ACi
und dem HC scheinen also essentiell fur die Fahigkeit zu sein, Gedachtnisprozesse

optimal aufeinander abzustimmen (Goto & A. a. Grace 2005; Goto & Grace 2008).

Neben der mPFC/ACi-Region und dem NAcc wurde die BOLD-Antwort wahrend
kontinuierlicher Stimulation in einer weiteren Region des limbischen Systems durch
den selektiven Dq;-Rezeptoran-Antagonisten SCH23390 reduziert, die basolaterale
Amygdala (BLA). Die BLA wird zum einen durch dopaminerge Axone der VTA/Sn
innerviert, enthalt gleichzeitig sowohl glutamaterge Hauptneurone und wird zudem

auch durch extrinsische glutamaterge Afferenzen, wie zum Beispiel aus dem HC
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angeregt, welche durch Dopamin moduliert werden koénnen (Asan 1997).
Elektrophysiologische Untersuchungen lassen vermuten, dass die Aktivierung von
Neuronen in der BLA durch den mPFC durch dopaminerge Neurone reguliert wird
(Rosenkranz & Grace 2002). Sesack und Carr (2003) fuhrten Untersuchungen zur
Hypothese, ob die in der Amygdala terminierenden Afferenzen des mPFC/ACi auch
konvergente synaptische Signale von Dopamin-Nervenenden empfangen, durch
(Sesack et al. 2003). Solch ein System funktioneller Wechselwirkungen zwischen
Dopamin und Glutamat des mPFC lasst vermuten, dass in erster Linie
extrasynaptische Mechanismen in der Amygdala einbezogen werden (Pinto &
Sesack 2003).

Diese Triade von Elementen: die Glutamat-Synapse, die Dopamin-Synapse und die
dendritischen Dornen, bilden das Potential fir Dopamin diskret auf spezifische
Quellen der Glutamat-Ubertragung dendritischer Kompartimente einzuwirken, anstatt
den allgemeineren Effekt auf die Gesamtzellerregbarkeit zu modulieren. Diese
strukturelle Konfiguration ermdglicht auch prasynaptische Wechselwirkungen
zwischen Dopamin und Glutamat durch den begrenzten Diffusionsabstand, der fur
jeden Neurotransmitter notig ist, um extrasynaptische Rezeptoren auf der

Nervenendigung zu erreichen (Moss & Bolam 2008; Yao et al. 2008).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass unter Bedingungen mit komplexen
afferenten Eingangen, etwa aus verschiedenen Regionen, das dopaminerge System
die lokale Signalverarbeitung in einer Weise steuern kann, dass es auch anhand des
BOLD-Kontrasts der fMRT nachweisbar wird. Aus den in dieser Arbeit
vorgenommenen pharmakologischen Untersuchungen lasst sich schlussfolgern,
dass glutamaterge Neurone erforderlich sind, da NMDA-Rezeptor-Antagonisierung
die Wirkung auf BOLD-Signalintensitaten subcorticaler und corticaler Regionen

deutlich reduzierte.

Dopamin kann sowohl kurzzeitige als auch langanhaltende Veranderungen der
synaptischen Plastizitdt im mPFC und NAcc modulieren (Gurden & Takita 2000;
Otani 2003). Ein Grolteil dieser Modulation wird durch die cAMP/PKA-
Signalkaskade vermittelt, welche zur Rezeptor-Phosphorylierung, einer Hemmung
der Rezeptor-Dephosphorylierung, einer  Rezeptor-Gen-Transkription  und

Proteinsynthese fuhrt (Greengard 2001; Seamans & Yang 2004). Diese
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intrazellularen Prozesse konnen der andauernden, Proteinsynthese-abhangigen
Aufrechterhaltung der synaptischen Plastizitat zugrunde liegen (Huang et al. 1995;
Huang & Kandel 1995; Smith & Otis 2005).

