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Kapitel 1: Einleitung

1 Einleitung

1.1 Synaptische Informationsiibertragung

Nervenzellen kommunizieren vor allem Uber spezialisierte Kontaktstellen, die Synapsen.
Man unterscheidet dabei zwei prinzipiell verschiedene Mechanismen der
SignalUbertragung. Zum einen sind Neurone durch sogenannte "gap junctions" direkt
elektrisch miteinander gekoppelt. Zum anderen 16st bei den chemischen Synapsen ein
elektrisches Signal an den prdsynaptischen Nervenendigungen die Freisetzung eines
Botenstoffes aus, der Uber den synaptischen Spalt diffundiert und an spezifische
Rezeptoren des postsynaptischen Neurons bindet. Bei der Interaktion zwischen einem
solchen Neurotransmitter und seinem Rezeptor wird die chemische Information des
Transmitters in ein elektrisches Signal zurlickverwandelt. Eine Depolarisation flhrt
hierbei zu einer Erregung, eine Hyperpolarisation zu einer Hemmung der

postsynaptischen Nervenzelle.

1.1.1 Glutamaterge Transmission

Die Aminosadure L-Glutamat gilt heute als wichtigster erregender Neurotransmitter im
zentralen Nervensystem (ZNS) der Saugetiere. Die Synthese von L-Glutamat aus
Ammoniumionen und o-Ketoglutarat wird durch das Enzym Glutamat-Dehydrogenase
katalysiert und findet vor allem in den Nervenendigungen statt. Neben der synaptischen
Informationsiibertragung spielt Glutamat bei der Speicherung von Gedachtnisinhalten
(siehe Abschnitt 1.2), der Ausbildung neuronaler Strukturen wie Axonen und Dendriten,
und der Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen, wie zum Beispiel der
Alzheimer schen Demenz, eine wichtige Rolle (als Ubersichten siehe Mayer & Westbrook,
1987; Dingledine et al., 1988; Monaghan et al., 1989; Lees, 1996; Ozawa et al. 1998).

Glutamatrezeptoren werden heute in zwei verschiedene Klassen eingeteilt. Die erste
Klasse, die ionotropen Glutamatrezeptoren, sind an Kationenkanadle gekoppelt und
vermitteln dadurch direkt und schnell die exzitatorische synaptische Transmission.
Entsprechend ihrer Affinitat zu spezifischen, kinstlich synthetisierten Agonisten werden
sie in die drei Untergruppen der o-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure
(AMPA)-, der N-methyl-D-aspartat (NMDA)- und der Kainat-Rezeptoren eingeteilt. Die

zweite Klasse, die metabotropen Glutamatrezeptoren, gehdren zur Familie der G-Protein-
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gekoppelten Rezeptoren. Sie entfalten ihre vielfaltigen Wirkungen indirekt Uber
intrazelluldre Botenstoffe (als Ubersichten siehe Nakanishi, 1992; Seeburg, 1993;
Hollman & Heinemann, 1994). L-Glutamat ist der natirliche, endogene Agonist fir alle

genannten Rezeptoren.

1.1.1.1 AMPA-Rezeptoren

AMPA-Rezeptoren vermitteln an den meisten Synapsen im ZNS die schnelle erregende
synaptische Transmission. Der ionotrope Kanal der AMPA-Rezeptoren besitzt eine hohe
Permeabilitdt fir die Kationen Na* und K*. Teilweise ist er auch fiir Ca**-Ionen
durchgangig. Man nimmt an, daB der Kanal in Analogie zum nikotinischen Acetylcholin-
(nACh)-, GABAA- und NMDA-Rezeptor eine pentamere Struktur aufweist. Bis heute
wurden vier Untereinheiten identifiziert, die entweder als GIuRA - GIuRD (Keindnen et
al., 1990) oder GIluR1 - GluR4 (Boulter et al., 1990; Nakanishi et al., 1990) bezeichnet
werden. Jede dieser Untereinheiten besteht aus ungefédhr 900 Aminosauren und existiert
in zwei verschiedenen "Splice"-Varianten, der "Flip"- beziehungsweise der "Flop"-Form
(Sommer et al., 1990). Die Vielfalt der verschiedenen Untereinheiten wird weiterhin
durch "RNA-Editing" erhéht (Sommer et al., 1991). "Splice"-Varianten entstehen durch
das sogenannte "alternative splicing". Bei diesem Vorgang werden zusatzlich zu den
Introns ("splicing") spezifische Exon-Sequenzen aus dem primaren mRNA-Transkript
herausgeschnitten. Das "RNA-Editing" ist ein Vorgang, bei dem nur einzelne Codons der

mRNA-Matrize verandert werden.

Die Untereinheiten von Liganden-gesteuerten Ionenkandlen besitzen eine groB3e
Domane am extrazellular lokalisierten Amino-Terminus und vier hydrophobe
Transmembransegmente (TM1 - TM4). Als Folge dieser Anordnung liegt das
Carboxylende ebenfalls auf der extrazelluldaren Seite der Membran. Diese Vorstellung
wurde fur die ionotropen Glutamatrezeptoren revidiert. Nach heutiger Ansicht besitzen
GIluR1 - GIuR4 nur 3 Membransegmente, wobei TM2 entweder intrazellular an der
Membran liegt oder in der Zellmembran eine Haarnadel bildet. Die Domane zwischen TM3
und TM4 kommt dadurch extrazellular und das Carboxylende intrazelluldr zu liegen
(Hollmann et al., 1994; Wo & Oswald, 1994; Abbildung 1.1). Die funktionellen
Eigenschaften der AMPA-Rezeptoren werden durch den Aufbau aus den verschiedenen
Untereinheiten bestimmt, wobei sowohl eine homomere, als auch heteromere
Zusammensetzung madglich ist. Eine besondere Rolle spielt hierbei die GIuR2
Untereinheit. Rezeptoren, die aus einer Kombination von GIuR2 mit GIuR1,3 und/oder 4
bestehen, sind fiir Ca®’'-Ionen wenig permeabel und =zeigen in ihrer Strom-

Spannungsbeziehung eine Auswartsgleichrichtung. In Abwesenheit der GIuR2
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Untereinheit hingegen ist die Ca’*-Permeabilitdt deutlich erhéht und es ist eine
Einwértsgleichrichtung zu beobachten (als Ubersichten siehe Seeburg, 1993; Hollmann &
Heinemann, 1994; Jonas & Burnashev, 1995). Ein gleichrichtender Ionenkanal kann mit
einer Diode verglichen werden. Seine Strom-Spannungsbeziehung verlauft demnach

nicht linear.

AMPA-Rezeptoren besitzen verschiedene Bindungsstellen, durch die ihre funktionellen
Eigenschaften moduliert werden kénnen. Kompetitive Antagonisten wie die
Quinoxalindione CNQX und das selektivere NBQX binden an der Glutamatbindungsstelle
(Honoré et al., 1988; Sheardown et al., 1990). Das Benzodiazepinderivat GYKI 52466
blockiert durch einen nicht-kompetitiven, allosterischen Mechanismus AMPA-Rezeptor
mediierte Stréme (Donevan & Rogawski, 1993; Parsons et al., 1994). Cyclothiazid bindet
an eine Stelle des Rezeptors, Uber die die Kinetik der Stréome beeinfluBt wird. Dieses
Benzothiadiazid reduziert die Desensitivierung und verlangsamt die Deaktivierung
(Yamada & Rothman, 1992; Patneau et al., 1993, Partin et al., 1996).

1.1.1.2 NMDA-Rezeptoren

Der NMDA-Rezeptor ist der am besten charakterisierte Glutamatrezeptor-Subtyp. Er
spielt eine wichtige Rolle bei der synaptischen Transmission, der synaptischen Plastizitat
(siehe Abschnitt 1.2), der neuronalen Entwicklung und bei pathophysiologischen
Prozessen (als Ubersichten siehe Monaghan et al., 1989; Bliss & Collingridge, 1993;
Scatton, 1993). An vielen erregenden Synapsen des ZNS wurde eine Kolokalisation und
eine damit einhergehende Koaktivierung von NMDA- und AMPA-Rezeptoren beobachtet
(Bekkers & Stevens, 1989; Jones & Baughman, 1991; Clements et al., 1992). Der Kanal
des NMDA-Rezeptors ist fiir die Kationen Na*, K* und Ca®* permeabel (MacDermot et al.,
1986; Abbildung 1.1). Charakteristisch flir den NMDA-Rezeptor ist die
spannungsabhingige Blockierung durch Mg®*-Ionen und die im Vergleich zu den AMPA-
Rezeptoren deutlich langsamere Kinetik der durch ihn vermittelten exzitatorischen
postsynaptischen Stréme (EPSCs) (Lester et al., 1990). In Analogie zu den AMPA-
Rezeptoren gibt es mehrere Subtypen von NMDA-Rezeptoren, die sich in ihrer
molekularen Struktur und Funktion unterscheiden. Bedingt ist diese Vielfalt durch einen
unterschiedlichen, heteromeren Aufbau aus den verschiedenen Untereinheiten. Die Gene
flr die bis heute bekannten finf Untereinheiten gliedern sich in zwei Gruppen. Die erste
Gruppe kodiert ausschlieBlich die fiir einen funktionsfahigen NMDA-Rezeptor essentielle
NR1 Untereinheit. Die zweite Gruppe kodiert die vier Untereinheiten NR2A - NR2D. Fur
die NR1 Untereinheit sind bis heute acht verschiedene "Splice"-Varianten bekannt. Fir

die NR2A - NR2C Untereinheiten gibt es bislang keine Hinweise auf "Splice"-Varianten.



Kapitel 1: Einleitung

Die NR2D Untereinheit kommt in den zwei Formen NR2D1 und NR2D2 vor (Ishii et al.,
1993; Seeburg, 1993; Hollmann & Heinemann, 1994; McBain & Mayer, 1994; Mori &
Mishina, 1995; Zukin & Bennett, 1995).

Die Pharmakologie von NMDA-Rezeptoren ist sehr komplex. Durch eine Vielzahl
verschiedener Bindungsstellen ist eine Modulation der funktionellen Eigenschaften
moglich (Abbildung 1.1). Fir zahlreiche Liganden sind Bindungsstellen bekannt: (1) Den
Agonisten (L-Glutamat, NMDA etc.), (2) den fir die Aktivierung des Kanals essentiellen
Co-Agonisten Glycin (Johnson & Ascher, 1987; Kleckner & Dingledine, 1988), (3) die
modulatorisch wirkende Polyamine, wie Spermin und Spermidin (McGurk et al., 1990;
Benveniste & Mayer, 1993; Williams et al., 1993), (4) die den Kanal
spannungsunabhéngig blockierende Zn?*-Ionen (Christine & Choi, 1990; Legendre &
Westbrook, 1990), (5) die den Kanal spannungsabhdngig blockierenden Mg?*-Ionen
(Monyer et al., 1994), (6) die sogenannten "open channel blocker", wie MK-801,
Phencyclidin (PCP, "Angel dust") und Tenocyclidin (TCP) (als Ubersicht siehe Scatton,
1993) und (7) Protonen (Traynelis & Cull-Candy, 1991). Kompetitive Antagonisten, wie
D-APV, binden an die Glutamat/NMDA-Bindungsstelle. Die NMDA-Rezeptoren besitzen
extrazelluléar gelegene Glykosylierungsstellen (Hollman & Heinemann, 1994). Durch
Phosphorylierung an den entsprechenden intrazellular lokalisierten Stellen kann die

Aktivitat der Rezeptoren reguliert werden (Chen & Huang, 1992).

Glutamat, NMDA,

Glykosylierungstelle D-APV

MK-801,
-~ PCP

> - ~Mg 2
coooooo0od ad _;Kk@@(;@{:

Intrazelluldér

ar
I
e “”’T

P

.

Phosphoryllerungsstellen

Abb. 1.1: Modell des NMDA-Rezeptors. Verandert nach Waxham (1999).
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1.1.2 GABAerge Transmission

Die neuronale Aktivitdt wird durch ein Wechselspiel zwischen erregenden und
hemmenden Einflissen reguliert. Als wichtigster inhibitorischer Neurotransmitter im ZNS
gilt die neutrale Aminosaure y-Aminobuttersaure (GABA, "y-aminobutyric acid"). Ihre
Biosynthese erfolgt durch Decarboxylierung von Glutamat durch das Enzym GAD
("glutamic acid decarboxylase"). GABAerge Projektionen werden hauptsachlich von
Interneuronen ausgebildet. Es gibt allerdings auch sogenannte "long-axoned GABA cells",
die beispielsweise vom Striatum in die Substantia nigra projizieren. Dysfunktionen des
GABAergen Systems sind flr die Enstehung zahlreicher neurologischer und
psychiatrischer Krankheiten verantwortlich. Als Beispiele seien die Epilepsie,
Erkrankungen aus dem schizophrenen Formenkreis und die Alzheimer’sche Demenz
genannt. GABA-Rezeptoren werden heute in die Klassen der ionotropen GABAA- und
GABAc- und der metabotropen GABAg-Rezeptoren eingeteilt (als Ubersicht siehe Enna &
Bowery, 1996).

1.1.2.1 Ionotrope GABA-Rezeptoren

Die ionotropen GABA,-Rezeptoren vermitteln eine schnelle Hyperpolarisation der
postynaptischen Nervenzelle. Die fiir ClI'-Ionen selektive Ionenpore ist ein aus funf
Untereinheiten bestehendes Heterooligomer mit einem Molekulargewicht von ungefahr
275 kDa (Olsen & Tobin, 1990). Die Heterogenitat des GABAs-Rezeptors beruht auf den
Kombinationsmdglichkeiten der Untereinheiten, die derzeit nach ihrem Homologiegrad in
die vier Klassen o, B, vy und & eingeteilt werden. Jede Untereinheit liegt im Gehirn in
mehreren unabhangig voneinander exprimierten Isoformen vor. Bisher wurden 15
Untereinheiten (a1l - o6, B1 - B4, y1 - v4 und J) identifiziert. Fir einige dieser
Untereinheiten existieren "Splice"-Varianten (als Ubersichten siehe Barnard, 1995;
Liddens et al., 1995; Moéhler et al., 1995a, b; Sieghart, 1995; Smith & Olsen, 1995). In
den meisten Gehirnregionen bestehen die GABA,-Rezeptoren aus einer Kombination von
o-, B- und y-Untereinheiten. Die 4-Untereinheit wird hauptséachlich in den Kérnerzellen
des Cerebellums exprimiert und ersetzt dort die y-Untereinheit (Fritschy & Md&hler, 1995;
McKernan & Whiting, 1996). GABAA-Rezeptoren, die eine d-Untereinheit enthalten, zeigen
eine verstarkte Antwort auf GABA (Saxena & Macdonald, 1994).

Die Pharmakologie der GABA,-Rezeptoren ist komplex. Die a-, B- und y-Untereinheiten
besitzen jeweils eine Bindungstelle fiir Agonisten (GABA, Muscimol), sodaB 4 - 5
Moleklile GABA an einem Rezeptor binden kénnen. Ein bekannter kompetitiver Antagonist

ist Bicucullin. Sogenannte Konvulsiva wie Picrotoxin wirken als nicht-kompetitive



Kapitel 1: Einleitung

Antagonisten. Die Lokalisation der entsprechenden Bindungsstelle wird kontrovers
diskutiert. Therapeutisch sind Benzodiazepine, wie Diazepam und Clobazam, von groBer
Bedeutung. Uber eine allosterische Verstarkung der GABAas-Rezeptor-vermittelten
Hemmung bewirken sie anxiolytische, antikonvulsive, muskelrelaxierende und sedativ-
hypnotische Effekte. Die Funktion von GABAs-Rezeptoren wird weiterhin durch
Barbiturate, neuroaktive Steroide, Alkohol und Zn?*-Ionen moduliert (als Ubersichten
siehe Liddens et al., 1995; Upton & Blackburn, 1996; Abbildung 1.2).

GABA-Rezeptoren bilden die zweite Klasse der ionotropen GABA-Rezeptoren. Sie sind
fir Bicucullin nicht sensitiv und konnen daher pharmakologisch von den GABAa-
Rezeptoren abgegrenzt werden. Die pentameren Homomere sind entweder aus der pl-
oder der p2-Untereinheit aufgebaut. Im Gegensatz zu den GABA,-Rezeptoren ist der
Chloridkanal der GABAc-Rezeptoren auch fir andere kleine Anionen bis zur GréBe von
Acetat permeabel. Die Funktion der GABAc-Rezeptoren wurde vor allem an Neuronen der
Retina untersucht. An den Horizontalzellen fungieren sie als Autorezeptoren und
vermitteln prdsynaptische Inhibition an den bipolaren Zellen (als Ubersichten siehe
Johnston, 1996; Waxham, 1999).

GABA, Bicucullin
Steroide

Barbiturate .
1 x\

GABA, Bicucullin |
o =~ GaBA, Bicucullin

Benzodiazepine

Ethanol

PPN

T
BR0R0 2000

Intrazellular

‘ Picrotoxin
Cl-

Abb. 1.2: Modell des GABA,-Rezeptors. Verdndert nach Upton & Blackburn (1996).
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1.1.2.2 GABAg-Rezeptoren

Die metabotropen GABAg-Rezeptoren gehéren zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Neurotransmitterrezeptoren. Metabotrope Rezeptoren bestehen aus einem einzigen
Polypeptid mit sieben Transmembransegmenten (TM1 - TM7). Das Carboxylende ist
intrazellular und der Amino-Terminus extrazelluldr lokalisiert (als Ubersicht siehe
Waxham, 1999). Neuere Arbeiten weisen jedoch uberzeugend darauf hin, daB der
GABAg-Rezeptor ein Heterodimer ist und aus den beiden Untereinheiten GABAgR1 und
GABAgR2 besteht (als Ubersicht siehe Marshall et al., 1999). Uber die Aktivierung einer
K*-Leitfahigkeit vermitteln GABAg-Rezeptoren das spate, langsame inhibitorische
postsynaptische Potential (IPSP) (Connors et al., 1982; Howe et al., 1987b; Benardo,
1994; van Brederode & Spain, 1995; De Koninck & Mody, 1997). Prasynaptisch
lokalisierte GABAg-Rezeptoren bewirken als Autorezeptoren ebenfalls eine Hemmung. Als
Folge davon wird der Ca®*-Einstrom (iber spannungsabhingige Ca’*-Leitfahigkeiten und
die daraus resultierende Transmitterfreisetzung reduziert (McCarren & Alger, 1985; Deisz
& Prince, 1989; Deisz et al., 1997). Der GABAg-Rezeptor ist fiir Bicucullin nicht sensitiv.
Selektive Antagonisten des GABAg-Rezeptors sind Saclofen, Phaclofen und CGP35348.