Die bisher gezeigten Effekte von Dopamin wurden nur unter dem Aspekt der
kurzzeitigen, akuten Veranderungen der neuronalen Signalverarbeitung und der
daraus resultierenden BOLD Antwort untersucht. Allerdings weisen sowohl
elektrophysiologische (Lisman & Grace 2005; Carroll & Morris 2004; Lemon &
Manahan-Vaughan 2006) als auch (elektrochemisch bzw. fMRT-kombinierte)
Verhaltensstudien auch auf langanhaltende Veranderung neuronaler Netzwerke
durch Dopamin hin, welche zu plastischen Veranderungen innerhalb des
Hippocampus (Li et al. 2003; Gribkoff & Ashe 1984; Gurden & Takita 2000; Lemon &
Manahan-Vaughan 2006; Huang et al. 1995; Huang & Kandel 1995) als auch in den
corticalen Zielregion (Thomas & Malenka 2003; Robinson et al. 1988; Chen et al.
2004; Seamans & Yang 2004) fuhren koénnen. Eine solch langanhaltende
Veranderung der synaptischen Effizienz des neuronalen Netzwerks einer oder
mehrerer Strukturen durch Dopamin kann auch Auswirkungen auf die Aktivierung
globaler Netzwerke haben. Sowohl die Stimulus-induzierte Freisetzung von Dopamin
durch die optische oder elektrische Stimulation der VTA/Sn als auch die
pharmakologische Modifikation der Dopamin-Rezeptoren durch verschiedene
Agonisten koénnten demzufolge auch Relevanz fur langfristige Untersuchungen mit
bildgebenden fMRT-Verfahren haben.
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Abbildung 5.1 | Zusammenfassung der NMDA-Rezeptor-unabhangigen Signalverarbeitung
diskontinuierlicher Stimulationen des Tractus perforans.

(Oben) Die exzitatorische Erregungsweiterleitung eingehender Stimulationen fihrt bereits in
den ersten Stimulationsphasen zur BOLD-Aktivierung im medialen prafrontalen Cortex
(mPFC/ACi) und im Nucleus accumbens (NAcc). (B) Diese sofortige Aktivierung
subcorticaler Regionen lasst folgenden Verarbeitungsweg vermuten: erhdhte neuronale
Aktivitat 16st eine schnelle Erregungsweiterleitung durch die Subareale des Hippocampus
(Uber die trisynaptische Bahn oder eine direkte Aktivierung der CA1 durch den TP) zum
Subiculum aus. Glutamaterge Efferenzen vom Subiculum projizieren zum mPFC und
induzieren dort eine Erregungsweiterleitung Uber efferente Faserbahnen zum Nucleus
accumbens .

VTA/Sn - Komplex
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Abbildung 5.2 | Zusammenfassung der NMDA-Rezeptor-abhangigen Signalverarbeitung
kontinuierlicher Stimulationen des Tractus perforans

(Oben) Eingehende Signale des Tractus perforans werden zunachst im Hippocampus lokal
verarbeitet und flhren so zur BOLD-Aktivierung der hippocampalen Formation
(Stimulationsphase 1 und 2). Alle folgenden Stimulationen werden so prozessiert, dass die
eingehende Aktivitdt zu subcorticalen und corticalen Regionen projiziert wird. Dadurch
werden in folgenden Stimulationsphasen BOLD-Aktivierung des Nucleus accumbens (NAcc),
der ventralen Tegmentum-Substantia nigra pars compacta (VTA/Sn)-Region und des
medialen prafrontalen Cortex (mPFC) generiert.

(Unten) Die schematische Ubersicht stellt den oben beschriebenen polysynaptischen
Verarbeitungsweg dar: Das Subiculum aktiviert Uber exzitatorische glutamaterge
Projektionen den Nucleus accumbens (NAcc), dieser wiederum hemmt Uber GABAerge
Afferenzen das ventrale Pallidum (VP). Durch die Inhibierung des VP wird der tonisch-
hemmende Einfluss auf die VTA/Sn-Region unterbunden. Die nun aktivierten Fasern der
VTA/Sn projizieren uber dopaminerge, glutamaterge und GABAerge Afferenzen in
subcorticale und corticale Regionen und kénnen so die BOLD-Antwort modulieren.
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6 Ausblick

Die in dieser Studie dargestellte unterschiedliche Signalverarbeitung der
hochfrequenten Stimulationsmuster verdeutlichte, dass der Hippocampus aktivitats-
abhangig eingehende Signale an subcorticale und corticale Regionen propagiert. Es
kann jedoch noch keine Aussage daruber getroffen werden, inwieweit das durch den
Tractus perforans eingehende Stimulationsmuster quantitativ bzw. qualitativ durch
die Sub-Strukturen CA3-CA1 zum Subiculum verarbeitet werden. Die bisherigen
Untersuchungen konzentrierten sich auf den Gyrus dentatus. Um eine Aussage uUber
die Aktivierung und Weiterverarbeitung subcorticaler und corticaler Regionen treffen
zu koénnen, sollte daher eine zentrale efferente Ausgangsstruktur des HC, wie zum
Beispiel die Fasern des Fornix/Fimbria-Faserblndels oder des Subiculums, stimuliert
werden. Elektrophysiologische Studien konnten so bereits die Aktivierung von
monosynaptisch und polysynaptisch angebundenen Zielregionen nachweisen
(Boeijinga et al. 1993; Yang & Mogenson 1984; Brudzynski & Gibson 1997; Blaha et
al. 1997).

In dieser Arbeit wurde der kurzfristige Einfluss des durch Stimulus-induzierter oder
pharmakologisch verabreichten Dopamins in Kombination mit elektrischer
Stimulation des DG auf das BOLD-Signal untersucht. Inwieweit sich dieser Einfluss
des Katecholamins auf wiederholte Messungen auswirkt, wurde bisher nur
ansatzweise beschrieben. Ein Ansatzpunkt ware daher, die Langzeitwirkungen von
freigesetzten Dopamin oder Dopamin-Agonisten (z.B. SKF83959 und SKF38393) auf
das resultierende BOLD-Signal zu untersuchen. Fur Dopamin-Rezeptoren und deren
Aktivierung durch Agonisten wurden bereits Langzeit-Effekte in Verhaltens-
relevanten Studien als auch auf zellularer Ebene nachgewiesen (Kahne et al. 2012;
Schicknick et al. 2012; Schicknick et al. 2008; Reichenbach et al. 2015).

Bisher wurde die elektrische Stimulation separat in Kombination mit Voltammetrie-
oder fMRT-Experimenten durchgefuhrt. Ein Vorteil fur zukinftige Untersuchungen
ware eine simultane Ableitung von elektrophysiologischer, elektrochemischer und
hamodynamischer Antwort innerhalb eines Experiments und an einem Versuchstier.
Dies wurde nicht nur die in vivo-Untersuchung unter identischen Narkose-Zustanden
des Versuchstiers ermoglichen, sondern lielRe auch Mehrfach-Messungen zu, die
unter den in der Arbeit beschriebenen akuten experimentellen Voraussetzungen

nicht moglich waren. Dafur mussten einige experimentelle Parameter angepasst



Ausblick 142

werden, zum Beispiel das Synchronisieren der Voltammetrie-, der Stimulations- und
der MRT-Frequenz. Zudem haben die fur fMRT verwendeten Wolfram-
Stimulationselektroden fur die elektrochemischen Messungen eine schlechtes
»oignal-zu-Rausch“-Verhaltnis, sodass geringe Konzentrationen vom freigesetzten
Transmitter nur schwer messbar waren. Daher sollte ein Kompromiss zwischen den
Wolfram-Stimulationselektroden und den in den voltammetrischen Messungen
verwendeten (und nicht-MRT kompatiblen) Stahlelektroden gefunden werden.

Ein zusatzlicher Vorteil ware, die Weiterentwicklung der optogenetischen
Stimulations-und fMRT-kombinierten Untersuchungen. Zukunftig konnte durch einen
entsprechend ausgewahlten Vektor zum einen gezielt dopaminerge, glutamaterge
und GABAerge Neurone durch aktiviert oder inhibiert werden, zum anderen bietet die
optische Stimulation nahezu optimale Bedingungen fur die FSCV, sodass die
Freisetzung von geringsten Dopamin-Konzentrationen aufgezeichnet werden kann,
da der Lichtleiter im Gegensatz zur elektrischen Stimulationselektrode kein

Hintergrundrauschen verursacht.
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7 Abkiurzungsverzeichnis