Ein typischer Agonist ist Baclofen.

1.1.2.3 Verteilung der GABA-Rezeptoren im Neocortex

Die Verteilung der GABA-Rezeptoren im Neocortex der Ratte wurde mit unterschiedlichen
Methoden untersucht. Generell zeigte sich eine inhomogene Verteilung in den
verschiedenen Laminae. In autoradiographischen Studien war die Dichte sowohl der
GABA,-, als auch der GABAg-Rezeptoren in den auBeren Laminae (Lamina I - IV) hdher
als in den tiefen Laminae (Lamina V - VI) (Bowery et al., 1987). Es konnte weiterhin
gezeigt werden, daB sich die neocorticale Verteilung der GABA,-Rezeptoren von der der
GABAg-Rezeptoren unterscheidet (Chu et al., 1990). Wisden et al. (1992) untersuchten
mit der in situ Hybridisierungstechnik das regionale Expressionsmuster der mRNA von 13
Untereinheiten des GABA,-Rezeptors (ol - a6, Bl - B3, y1 - v3 und §). Mit Ausnahme von
a6 konnten samtliche Untereinheiten in allen Laminae nachgewiesen werden, wobei die
Starke der Expression in den einzelnen Schichten variierte. Die zitierten Arbeiten sowie
immunzytochemische Studien (Fritschy & Mdhler, 1995; Land et al., 1995) erlauben
allerdings keine eindeutige Aussage Uber die differentielle Verteilung von funktionellen
GABA-Rezeptorsubtypen auf einzelnen corticalen Neuronen. Ein Grund hierfir ist, daB mit
den genannten molekularbiologischen Methoden lediglich das Rezeptorprotein oder die

dafir kodierende mRNA detektiert werden kann.



Kapitel 1: Einleitung

1.1.2.4 Entwicklungsabhangige Veranderungen in der GABAergen Transmission

Funktionelle GABAA-Rezeptoren werden von der frihen Embryonalentwicklung an in
Neuronen exprimiert. Eine Aktivierung von GABAA-Rezeptoren wahrend der embryonalen
und frihen postnatalen Entwicklung bewirkt eine Depolarisation von Nervenzellen des
Rickenmarks (Wu et al., 1992; Serafini et al., 1995; Rohrbough & Spitzer, 1996), des
Hypothalamus (Obrietan & van den Pol, 1995), des Cerebellums (Connor et al., 1987),
des Cortex (Luhmann & Prince, 1991; LoTurco et al., 1995; Owens et al., 1996), des
Hippocampus (Hebb, 1949; Mueller et al., 1984; Ben-Ari et al., 1989; Fiszman et al.,
1990) und des Bulbus olfactorius (Serafini et al., 1995). Dies flhrte zu der weit
verbreiteten Ansicht, daB die schnelle exzitatorische Wirkung von GABA via GABAx-
Rezeptoren eine generelle Eigenschaft sich entwickelnder Nervenzellen ist und die
GABA-Rezeptoren die Funktion der in den frihen Entwicklungsstadien fehlenden AMPA-
Rezeptoren ibernehmen (als Ubersicht siehe Ben-Ari et al., 1997). Die depolarisierende
Wirkung von GABA beruht nicht auf auBergewdhnlichen Eigenschaften von neonatalen
GABAA-Rezeptoren, sondern auf einer erhéhten intrazellularen ClI'-Konzentration, die aus
entwicklungsabhangigen Veranderungen des Homd&ostasesystems flr die intrazellulare CI°
-Ionen-Konzentration resultiert (Inoue et al., 1991; Zhang et al., 1991; Hara et al.,
1992; Serafini et al., 1995; Staley et al., 1996; Takebayashi et al., 1996).

1.2 Synaptische Langzeitplastizitat

Lang anhaltende, aktivitatsabhangige Veranderungen in der Effizienz von glutamaterger
synaptischer Transmission sind von entscheidender Bedeutung flir die Entwicklung des
Nervensystems, flir die Informationsspeicherung und die corticale Neukartierung nach
Verletzungen oder Amputationen. Schon vor ungefahr 50 Jahren vertrat man die
Meinung, daB Gedachtnisinhalte zu einem groBen Teil im zerebralen Cortex gespeichert
werden (Hebb, 1949). Aus diesem Grund wurden die ersten Studien zur synaptischen
Langzeitplastizitdt an Praparaten dieser Gehirnregion durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren
allerdings verwirrend und man konzentrierte sich verstarkt auf den Hippocampus, eine
Struktur, der ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Informationsspeicherung
zugedacht wird. Zahlreiche Studien zur Charakterisierung von synaptischer
Langzeitplastizitat wurden seitdem am Hippocampus durchgefiihrt und machten vor allem
die glutamaterge Schaffer-Kollateral-Synapse zu einem wichtigen Modell fir die
Untersuchung von grundlegenden Mechanismen von Lernen und Gedachtnisbildung bei

Vertebraten.
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Generell unterscheidet man zwischen 2zwei Formen der Langzeitplastizitat. Eine
Verstarkung der Effizienz einer Synapse wird als Langzeitpotenzierung (LTP, "long-term
potentiation") bezeichnet und fir gewdhnlich durch eine kurze, hochfrequente elektrische
Stimulation von Afferenzen induziert. Diese Form der synaptischen Plastizitdt wurde zum
erstenmal 1973 von Bliss & Lomo im Hippocampus beobachtet. Eine Verminderung der
synaptischen Antwort wird dagegen Langzeitdepression (LTD, "long-term depression")
genannt. Eine verlassliche Induktion erfolgt meistens durch eine niederfrequente, im
Bereich von Minuten durchgeflihrte Stimulation von Afferenzen. In vielen Gehirnregionen
konnte bei glutamatergen Synapsen Langzeitplastizitat beobachtet werden. Als Beispiele
seien neben dem Hippocampus der Neocortex, das Cerebellum, die Amygdala und das
Riickenmark genannt (als Ubersichten siehe Bliss & Collingridge, 1993; Linden, 1994;
Malenka, 1995).

1.2.1 Ca**-Abhingigkeit der LTP-/LTD-Induktion

Die Induktion aller Formen von LTP beziehungsweise LTD scheint generell von einer
Erhéhung der postsynaptischen Ca?*-Konzentration abhdngig zu sein (als Ubersichten
siehe Tsumoto, 1992; Bear & Malenka, 1994; Jodar & Kaneto, 1995). Neurone reagieren
auf einen Ca®*-Einstrom &uBerst empfindlich, da die intrazelluldre Konzentration in etwa
0,1 pM und die extrazelluldare Konzentration ungefahr 2 mM betragt. Fir die
Aufrechterhaltung dieses starken Konzentrationsgradienten existieren mehrere
Mechanismen der Ca**-Sequestrierung (als Ubersicht siehe McCormick, 1999). Sowohl im
Hippocampus als auch im Neocortex erfolgt die fir die Induktion von LTP
beziehungsweise LTD notwendige Erhéhung der postsynaptischen Ca?*-Konzentration
durch eine starke Aktivierung von NMDA-Rezeptoren, spannungsabhdngigen Ca’*-
Leitfahigkeiten (VDCCs, "L-type voltage-dependent Ca®* channels") oder metabotropen
Glutamatrezeptoren (als Ubersicht siehe Malenka, 1995). Auf Grund des
spannungsabhingigen Mg**-Blocks fungiert der NMDA-Rezeptor hierbei als
Koinzidenzdetektor der pra- und postsynaptischen Aktivitat (Malenka & Nicoll, 1993;
Markram et al., 1997). Nur wenn Glutamat an den Rezeptor gebunden ist und zeitgleich
die Membran ausreichend depolarisiert ist, sodaB die Mg?*-Ionen ihre Bindungsstelle
verlassen, kann Ca?* durch den NMDA-Rezeptor in die Zelle einstrdmen. Die Induktion
der meisten Formen von synaptischer Langzeitplastizitat ist von der Aktivierung der
NMDA-Rezeptoren abhangig und [aBt sich deswegen durch NMDA-Rezeptor-Antagonisten,
wie D-APV oder MK-801, blockieren.
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1.2.2 Bidirektionalitat synaptischer Langzeitplastizitit

In Abhangigkeit von der Starke der Stimulation kann an vielen exzitatorischen Synapsen
im ZNS sowohl LTP als auch LTD induziert werden. Dieser Bidirektionalitdt der
synaptischen Langzeitplastizitdt liegen nach der "sliding threshold"-Theorie (Bienenstock
et al., 1982; Bear, 1995) unterschiedliche Schwellenwerte der postsynaptischen Ca®*-
Konzentration zugrunde. Nach heutiger Ansicht werden durch eine starke Zunahme der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration Proteinkinasen (zum Beispiel die Ca?*/Calmodulin-
abhangige Proteinkinase II) aktiviert. Eine daraus resultierende Phosphorylierung von
Substratproteinen induziert LTP. Im Gegensatz dazu flihrt eine geringere Erhdhung der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration zu einer Aktivierung von Proteinphosphatasen (zum
Beispiel Calcineurin), die durch Proteindephosphorylierung eine LTD auslésen (als
Ubersichten siehe Bear & Malenka, 1994; Tsumoto et al., 1996). Studien an
Pyramidenneuronen der hippocampalen CAl-Region und des visuellen Cortex stlitzen
diese Hypothese (Brocher et al., 1992; Artola & Singer, 1993; Kirkwood et al., 1993;
Tsumoto et al., 1996; Hansel et al., 1997).

1.2.3 Synaptischer Ort der LTP-/LTD-Expression

Im Gegensatz zur einhelligen Meinung, daB die Induktion von synaptischer
Langzeitplastizitédt von einer Erhéhung der postsynaptischen Ca®*-Konzentration abhéngt,
wird der synaptische Ort der LTP-/LTD-Expression kontrovers diskutiert. Ob dabei post-
und/oder prasynaptische Mechanismen beteiligt sind, wurde bisher vor allem mit
indirekten Methoden untersucht. Da diese Analysen auf Annahmen beziglich des
Mechanismus der Transmitterfreisetzung basieren, lieferten sie gegensatzliche
Ergebnisse. Tsien & Malinow (1990) zeigten, daB LTP mit einer Erhdhung der
synaptischen Variabilitat assoziiert ist. Sie schlossen daraus auf einen prasynaptischen
Mechanismus der LTP-Expression. Im Gegensatz dazu machten Manabe et al. (1992)
postsynaptische Veranderungen fiir die von ihnen wahrend einer LTP beobachteten
AmplitudenvergroBerung von "Minis" (mEPSCs, "miniature EPSCs") verantwortlich. Beide
Studien wurden an Pyramidenneuronen der hippocampalen CA1l-Region durchgefiihrt.
Einen etwas direkteren experimentellen Ansatz zur Kldrung des synaptischen Ortes der
LTP-/LTD-Expression bietet die mikroiontophoretische Applikation von Glutamat.
Untersuchungen mit dieser Technik lieferten jedoch ebenfalls kontroverse Ergebnisse
(Lynch et al., 1976; Davies et al., 1989; Cormier et al., 1993). Aus diesem Grund
betonten Bliss & Fazeli (1996) die Notwendigkeit von Applikationstechniken, mit denen
die synaptische Transmission immitiert werden kann. Die einzige derzeit verfligbare

Technik, mit der im Hirnschnitt visualisierte neuronale Strukturen mit einer hinreichend

10



Kapitel 1: Einleitung

hohen raumlichen und zeitlichen Auflésung stimuliert werden kénnen, ist die vor kurzem
von Dodt et al. (1999) entwickelte Infrarot-gelenkte Photostimulation (siehe Abschnitt
2.2).

1.2.4 Riaumliche Spezifitat synaptischer Langzeitplastizitat

Nach dem klassischen Konzept von Hebb (1949) ist flir die Induktion von synaptischer
Plastizitat eine Koinzidenz von pra- und postsynaptischer Aktivitat notwendig. Die Frage,
inwieweit die Expression einer dadurch ausgelésten Langzeitplastizitat spezifisch an einer
einzelnen, repetitiv aktivierten Synapse erfolgt, beziehungsweise sich auf benachbarte
Synapsen ausbreitet, konnte bis heute mangels geeigneter Untersuchungstechniken nicht
befriedigend beantwortet werden. LTP und LTD werden ausschlieBlich in dendritischen
Regionen induziert, in denen eine starke synaptische Transmission erfolgte. Diese
sogenannte Eingangsspezifitat konnte experimentell jedoch nur fir groBe Gruppen von
Synapsen nachgewiesen werden. Dies gilt sowohl flir den Neocortex als auch fir die CAl1-
Region des Hippocampus (Kirkwood et al., 1993; Malenka & Nicoll, 1999). Einen direkten
experimentellen Ansatz zur Untersuchung der réaumlichen Spezifitat von LTP in der CA1-
Region des Hippocampus verwendeten Engert & Bonhoeffer (1997). In dieser Arbeit
wurde in organotypischen Schnittkulturen fiir die rdumliche Ausbreitung von LTP ein Wert
von ungefédhr 70 pm bestimmt. Hierfir wurde die LTP durch eine extrazelluldre
elektrische Stimulation an Synapsen induziert, die zuvor durch eine spezielle
Superfusionstechnik von benachbarten Synapsen pharmakologisch isoliert worden waren.
Da die verwendete Superfusionstechnik eine raumliche Auflésung von maximal 30 pm
besitzt, erlaubt diese Studie ebenfalls keine eindeutige Aussage Uber die raumliche

Spezifitat von Langzeitplastizitat an einzelnen oder wenigen Synapsen.

1.3 Der zerebrale Cortex beim Saugetier

1.3.1 Aufbau, Funktion und Entwicklung

Die GroBhirnrinde der Saugetiere gliedert sich in das limbische System und den
Neocortex, der beim Menschen ungefdhr 80 % des Gehirnvolumens ausmacht. In
Analogie zum Bulbus olfactorius, dem Hippocampus und dem Cerebellum zeichnet sich
der Neocortex durch einen mehrlagigen geschichteten Aufbau aus. Flr diese Laminierung
sind Unterschiede in der Zusammensetzung und Dichte der Zellen, der Form und GréBe

ihrer Somata, sowie der Faserprojektionen verantwortlich (als Ubersicht siehe Sheperd,
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1990). Nach Brodman (1909) wird der Neocortex in sechs Schichten (Lamina I - VI)
eingeteilt, die zwischen der Pia mater und der weien Substanz liegen (Abbildung 1.3).
Funktionell unterscheidet man innerhalb des Neocortex zwischen sensorischen,
motorischen und Assoziationsarealen. Die Kommunikation zwischen den einzelnen
Cortexregionen findet ipsilateral iber sogenannte Assoziationsfasern statt. Die Uber den
Balken laufenden Kommissurenfasern verbinden Areale, die in unterschiedlichen

Hemisphéaren liegen.

Innerhalb der ersten zwei postnatalen Wochen finden im Neocortex starke
entwicklungsbedingte anatomische und physiologische Verdanderungen statt. Die Neurone
nehmen in dieser Zeit an GroBe und Komplexitat zu, etablieren die charakteristische
laminare Schichtung und bilden ein nahezu adultes Innervationsmuster aus (Wise &
Jones, 1978; van Eden et al., 1990; Burgard & Hablitz, 1993b; Sutor & Luhmann, 1995).

Abb. 1.3: Schichtung des Neocortex hoherer
Sdugetiere. Links: Golgi-Impragnation, rechts:
Nisslfarbung. Verandert nach Creutzfeld (1983).

Lamina I, die auBere plexiforme Schicht, enthalt
nur wenige Somata und besteht vorwiegend aus A,
den Auslaufern apikaler Dendriten und parallel II ijll 4
zur Cortexoberflache verlaufenden Axonen. —

In Lamina II (duBere granuldare Schicht) und
Lamina III sind vorwiegend Pyramidenneurone
kleiner und mittlerer GréBe sowie Interneurone
(zum Beispiel Sternzellen) lokalisiert. Die
Pyramidenneurone dieser Schichten bilden
Verbindungen zu anderen Cortexarealen aus.

I11

Lamina IV wird als innere granuldare oder innere
Koérnerschicht bezeichnet und ist das primare v
Ziel der Afferenzen aus dem Thalamus. Sie
enthalt hauptsachlich Sternpyramidenzellen und =
Sternzellen. Diese Schicht ist besonders in den
sensorischen Gebieten ausgepragt und fehlt in
den motorischen Arealen. Vv

In Lamina V, der ganglionaren Schicht, sind
groBe Pyramidenneurone und Interneurone
lokalisiert. Der motorische Cortex enthadlt die =
groBten Pyramidenneurone, die sogenannten
Betzzellen. Die Lamina V Pyramidenneurone
projizieren zu subcorticalen Gebieten, wie dem
Hirnstamm, dem Rickenmark und den
Basalganglien.

Lamina VI, die Spindelzellschicht, wird von VI
Spindelzellen und wenigen mittelgroBen
Pyramidenneuronen gebildet. Die dieser Schicht
entspringenden Projektionen zum Thalamus
dienen der Informationsrickkopplung. Einige
Autoren unterscheiden noch eine von Lamina VI
verschiedene siebte Schicht.