AA

ACi

AMPA

AP

APS

ATP

BLA

BOLD

CA1

CA3

CBF
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9 Anhang

9.1 Stimulation des Tractus perforans mit 20 Pulsen je Sekunde
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Abbildung 9.1 | Zeitlicher Verlaufe der generierten BOLD-Antwort kurzer (schwarz) und
langer (rot) hochfrequenter Stimulation des Tractus Perforans mit 20 Pulsen im ipsilateralen
und contralateralen entorhinalen Cortex. Die HRF stellt den Verlauf der gemittelten
BOLD-Antwort dar (MW + Stabw der Stimulationsphasen 3-8, glatte Linie) im Vergleich zur
generierten BOLD-Antwort der ersten Stimulationsphase (gestrichelte Linie).
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Abbildung 9.2 | Zeitlicher Verldufe der generierten BOLD-Antwort langer (rot) hochfrequenter
Stimulation des Tractus Perforans mit 20 Pulsen im ipsilateralen und contralateralen
entorhinalen Cortex. Die HRF stellt den Verlauf der gemittelten BOLD-Antwort dar (glatte
MW + Stabw der Stimulationsphasen 3-8, glatte Linie) im Vergleich zur generierten
BOLD-Antwort der ersten Stimulationsphase (gestrichelte Linie).
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9.2 Stimulation des Tractus perforans mit 20 Pulsen je Sekunde bei

doppelter Stimulationsintensitat
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Abbildung 9.3 | Zeitlicher Verldufe der generierten BOLD-Antwort der Stimulationsphasen mit
50 % Stimulationsintensitat (Phase 1-10, blaue Markierung) und doppelter
Stimulationsintensitat (Phase 11-20) der hochfrequenten Stimulation des TP mit 20 Pulsen
im ipsilateralen und contralateralen entorhinalen Cortex. Die HRF stellt den Verlauf der
gemittelten BOLD-Antwort dar (MW + Stabw der Stimulationsphasen 3-8, glatte Linie) im
Vergleich zur generierten BOLD-Antwort der ersten Stimulationsphase (gestrichelte Linie).).
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9.3 Stimulation des Tractus perforans mit 50 Pulsen je Sekunde

8 contralateraler Hippocampus (HCc)
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Abbildung 9.4 | Zeitlicher Verldufe der generierten BOLD-Antwort kurzer hochfrequenter
Stimulationen des Tractus Perforans mit 50 Pulsen im contralateralen Hippocampus, im
ipsilateralen und contralateralen entorhinalen Cortex. Die HRF stellt den Verlauf der
gemittelten BOLD-Antwort dar (MW * Stabw der Stimulationsphasen 3-8).
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9.4 Stimulation des Tractus perforans mit 100 Pulsen je Sekunde

contralateraler Hippocampus (HCc)
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Abbildung 9.5 | Zeitlicher Verldufe der generierten BOLD-Antwort kurzer (schwarz) und
langer (rot) hochfrequenter Stimulation des Tractus Perforans mit 100 Pulsen im
contralateralen Hippocampus, im ipsilateralen und contralateralen entorhinalen Cortex. Die
HRF stellt den Verlauf der gemittelten BOLD-Antwort dar (MW + Stabw der
Stimulationsphasen 3-8, glatte Linie) im Vergleich zur generierten BOLD-Antwort der ersten
Stimulationsphase (gestrichelte Linie).
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9.5 Pharmakologische Untersuchungen

9.5.1 Stimulation mit 20 Pulsen je Sekunde

Tabelle 9.1 | Elektrophysiologisch gemessene Parameter der Aktivitat der
Kdrnerzellen im DG und den dazugehdrigen maximalen BOLD-Antworten in sich
wiederholenden hochfrequenten Stimulationen des Tractus perforans mit 20 Pulsen
mit 50 % Stimulationsintensitat (250 pA) in Anwesenheit des
D45 -Rezeptor-Antagonisten SCH23390, des D1-Rezeptor-Agonisten SKF83959 und
des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 im Vergleich zur pharmakologischen
Kontrollgruppe.