12



Kapitel 1: Einleitung

Neocorticale Zelltypen kdénnen nach verschiedenen Kriterien eingeteilt werden. Eine
Méglichkeit ist die Differenzierung entsprechend dem Vorhandensein dendritischer
Dornfortsatze ("spines") (Sheperd, 1990). Vieles deutet darauf hin, daB neocorticalen
Nervenzellen mit dendritischen Dornfortsatzen eine exzitatorische Funktion zukommt. Die
Mehrheit der bedornten Neurone sind Pyramidenzellen. Sie machen ungefdahr zwei Drittel
der Gesamtpopulation der Neurone im Neocortex aus. Die Nervenzellen mit "glatten"
Dendriten ("smooth cells" oder "non-spiny neurones") bilden die Population der lokal
projizierenden, inhibitorischen Interneurone. Diese morphologisch auBerst heterogenen
Nervenzellen kdénnen nach der Form und Verteilung der axonalen Ramifikationen
klassifiziert werden. Als Beispiele seien Korbzellen, Kandelaberzellen und "Double-
Bouquet"-Zellen genannt (Szentagothai, 1975, 1978; Peters & Kimerer, 1981). Die
meisten neocorticalen Interneurone enthalten neben dem Neurotransmitter GABA
neuroaktive Peptide (zum Beispiel das Neuropeptid Y, Somatostatin und
Cholecystokinin), deren physiologische Bedeutung jedoch weitgehend ungeklart ist.
Inhibitorische Synapsen vermitteln im Neocortex entweder eine rekurrente Hemmung

oder eine Vorwartshemmung (als Ubersicht siehe Benardo & Wong, 1995).

1.3.2 Pyramidenneurone der Lamina V

Die Pyramidenneurone der Lamina V sind die groBten Zellen, die im Neocortex
vorkommen. Ihr groBes Soma ist fir die Versorgung der ausgedehnten Dendriten- und
Axonbdaume notwendig. Die wesentlichen morphologischen Merkmale dieser Nervenzellen
sind der pyramidenférmige Zellkdrper und der apikale Dendrit, der die Lamina V bis I
durchlauft. Im Cortex des Menschen kann er eine Lange von 2,5 mm erreichen (Marin-
Padilla, 1967). Im neocorticalen Netzwerk nehmen die Lamina V Pyramidenneurone eine
besondere Stellung ein, da sie es sind, die zehntausende exzitatorische und inhibitorische
synaptische Eingange aus allen Laminae und dem Thalamus integrieren (siehe Abschnitt
1.4) und die so erhaltenen Informationen an subcorticale Regionen, wie das Tectum, das
Striatum, die Pons, das Mittelhirn und das Rlckenmark, weiterleiten. Erregende
Nervenzellen bilden mit Lamina V Pyramidenneuronen asymmetrische Axon-Dornfortsatz-
Synapsen, hemmende Interneurone dagegen symmetrische Axon-Dendrit-, Axon-Soma-,
und Axon-Axon-Synapsen aus (als Ubersichten siehe Martin, 1991; Connors & Amitai,
1995; Hammond, 1996).
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1.4 Synaptische Integration

Ein einzelnes Pyramidenneuron empfangt Gber den apikalen und die basalen Dendriten
zehntausende exzitatorische und inhibitorische synaptische Eingange. Der Prozel3, in dem
die Dendriten die eingehenden Signale koordinieren und in ihrer Effizienz modulieren,
wird synaptische Integration genannt. Er hangt von den passiven und aktiven
dendritischen Eigenschaften ab (als Ubersichten siehe Johnston et al., 1996; Yuste &
Tank, 1996; Stuart et al., 1997; Magee et al., 1998).

1.4.1 Passive Eigenschaften der Dendriten

Im Dendritenbaum generierte synaptische und regenerative Potentiale werden in
Richtung des Somas und des Axons weitergeleitet. Auf Grund der passiven
elektrotonischen Eigenschaften der Dendriten wird hierbei die Amplitude der
Potentialdanderungen vermindert und die Kinetik verlangsamt. Die Starke dieses
elektrotonischen Effektes hangt proportional von der Laufstrecke des elektrischen Signals
und dem Langswiderstand (R;) und umgekehrt proportional vom Radius des Dendriten
und dem spezifischen Membranwiderstand (R,) ab. Schnelle Signale werden starker
durch die "Elektrotonik" beeinfluBt als langsame Signale (Rall, 1977; Rall & Segev, 1985;
Spruston et al., 1993, 1994; Stuart & Spruston, 1998). Mit Hilfe des von Rall & Segev
(1985) entwickelten ‘"equivalent cylinder" Modells kann die elektrotonische
Amplitudenabschwachung quantifiziert werden. Der Dendrit wird hierbei als einzelner
Zylinder betrachtet und ist durch seine elektrotonische Lange (L) charakterisiert (siehe
Abschnitt 3.3.3.1).

1.4.2 Aktive Eigenschaften der Dendriten

Die Vorstellung vom Dendriten als rein passives "Kabel" wurde in den letzten Jahren
durch zahlreiche Studien revidiert. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 in der dendritischen
Membran spannungsabhangige Ionenkanadle lokalisiert sind, die unter anderem die
Weiterleitung von elektrischen Signalen aktiv modulieren. Als Beispiele seien einige
reprasentative Ergebnisse beschrieben: (1) Die Dendriten neocorticaler
Pyramidenneurone besitzen spannungsabhdngige Na*-Kanale, die die in den Dendriten
zurlicklaufenden, somatisch generierten Aktionspotentiale (APs) aktiv weiterleiten (Stuart
& Sakmann 1994). Die Koinzidenz von rekurrenten APs und exzitatorischen
postsynaptischen Potentialen (EPSPs) scheint flir die Induktion von LTP beziehungsweise

LTD wichtig zu sein (Markram et al., 1997). (2) In der gesamten dendritischen Membran
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neocorticaler Pyramidenneurone sind spannungsabhingige Ca®*-Kanile lokalisiert (Sutor
& Zieglgansberger, 1987; Deisz et al., 1991; Yuste et al., 1994; Schiller et al., 1995).
Die Aktivierung dieser Kanéle erméglicht die Initiierung Ca**-abhéangiger APs (Frick et al.,
zur Publikation eingereicht) und die Induktion von synaptischer Langzeitplastizitat (siehe
Abschnitt 1.2.1). (3) Cash & Yuste (1998) konnten zeigen, daB dendritische K*-Kanale
vom transienten A-Typ und NMDA-Rezeptoren die Summation von EPSPs linearisieren
und positionsunabh&ngig machen. Sowohl die spannungsabhéngigen K*-Kanéle, als auch
die NMDA-Rezeptoren sind an den Dendriten von Pyramidenneuronen ungleichférmig
verteilt (Hoffman et al., 1997; Dodt et al., 1998). (4) Die Ergebnisse einer Studie von
Stuart & Spruston (1998) deuten darauf hin, daB Ionenkanale, die den durch
Hyperpolaristion aktivierten depolarisierenden I,-Strom vermitteln, in der Membran des
apikalen Dendriten von Lamina V Pyramidenneuronen ebenfalls ungleichférmig verteilt

sind und hyperpolarisierende Potentialanderungen in der Amplitude modulieren.

1.5 Untersuchungsgegenstand der Arbeit

Viele grundlegende neurobiologische Fragestellungen konnten bis heute mangels
geeigneter Visualisierungs- und Applikationstechniken nicht geklart werden. Als Beispiele
seien der Ort der LTP-/LTD-Expression (siehe Abschnitt 1.2.3), die raumliche Spezifitat
von synaptischer Langzeitplastizitat (siehe Abschnitt 1.2.4) und die Verteilung von
funktionellen GABA-Rezeptorsubtypen auf einzelnen Neuronen (siehe Abschnitt 1.1.2.3)

genannt.

Die vor kurzem entwickelte Methode der Infrarot-gelenkten Photostimulation
ermdoglicht es nun, Nervenzellen zu visualisieren und einzelne Strukturen an einem
Neuron durch photolytische Applikation von Neurotransmittern zu stimulieren (siehe
Abschnitt 2.2). Die daraus resultierenden Antworten der Nervenzelle kénnen mit der
"Patch-Clamp"-Technik abgeleitet werden (siehe Abschnitt 2.3.2). Durch die sehr groBe
raumliche und zeitliche Auflésung kann mit der Infrarot-gelenkten Photostimulation
synaptische Transmission imitiert und die Verteilung funktioneller Neurotransmitter-
rezeptoren auf einzelnen Neuronen studiert werden. Im Rahmen der vorliegenden
Dissertation sollten mit dieser Technik folgende grundlegende Fragestellungen untersucht

werden:
(1) Kann durch Applikation von Glutamat am apikalen Dendriten von neocorticalen

Lamina V Pyramidenneuronen der Ratte ein LTP- und/oder LTD-ahnlicher Effekt induziert

werden?
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(2) Wie groB ist gegebenenfalls die raumliche Spezifitdt dieses Effektes?

(3) Ist synaptisch induzierte LTD im somatosensorischen Neocortex mit einer Reduktion

der postsynaptischen Glutamatsensitivitdt assoziiert?

Die Untersuchung dieser Fragen sollte AufschluB (ber den Ort, an dem die LTP-/LTD-
Expression stattfindet, und ein MaB flr die Speicherdichte flir Informationen im ZNS

geben.

(4) Wie sind GABAA- und GABAg-Rezeptoren relativ zueinander auf der Membran des

apikalen Dendriten von Pyramidenneuronen der Lamina V verteilt?

Diese Fragestellung sollte durch eine Kartierung der GABA-Sensitivitat des apikalen
Dendriten mittels Applikation von GABA untersucht werden. Da synaptische
Verbindungen mit der Verteilung der entsprechenden Rezeptoren korreliert sind, kénnte
die Beantwortung dieser Frage zum Verstandnis des neuronalen Netzwerkes im
Neocortex und der synaptischen Integration (siehe Abschnitt 1.4) von GABAergen

Eingéngen beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Praparation der neocorticalen Hirnschnitte

Fir alle Experimente wurden mannliche Albinoratten (Rattus norvegicus familiaris,
Zuchtreihe Sprague Dawley) verwendet. Zur Anfertigung der Schnitte wurden Tiere mit
einem Alter von 14 - 21 Tagen benutzt, weil die Nervenzellen junger Tiere
unempfindlicher gegen Anoxie sind und leichter mit der "Patch-Clamp"-Technik abgeleitet

werden kdénnen als die von erwachsenen Ratten.

Die Tiere wurden mit Ather narkotisiert und dann dekapitiert. Alle weiteren
Préparationsschritte erfolgten unter gekthlter (2 - 4 °C) und mit Carbogen (95 % 0,/5 %
CO,) gesattigter kiinstlicher Cerebrospinalflissigkeit (ACSF, Zusammensetzung (mM):
NaCl 125; KCI 2,5; NaH,PO, 1,25; MgCl, 1; Glucose 25; NaHCO; 25; CacCl;, 2; pH 7,38).
Sie wurden rasch und mit auBerster Vorsicht durchgefiihrt, um das Gehirn weder durch
Berthrung noch durch Druck zu schadigen. Mittels einer Schere wurde mit einem sagittal
gefuhrten Schnitt durch die Kopfhaut der Schéadel freigelegt. AnschlieBend erfolgten zwei
Transversalschnitte von caudal und ein flach geflihrter Sagittalschnitt entlang der
Mittellinie nach rostral. Die so erdffnete Schadelkalotte wurde mit einer Knochenzange
nach beiden Seiten bis zum Bregma abgehoben. Das Gehirn konnte nun, nach
Durchtrennung der Nervi optici und des verlangerten Riickenmarks, mit einem
gerundeten Spatel aus dem Schadel herausgeldst werden. Nach grindlicher Kiihlung (1 -
2 min) wurde das Gehirn mit der Basis nach unten auf ein mit ACSF getranktes
Filterpapier gelegt. Durch einen Sagittalschnitt ungefahr 3 mm von der Mittellinie mit
einer in Aceton und Ethanol gereinigten Rasierklinge wurde nun die Schnittflache
hergestellt, mit der der Gehirnblock spater auf einen Plexiglasquader geklebt wurde. Die
andere Hirnhélfte, das Kleinhirn, der frontale Teil des Endhirns sowie das basale Gehirn
wurden abgetrennt. Nachdem der Gehirnblock mit Cyanoacrylatklebstoff auf einen
Plexiglasquader aufgeklebt und in ein mit ACSF gefiilltes SchneidegefaB tberfiihrt worden
war, wurden mit einem Vibratom (FTB, Mayer) 300 um dicke Sagittalschnitte angefertigt
(Klingen: Vibratom Blades, TIM Itd.). Die fertigen Hirnschnitte wurden mit dem weiten
Ende einer Pasteurpipette in GefdaBe mit Carbogen-gesattigter ACSF Uberfihrt und
ungefahr 20 min bei 34 °C inkubiert. AnschlieBend wurden sie bis zum Uberfiihren in die

Ableitkammer bei Raumtemperatur (22 - 24 °C) aufbewahrt.
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2.2 Infrarot-gelenkte Photostimulation

Die Infrarot-gelenkte Photostimulation (Abbildung 2.3) ist eine Kombination aus Infrarot-
Videomikroskopie und Photostimulation. Mit dieser Technik kdénnen an visualisierten
Strukturen von Neuronen Substanzen (zum Beispiel Neurotransmitter) appliziert werden.
Da diese Technik eine sehr groBe raumliche und zeitliche Aufldsung ermdglicht, ist sie gut
geeignet, um synaptische Transmissionsvorgange zu imitieren, die Verteilung
funktioneller Neurotransmitterrezeptoren auf einzelnen Neuronen zu studieren und

neuronale Netzwerke zu untersuchen.

2.2.1 Infrarot-Videomikroskopie

Mit Hilfe der Infrarot (IR)-Videomikroskopie kénnen Soma, Dendrit und Axon einzelner
Nervenzellen im lebenden Hirnschnitt sichtbar gemacht werden (MacVicar, 1984; Dodt &
Zieglgansberger, 1990, 1994; Abbildung 2.1). Das grundlegende Prinzip dieser Technik
besteht darin, daB langwelliges IR-Licht biologisches Gewebe leichter durchdringt, als
sichtbares Licht. Da der Kontrast der limitierende Faktor flir die Visualisierung kleiner
Strukturen (zum Beispiel dendritische Dornfortsatze) ist, kann der Verlust an raumlicher
Auflésung, der bei Verwendung von langwelligem Licht auftritt, in Kauf genommen

werden.

Fir die Infrarot-Videomikroskopie wurde ein Mikroskop der Fa. Zeiss (Axioskop FS)
verwendet. Durch einen zwischen Halogenlampe und Kondensor positionierten Infrarot-
Interferenzfilter konnte lediglich IR-Licht mit einer maximalen Wellenldénge von 780 nm in
den Strahlengang des Mikroskops gelangen. Das Mikroskop war mit einem Ol-
Immersionskondensor (numerische Apertur 1,4; Zeiss) und einem 60X Wasser-
Immersionsobjektiv (numerische Apertur 0,9; Olympus) ausgestattet. Durch einen
Strahlenteiler wurde das Bild gleichzeitig auf zwei infrarotsensitive Videokameras
(Hamamatsu) projiziert. Ein zwischen Mikroskop und Videokamera positionierter
VergréBerungstubus vergréBerte das Bild fliir eine der beiden Kameras um den Faktor 4.
Eine Verstarkung des Kontrastes wurde zum einen durch eine in den Videokameras
eingebaute Kontrastverstarkung und zum anderen durch ein neu entwickeltes
Gradientenkontrast (GC)-Verfahren (Dodt et al., 1999) erreicht. Das Prinzip dieser
Technik ist die Minimierung von  Streulicht und die Erzeugung eines
Beleuchtungsgradienten in zwei orthogonalen Richtungen. Im Vergleich zum Differential-
Interferenzkontrast nach Nomarski (DIC) wird mit dem Gradientenkontrast (Abbildung
2.3) eine um ungefédhr 50 % gréBere Visualisierungstiefe im Schnitt und ein sehr viel

héherer Kontrast erreicht. Da flr das GC-System keine optischen Elemente zur
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Kontrastverstarkung hinter dem Objektiv plaziert werden missen, gelangt auch bei
hohen VergréBerungen genligend Licht in die Videokamera. Die Videobilder wurden auf
zwei Schwarz-WeiB-Monitoren sichtbar gemacht. Sie konnten mit Hilfe von
Videorekordern (Panasonic) aufgezeichnet werden. Wahrend oder nach dem Experiment
konnten die Bilder entweder auf einem Thermo-Videoprinter (Panasonic) ausgedruckt
oder Uber ein Digitalisierungssystem (Argus-20, Hamamatsu) direkt von einem Computer
eingelesen und anschlieBend mit einem Bildverarbeitungsprogramm (Adobe Photoshop)
weiterbearbeitet werden. Dadurch konnten elektrophysiologische und neuroanatomische

Daten miteinander korreliert werden.

Abb. 2.1: Visualisierung von Nervenzellen im Ilebenden Hirnschnitt mit Infrarot-
Videomikroskopie. Die Abbildung zeigt Lamina II/III Pyramidenneurone des visuellen Cortex der
Ratte. Neben dem Soma sind deutlich der apikale Dendrit, basale Dendriten sowie der Beginn des
Axons (Pfeil) zu erkennen. Der Skalierungsbalken entspricht 10 pm. Verandert nach Dodt &
Zieglgansberger (1998).