250 pA Gyrus dentatus (DG) ipsilateraler Hippocampus (HCi)
PSA [mV] Latenz [ms] BOLD Anstieg BOLD max [%]

Kontrolle Stimulationsphase 1 13,23 4,30 0,29 3,05
100 Hz 20 Pulse 8s Stimulationsphasezr 8,66 511 V -0,62 V V -0,170
Stimulaionsphase 3 1678 499 o2 208
Stimuitionsphase 4 1513 486 o2 250
Stimulationsphase 5 138 471 028 231
Stimuitionsphase 6 129 461 o 290
Stimuationsphase 7 119 455 Co:2 a7
Stmuatonsphase s 1084 448 o3 2%

MW [1-8] 12,83 4,70 MW [3-8] 0,30 2,48

Stabw 2,66 0,27 Stabw 0,03 0,31

SKF839595 Stimulationsphase 1 10,64 4,37 0,25 2,51
100 Hz 20 Pulse Stimulationsphase2:” 13,97 4,60 007 - 045
Stimulationsphaseé’jr 17,764 4,92 V 0,13 V V 1,7é
Stimulationsphase 4 1576 470 o2t 19
Stimulationsphase 5 1461 453 021 23
StimulationsphaseGj 14,17 4,39 0,24 2,37
Stimulationsphase 7: 13,07 4,35 0,28 2,53
StimulationsphaseST” 13,19 4,30 020 i 243 |

Mw [1-8] 14,13 4,52 Mw [3-8] 0,21 2,23

Stabw 2,05 0,21 Stabw 0,05 0,32
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Fortsetzung Tabelle 9.1

SCH23390 Stimulationsphase 1 12,07 4,08 0,34 3,08
100 Hz 20 Pulse Stimulationsphase 2 7,39 4,33 0,11 1,41
Stimulationsphase 3 1321 VVVVVVVVV 4,77 0,26 1,87
Stimulationsphase 4 1497 | ”4,867 . 032 i 289
Stimulationsphase 5 i4,4 4,68 6,35 72,795
Stimulationsphase 6 1382 4,58 0,44 3,10
Stimulationsphase 7 1308 ””4,527 041 | 295
Stimulstionsphase 8 1241 447 042 320
MW [1-8] 12,67 4,54 Mw [3-8] 0,37 2,83
Stabw 2,34 0,25 Stabw 0,07 0,48
MK801 Stimulationsphase 1 7,53 4,42 0,20 1,96
100 Hz 20 Pulse Stimulationsphase 2 66 | ”4,427 . 019 =i 21 17
Stimulationsphase 3 564 445 020 223
Stimulationsphase 4 493 777777777 4,48 0,21 2,33
Stimulationsphase 5 435 777777777 4,547 V 020 V 226
Stimulationsphase 6 372 453 022 202
Stimulationsphase 7 3,6 4,60 0,27 2,44
Stimulationsphase 8 32 VVVVVVVVV 460 026 214
MW [1-8] 4,95 4,51 MW [3-8] 0,23 2,24
Stabw 1,54 0,07 Stabw 0,03 0,15

Werte werden als Mittelwert mit Standardabweichung (MW + Stabw) aller gemessenen

Versuchstiere (n=5 je Gruppe) angegeben.
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Tabelle 9.2 | Elektrophysiologisch gemessene Parameter der Aktivitdt der
Kornerzellen im DG und den dazugehdrigen maximalen BOLD-Antworten in sich
wiederholenden hochfrequenten Stimulationen des Tractus perforans mit 20 Pulsen
mit  doppelter  Stimulationsintensitat (500 pA) in Anwesenheit  des
D15 -Rezeptor-Antagonisten SCH23390, des D1-Rezeptor-Agonisten SKF83959 und
des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 im Vergleich zur pharmakologischen
Kontrollgruppe.

500 pA Gyrus dentatus (DG) Gyrus dentatus (DG)
PSA [mV] Latenz [ms] PSA [mV] Latenz [ms]

Stimulationsphase 1 11,38 4,30 0,47 4,94

Stimulationsphase 2 10,57 4,36 0,17 0,93

Stimulationsphase 3 15,66 4,44 0,28 2,48

Stimulationsphase 4 16,64 4,36 0,33 3,06

Stimulationsphase 5 15,68 4,37 0,39 3,32

Stimulationsphase 6 13,6 3,36 0,37 3,16

Stimulationsphase 7 14,48 4,40 0,38 3,24

Stimulationsphase 8 16,05 4,29 0,34 2,89

MW [1-8] 14,26 4,20 MW [3-8] 0,35 3,02

Stabw 2,24 0,36 Stabw 0,04 0,31

SKF839595 Stimulationsphase 1 14,53 3,98 0,39 3,98

100 Hz 20 Pulse Stimulationsphase 2 13,93 4,15 0,31 2,81

Stimulationsphase 3 15,04 4,30 0,27 2,63

Stimulationsphase 4 15,16 4,19 0,40 3,43

Stimulationsphase 5 15,57 4,25 0,35 3,21

Stimulationsphase 6 15,65 4,19 0,32 3,00
Stmustonsphase7 158 417 0w e

Stimulationsphase 8 14,53 4,16 0,35 3,54

MW [1-8] 15,03 417 MW [3-8] 0,33 3,08

Stabw 0,65 0,09 Stabw 0,04 0,38

Werte werden als Mittelwert mit Standardabweichung (MW + Stabw) aller gemessenen
Versuchstiere (n=5 je Gruppe) angegeben.
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Fortsetzung Tabelle 9.2

Stimulationsphase 1 12,23 4,16 0,55 4,92
Stimulationsphase 2 9,58 4,24 0,15 0,77
Stimulationsphase 3 14,34 4,45 0,35 2,81
Stimulationsphase 4 14,5 4,36 0,48 3,17
Stimulationsphase 5 14,4 4,30 0,40 3,78
Stimulationsphase 6 12,63 4,22 0,41 3,57
Stimulationsphase 7 13,73 4,24 0,40 3,48
Stimulationsphase 8 12,75 4,12 0,42 3,49
MW [1-8] 13,02 4,26 MW [3-8] 0,41 3,38
Stabw 1,65 0,11 Stabw 0,04 0,34
Stimulationsphase 1 10,09 4,31 0,39 3,35
Stimulationsphase 2 9,39 4,55 0,30 2,10
Stimulationsphase 3 9,54 4,54 0,29 2,27
Stimulationsphase 4 9,16 4,53” ” ”707,36 N 296
Stimulationsphase 5 8,68 4,54 0,36 3,00
Stimulationsphase 6 8,23 4,56 0,39 2,97
Stimulationsphase 7 7,75 4,59 0,36 2,98
Stimulationsphase 8 7,26 4,59 0,39 2,92
MW [1-8] 8,76 4,53 MW [3-8] 0,36 2,85
Stabw 0,96 0,09 Stabw 0,03 0,29

Werte werden als Mittelwert mit Standardabweichung (MW + Stabw) aller gemessenen
Versuchstiere (n=5 je Gruppe) angegeben.
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9.56.2 Stimulation mit 100 Pulsen je Sekunde

Abbildung 9.6 | Visualisierung der BOLD-Aktivierungsmuster der Experimentalgruppe
SCH23390 und der pharmakologischen Kontrollgruppe wahrend der Wiederholungsversuche
kurzer Stimulationen mit 100 Pulsen des Tractus perforans im 3D-Modell des Ratten-
Gehirns. Die Klammern kennzeichnen die fMRT-Untersuchungen, die eine Woche an naiven
Versuchstieren durchgefiihrt wurden. Die farblich markierten Regionen stellen signifikante
Veranderungen im Vergleich zur fMRT-Untersuchung eine Woche zuvor dar.
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Tabelle 9.3 | Elektrophysiologisch gemessene Parameter der Aktivitat der
Kdrnerzellen im DG und den dazugehdrigen maximalen BOLD-Antworten in sich
wiederholenden hochfrequenten Stimulationen des Tractus perforans mit 100 Pulsen
in Anwesenheit des Dqs —Rezeptor-Antagonisten SCH23390 im Vergleich zur
pharmakologischen Kontrollgruppe.