2.2.2 Laser-Photostimulation

Das Grundprinzip der Laser-Photostimulation ist die photolytische Freisetzung einer

biologisch aktiven Substanz aus einer durch Veresterung inaktivierten Verbindung
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("caged" Verbindung). Durch energiereiches ultraviolettes (UV) Licht wird die kovalente
Esterbindung photolytisch gespalten und das biologisch aktive Molekiil freigesetzt
(Abbildung 2.2). Dieser schnelle ProzeB fiihrt zu einem sofortigen Anstieg in der
Konzentration von Neurotransmittern oder sekunddren Botenstoffen (McCray &
Trentham, 1989; Adams & Tsien, 1993; Hess et al., 1995). Durch eine zusatzliche
Fokussierung des UV-Lichts auf einen kleinen Punkt kann Information lber rdaumliche
Signalereignisse gewonnen werden (O "Neill et al., 1990; Callaway & Katz, 1993; Wang &
Augustine, 1995).

v
Ho.C /o o
® " “OH
NH,
NO,

Abb. 2.2: "Caged" Glutamat. Der Neurotransmitter ist durch Veresterung inaktiviert. Durch UV-
Licht kann die Esterbindung (Pfeil) gespalten werden. Das dadurch freigesetzte L-Glutamat kann
dann an spezifische Rezeptoren binden und diese aktivieren.

Fir die Experimente der vorliegenden Dissertation wurde zur Photolyse von caged
Glutamat beziehungsweise caged GABA zuerst ein Helium/Cadmium-Laser (Liconix) und
spater ein Argon-Ionenlaser (Enterprise II, Coherent) verwendet. Die UV-Strahlung des
Lasers wurde Uber eine Quarzfaser mit einem Durchmesser von 25 pm in den
Auflichtstrahlengang des Mikroskops eingekoppelt und dber einen dichroitischen
Strahlenteiler (FT 460) von oben in das Objektiv eingespiegelt. Durch den dichroitischen
Spiegel gelangte ausschlieBlich Licht mit einer Wellenldnge von < 460 nm auf die
Hirnschnitte. Der Laser emittierte UV-Licht mit einer Wellenlange von 351-364 nm. Durch
das Ojektiv wurde die Strahlung des Lasers in den Brennpunkt des Objektivs und somit in
die Fokalebene gebilindelt. Der daraus resultierende Lichtpunkt hatte einen Durchmesser
von 1 ym. Da die Strahlung des Lasers im Hirnschnitt nicht sichtbar ist, wurde vor den
Experimenten mit Hilfe eines fluoreszierenden Papiers der Lichtpunkt auf eine Markierung
am Bildschirm eingestellt. Mit Hilfe dieser Markierung konnte die genaue Position der
Stimulation wahrend des Versuchs festgestellt werden. Mit den Mikromanipulatoren
konnte das Mikroskop relativ zum Hirnschnitt bewegt (siehe Abschnitt 2.3.1) und das
Neuron dadurch an verschiedenen Stellen stimuliert werden. Uber eine Steuereinheit
(Luigs und Neumann) und einen Computer mit spezieller Software (mpc Software, Luigs
und Neumann) war es moglich, die Entfernung zu einem zuvor festgelegten

Referenzpunkt auf 1 pm genau zu messen. Die Dauer der applizierten Lichtpulse konnte
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Uber einen sogenannten Shutter (Uniblitz) reguliert werden. Der Shutter wurde durch
einen Taktgeber (RKE, Digitimer Itd. 4030) oder einen Computer mit der entsprechenden
Software (Pulse, HEKA) uber einen AD-Wandler (ITC 16, HEKA) getriggert. Die
Offnungsdauer war ab 3 ms konstant. Dadurch betrug die kirzeste konstante
Applikationsdauer 3 ms. Die Stimulationsstarke wurde bei Verwendung des
Helium/Cadmium-Lasers durch Transmissionsfilter eingestellt. Beim Argon-Ionenlaser
konnte die Intensitat der emittierten UV-Strahlung direkt am Gerat in Schritten von
jeweils 1 mW auf einen Wert zwischen 0 - 90 mW eingestellt werden. Die durch die
Photolyse am Neuron ausgeldsten Veranderungen des Membranpotentials wurden mit der
"Patch-Clamp"-Technik abgeleitet (siehe Abschnitt 2.3.2).

2.2.3 Caged Substanzen

Fir die Versuche wurde (CNB)-caged GIutamatElin einer Konzentration von 0,5 mM und
(CNB)-caged GABAEI

wurden von Molecular Probes bezogen. Vorteile der CNB-Gruppe gegenliber anderen

in einer Konzentration von 1 mM verwendet. Diese Verbindungen

"caging" Gruppen sind eine hohe "uncaging" Rate und Wasserldslichkeit. Weiterhin sind
(CNB)-caged Verbindungen auBerst inert. Im Hirnschnitt sind caged Glutamat und caged
GABA physiologisch inaktiv. Durch ausreichende Beleuchtung mit UV-Licht wird
physiologisch aktives Glutamat innerhalb von 21 ps zu 90 % mit einer maximalen
Quantenausbeute von 14 % freigesetzt (Wieboldt et al., 1994). Die maximal erreichbare

freie Konzentration von Glutamat betrug deshalb 50 pM.

Eine spontane Spaltung der caged Verbindung, zum Beispiel durch das Raumlicht,
kdnnte zu einer Desensitisierung der entsprechenden Rezeptoren fiithren. Um die
Stabilitat der (CNB)-caged Verbindungen unter Versuchsbedingungen zu untersuchen,
wurden die Amplituden und Anstiegszeiten synaptisch ausgeldster EPSPs (siehe Abschnitt
2.3.3) vor und nach Einwaschen von (CNB)-caged Glutamat (0,5 mM) analysiert. Es
konnte jedoch weder fir die Amplitude, noch flir die Anstiegszeit (20 - 80 %) eine
statistisch signifikante BeeinfluBung durch caged Glutamat festgestellt werden. Die
Amplitude betrug im Mittel 6,3 + 0,8 mV vor und 6,1 £ 0,9 mV nach Einwaschen der
caged Substanz (Mittelwerte + S.E.M., p > 0,5; t-Test). Die Werte fir die Anstiegszeit
waren 5,0 £ 0,7 ms in Abwesenheit und 4,5 + 0,6 ms in Anwesenheit von caged Glutamat
(n = 6 Neurone, p > 0,1). Fur jedes Neuron wurden 15 EPSPs vor und nach dem

Einwaschen gemittelt. Weiterhin konnte keine Veranderung des Ruhemembranpotentials

" v-(a-Carboxy-2-nitrobenzyl)-glutamat
* O-(0-Carboxy-2-nitrobenzyl)-y-aminobutyrat
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sowie der Spontanaktivitdt im Hirnschnitt beobachtet werden. Eine Desensitisierung der

entsprechenden Rezeptoren kann deshalb ausgeschlossen werden.
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Abb. 2.3: Kombination der Infrarot-gelenkten Photostimulation mit der
"Whole-Cell"-Ableitung in Hirnschnitten des Neocortex der Ratte. (A)
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. (B) Infrarot-Videomikroskopiebild
eines Lamina V Pyramidenneurons des somatosensorischen Neocortex der Ratte.
Die Abbildung ist eine Montage aus Einzelbildern, die mit dem Argus-20-System
digitalisiert und anschlieBend mit einem Grafikprogramm am Computer
zusammengesetzt wurden. Die durch die Laser-Photostimulation ausgeldsten
Glutamatantworten wurden am Soma abgeleitet (Pipettenspitze rechts unten). Der
Skalierungsbalken entspricht 10 pm. Die gr6Ber dargestellten UV-Lichtpunkte
wurden durch das Objektiv auf die neuronale Struktur fokussiert. Ihr Durchmesser
betrug 1 um. (C) Schematische Darstellung des Gradientenkontrastes. Durch eine
Viertelfeldbeleuchtung und einen nachgeschalteten Diffusor wurde das Streulicht im
Hirnschnitt minimiert. Dadurch wurde eine gréBere Visualisierungstiefe und ein sehr
hoher Kontrast erreicht.
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2.3 Elektrophysiologie

2.3.1 Versuchsaufbau

Fir die elektrophysiologischen Experimente war das verwendete Infrarot-Mikroskop mit
einem System motorisierter Mikromanipulatoren (Luigs und Neumann) ausgestattet.
Hierdurch konnten das Mikroskop, die Ableitkammer, die Patch-Pipette und eine
Stimulationselektrode unabhéngig voneinander in allen drei Raumrichtungen bewegt
werden. So war es mdoglich, die Hirnschnitte nach fir die Ableitung brauchbaren
Neuronen zu durchsuchen und den apikalen Dendriten zu verfolgen. Flir die Versuche
wurde eine Ableitkammer vom "submerged"-Typ (Alger, 1984) verwendet, die fir
Ganzzellableitungen vorteilhaft ist (Blanton et al., 1989). Zur Fixierung der Hirnschnitte

am Kammerboden diente ein mit diinnen Nylonfaden bespannter Platinrahmen.