Gyrus dentatus (DG) ipsilateraler Hippocampus (HCi)
PSA [mV] Latenz [ms] BOLD Anstieg BOLD max [%]

Stimulationsphase 1 4,75 4,71 0,36 3,46
Stimulationsphase 2 11,93 5,44 0,25 2,66
Kontrolle Stimulationsphase 3 6,67 5,27 0,40 417
100 Hz 100 Pulse 8 s Stimulationsphase 4 5,49 4,91 0,46 413
Stimulationsphase 5 5,21 4,73 0,44 4,65
Stimulationsphase 6 4,76 4,73 0,41 3,93
Stimulationsphase 7 4,39 4,62 0,39 3,55
Stimulationsphase 8 4,04 4,26 0,44 4,36
MW [1-8] 5,90 4,83 MW [3-8] 0,39 4,13
Stabw 2,56 0,37 Stabw 0,07 0,63
Stimulationsphase 1 2,45 5,09 0,42 3,35
Stimulationsphase 2 10,35 5,47 0,25 2,33
SCH23390 Stimulationsphase 3~ 6,34 5,20 0,35 3,68
100 Hz 100 Pulse 8 s Stimulationsphase 4 2,56 4,83 0,46 4,37
Stimulationsphase 5 2,53 5,06 0,41 3,79
Stimulationsphase 6 2,55 5,05 0,43 3,75
Stimulationsphase 7 1,88 4,71 0,41 3,45
Stimulationsphase 8 1,10 5,09 0,37 3,78
MW [1-8] 3,72 5,06 MW [3-8] 0,39 3,80
Stabw 3,09 0,23 Stabw 0,06 0,58

Zusammengefasst sind die aufgezeichneten Durchschnittswerte der experimentellen
fMRT-Untersuchungen (n=10 Tiere pro Gruppe). Die BOLD . Werte stellen den
prozentualen Anstieg der BOLD-Signalintensitdt und der BOLD ansieqg reprasentiert die
Steigung zwischen Stimulationsbeginn und der maximal generierten BOLD-Signalintensitat.
Alle elektrophysiologischen Daten sind Mittelwerte der gemessenen Versuchstiere.
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Tabelle 9.4 | Elektrophysiologisch gemessene Parameter der Aktivitat der Kérnerzellen
im DG und den dazugehdérigen maximalen BOLD-Antworten in sich wiederholenden
hochfrequenten Stimulationen des Tractus perforans mit 100 Pulsen in Anwesenheit
des NMDA Rezeptor-Antagonisten MK801 im Vergleich zur pharmakologischen
Kontrollgruppe.

Gyrus dentatus (DG) ipsilateraler Hippocampus (HCi)
PSA [mV]  Latenz [ms] BOLD Anstieg BOLD max [%]

Stimulationsphase 1 5,30 4,61 0,36 3,16
Stimulationsphase 2 12,72 5,16 0,24 2,34
Stimulationsphase 3 8,74 5,30 0,47 4,21
Kontrolle Stimulationsphase 4 4,55 5,26 0,40 3,79
ntinuierliche Stimulati Stimulationsphase 5 2,92 4,90 0,49 3,77
100 Hz 100 Pulse 8 s Stimulationsphase 6 2,38 4,81 0,47 411
Stimulationsphase 7 2,00 4,86 0,38 3,45
Stimulationsphase 8 1,51 4,80 0,45 3,87
Mw [1-8] 3,683 4,99 Mw [3-8] 0,44 3,87
Stabw 2,690 0,25 Stabw 0,04 0,27
Stimulationsphase 1 2,642 4,60 0,26 2,55
Stimulationsphase 2 5,900 5,49 0,28 2,73
MK801 Stimulationsphase 3 1,464 6,00 0,39 3,52
ntinuierliche Stimulat| Stimulationsphase 4 0,693 6,20 0,36 3,30
100 Hz 100 Pulse 8 s Stimulationsphase 5 0,498 6,38 0,33 3,13
Stimulationsphase 6 0,732 6,73 0,37 2,86
Stimulationsphase 7 0,689 6,83 0,34 2,76
Stimulationsphase 8 0,794 6,77 0,32 2,63
Mw [1-8] 0,812 6,49 MW [3-8] 0,35 3,03
Stabw 0,335 0,77 Stabw 0,02 0,34

Zusammengefasst sind die aufgezeichneten Durchschnittswerte der experimentellen
fMRT-Untersuchungen (n = 8 Tiere pro Gruppe). Die BOLD .x-Werte stellen den prozentualen
Anstieg der BOLD-Signalintensitat und der BOLD anstieq reprasentiert die Steigung zwischen
Stimulationsbeginn  und  der maximal  generierten BOLD-Signalintensitat.  Alle
elektrophysiologischen Daten sind Mittelwerte der gemessenen Versuchstiere.
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Tabelle 9.5 | Zusammenfassung der maximal generierten
BOLD-Signalintensitatsanderungen aktivierter Regionen (ROI) der

SCH23390-Experimentalgruppe im Vergleich zu pharmakologischen Kontrollgruppe
wahrend der kontinuierlichen Stimulation des Tractus perforans.

Kontrolle (MK801) MK801 p-Wert (K-MK801)
ROI
BOLD max [%] BOLD Anstieg ~ BOLD max [%] BOLD Anstieg BOLD max
HCI 3,87+£06 0,44 +0,04 3,03+0,34 0,35%0,02 0,013
HCc 267+091 028+008 144+0,11 0,122 0,04 0,017
ECi 4,24 +0,70 0,50 0,11 291+0,29 0,30+0,04 0,003
ECc 2,86 +£0,21 0,33+0,04 2,02+0,22 0,19+0,03 0,001
mPFCl 0,86 +0,32 0,1+0,05 0,37 +£0,24 0,05%0,04 0,005
NAcc 1,10+£0,28 0,09 £ 0,04 0,41 +0,14 0,019£0,03 < 0,001
BLA @ 2,24 +0,58 0,08 £0,03 0,37 +0,12 0,02 £0,08 < 0,002
VT/VSnj 1,65+£0,32 0,15%£0,04 0,80+0,26 0,06 £ 0,03 < 0,001

Aufgeflhrt sind die Durchschnittswerte + Stabw (n =8 Versuchstiere pro Gruppe). Die
BOLD ,.-Werte stellen den prozentualen Anstieg der BOLD-Signalintensitaten dar. Der
BOLD ansteg  reprasentiert die  Steigung der hamodynamischen Antwort vom
Stimulationsbeginn bis zur maximal generierten BOLD-Signalintensitat. Statistisch
angegeben ist das Signifikanzniveau getestet durch Mann-Whitney-Test auf dem sich die
maximale BOLD-Antwort in den aktivierten Regionen der Kontroligruppe und der
Experimentalgruppe unterscheiden. Die hervorgehobenen p-Werte zeigen Signifikanz-
Veranderungen (p < 0.05).
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Tabelle 9.6 | Zusammenfassung der Voxel-Anzahl signifikant aktivierter Regionen (ROI)
wahrend der hochfrequenten Stimulation des Tractus perforans.

20 Pulse 50 Pulse 100 Pulse 100 Pulse
ROI

8s 30s i 30s | 8s 8s 30s Il 30s | SCH23390 MK801

HCi 5020 134 £ 20 83+13 233+94 414 + 88 625+ 73 809 + 92 517 +187 23591

HCc 2+19 13+20 1017 145+ 73 220+ 120 490 + 57 574 = 80 234+178 4378

ECi 4320 84 +21 52+8 183 £ 129 139 £ 25 95+ 15 314 + 31 90 + 53 120 + 40
ECc 21x20 47 £ 20 29+12 175+ 119 132 + 50 125+ 18 306 = 32 98 + 56 7474
mPFC 11+18 9+19 0 45+ 50 42+£10 65+ 23 508 12116 0t2
NAcc 0 0 0 36 + 30 50 + 12 120+ 12 95+ 16 50 + 26 0x1
VTA/Sn 0 0 0 10+8 24 +20 56 +12 58 + 15 14 £13 1£2

Aufgeflhrt sind die Durchschnittswerte + Stabw aktivierter Voxel (n > 6 Versuchstiere pro Gruppe).
Statistisch angegeben ist das Signifikanzniveau getestet durch Mann-Whitney-Test auf dem sich die
maximale BOLD-Antwort in den aktivierten Regionen der Kontrollgruppe und der Experimentalgruppe
unterscheiden. Die hervorgehobenen p-Werte zeigen Signifikanz-Verédnderungen (p < 0.05).
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