Die Kammer wurde mit Carbogen-gesattigter ACSF durchspllt, wodurch eine
ausreichende Sauerstoffversorgung der Neurone gewahrleistet war. Der ZufluB aus einem
VorratsgefaB erfolgte mittels Schwerkraft und wurde auf einen Wert von 3 ml pro Minute
eingestellt. Der AbfluB erfolgte ebenfalls mittels Schwerkraft. Nachdem im Hirnschnitt far
die Ableitung brauchbare Neurone (plastisch wirkende Zellen mit einer glatten Membran)
ausgewahlt worden waren, wurde auf ein zusatzliches Zu- und Ablaufsystem
umgeschaltet. Uber diinne Teflonschlduche, die (iber eine Schlauchpumpe liefen, wurde
ein kleines Volumen (3 ml) ACSF rezirkuliert und reoxygeniert. Dieses
Rezirkulationssystem wurde aus Kostengriinden fir die Experimente mit den sehr teuren
caged Substanzen eingesetzt. Es ermdéglichte stabile Ableitungen fiir 1 - 3 h. Die
verwendeten caged Verbindungen und Pharmaka wurden nach Aufzeichnung der Strom-
Spannungsbeziehung des abgeleiteten Neurons (siehe Abschnitt 2.3.2.2) der
rezirkulierenden ACSF zugesetzt. Es dauerte ungefahr 10 min, bis die Substanzen
vollstéandig eingewaschen waren. Nach dieser  Zeit konnte mit den

Photostimulationsexperimenten begonnen werden.

2.3.2 Ganzzellableitung

Die Ableitung einzelner Lamina V Pyramidenneurone des somatosensorischen Neocortex
der Ratte erfolgte mit der "Patch-Clamp"-Technik (Stuart et al., 1993). Der Vorteil dieser
Methode gegentiber der Ableitung mit scharfen Mikroelektroden besteht vor allem in dem
sehr hohen Abdichtungswiderstand zwischen der Pipettenspitze und der Zellmembran im

Bereich von GQ ("Giga-seal"). Das daraus resultierende gute Signal/Rausch-Verhaltnis
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ermadglicht die Messung sehr kleiner Strome beziehungsweise Potentialdnderungen. Als
Beispiel sei die Ableitung von Einzelkanalstrémen an einem Membranfleck ("Patch")
genannt (Neher et al., 1978). Weiterhin kann die elektrische Aktivitat ganzer Zellen in
der sogenannten "Whole-Cell"-Konfiguration gemessen werden (Blanton et al., 1989;
Edwards et al., 1989). Da fiur die Ganzzellableitung normalerweise niederohmige Pipetten
verwendet werden, koénnen der Pipettenldsung zugesetzte Pharmaka in die Zelle
diffundieren. Dies ermdglicht zum Beispiel eine intrazelluldre Blockade von Ionenkandlen
oder eine Pufferung von Ca®*-Ionen durch Komplexbildner. Alle in der vorliegenden Arbeit

durchgefihrten Ableitungen erfolgten in der "Whole-Cell"-Konfiguration.

2.3.2.1 Pipetten

Die Pipetten wurden aus Borosilikatglas-Kapillaren mit Innenfilament (Clark,
Electromedical Instruments) mit einem Horizontalziehgerat (DMZ-Universalpuller, Zeitz)
angefertigt und hitzepoliert. Der Innendurchmesser der Kapillaren betrug 0,86 mm, der
AuBendurchmesser 1,5 mm. Durch Veranderung verschiedener Parameter am Ziehgerat
konnten der Spitzendurchmesser und die Spitzenform der Pipetten fiir die jeweilige
Anwendung optimal eingestellt werden. Die Intrazelluldriosung hatte folgende
Zusammensetzung (in mM): K-Gluconat 130; KCI 5; HEPES 10; EGTA 0,5; Mg-ATP 2;
Glucose 5. Der pH-Wert wurde mit 1 molarer KOH auf 7,2 eingestellt. Die Osmolaritat
betrug 260 - 270 mosM (Andreasen & Hablitz, 1994). Fir die Ableitungen der Neurone
am Soma betrugen die Gleichstromwiderstéande der geflllten Pipetten 4 - 7 MQ. Dies
entspricht einem Spitzendurchmesser von ungeféhr 1 pm. Fir die dendritischen

Ableitungen wurden 8 - 11 MQ-Pipetten verwendet.

2.3.2.2 Etablierung der Ganzzellableitung

Die Neurone wurden in der "Whole-Cell"-Konfiguration entweder im Brlicken- oder im
"Voltage-Clamp"-Modus abgeleitet. Hierzu waren die mit Intrazellularidsung geftllten
Pipetten Uber einen chlorierten Silberdraht mit dem Verstarker (SEC 1L, Firma npi,
Tamm) elektrisch verbunden. Der Stromkreis war Uber ein Silber/Silberchloridplattchen
im Bad geschlossen. Die abgeleiteten Potentiale (Brlickenmodus) beziehungsweise
Strome ("Voltage-Clamp"-Modus) wurden mit einem AD-Wandler (ITC 16, HEKA)
digitalisiert und mit einem Macintosh-Computer und der entsprechenden Software (Pulse,
HEKA) aufgezeichnet. Nachdem der Hirnschnitt nach einem flir die Ableitung geeigneten
Neuron durchsucht worden war, wurde die Ableitkammer um ungeféhr 1 mm abgesenkt

und die Pipettenspitze in der Fokalebene auf einen Punkt in der Bildmitte positioniert.
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AnschlieBend wurde die Elektrode zurliickgezogen, der Hirnschnitt mit der Ableitkammer
wieder angehoben und das abzuleitende Neuron bei maximaler VergréBerung auf diesen
Punkt scharf gestellt. Durch langsames Wiedervorfahren der Ableitelektrode gelangte die
Pipettenspitze in die unmittelbare Nahe der Nervenzelle. Um ein Verstopfen der Pipette
im Hirnschnitt zu verhindern, wurde ein positiver Druck (ungefahr 110 cmH,0) angelegt.
Die Druckdosierung erfolgte extern Uber eine 100 ml-Spritze und einen Druckluftregler.
Nachdem im Briicken- und "Current-Clamp"-Modus der Widerstand und die Kapazitat der
Elektrode abgeglichen worden waren, wurde die Pipette vorsichtig der Zellmembran
angenahert, mit langsam starker werdendem negativem Druck die "Cell-Attached"-
Konfiguration hergestellt und anschlieBend der Membranbereich unter der Pipettenspitze
durchbrochen. Der niedrige Zugangswiderstand zwischen Elektrode und Neuron erlaubt
die freie Passage fiir Ionen. AnschlieBend wurden der Serienwiderstand und die
Serienkapazitat abgeglichen und die Stom-Spannungsbeziehung der Zelle aufgezeichnet.

Alle Ableitungen wurden bei Raumtemperatur (22 - 24 °C) durchgefihrt.

Ableitungen im Briickenmodus

Die Mehrzahl der Ableitungen erfolgte im Briickenmodus. Uber die sogenannte
Wheatstone “sche Briicke kann bei dieser Art der Ableitung gleichzeitig die Spannung
gemessen und Strom in das Neuron injiziert werden. Wahrend der Ableitungen muBten

gelegentlich der Serienwiderstand und die Serienkapazitat nachkompensiert werden.

Ableitungen im "Voltage-Clamp"-Modus

Einige Zellen wurden im sogenannten "Voltage-Clamp"-Modus abgeleitet, da fir diese
Experimente ein absolut konstantes Membranpotential nétig war (siehe Abschnitt
3.3.1.2). Der verwendete Verstarker arbeitet nach dem Prinzip des diskontinuierlichen
Einzelelektroden-"Voltage-Clamp"-Verfahrens (dSEVC, "discontinuous single electrode
voltage clamp"). Dies bedeutet, daB der Verstarker zyklisch zwischen
Spannungsmessung und Injektion des Kompensationsstroms wechselt. Der Vorteil
gegeniber konventionellen "Patch-Clamp"-Verstdarkern besteht darin, daB die
Spannungsmessung echt ist, das heiBt das Membranpotential entspricht real dem

eingestellten Haltepotential.

2.3.3 Extrazelluldre Stimulation

Es wurden einige Experimente durchgeflihrt, bei denen durch elektrische Stimulation

synaptische EPSPs ausgelést wurden (siehe Abschnitt 3.2.5). Hierzu wurde eine bipolare,
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konzentrische Stimulationselektrode aus Wolfram (AuBendurchmesser 200 pm,
Innendurchmesser 100 pm, SNEX-100X, Science Trading Products) in der weiBen
Substanz unter dem am Soma abgeleiteten Neuron plaziert. Die Stimulationselektrode
war mit einem externen Stimulationsgerat verbunden, das durch einen Taktgeber (RKE,
Digitimer Itd. 4030) oder einen Computer mit der entsprechenden Software (Pulse,
HEKA) Uber den AD-Wandler getriggert wurde. Durch Spannungspulse (0,2 ms) konnten
so Axone prasynaptischer Neurone Uberschwellig erregt und das postsynaptische Neuron
orthodrom stimuliert werden (Ichinose & Murakoshi, 1996; Shao & Burkhalter, 1996).

2.3.4 Auswertung und Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit den Computerprogrammen Pulse, Igor Pro (HEKA)
und Excel (Microsoft). Flir die Statistik wurde das Programm SigmaStat (SPSS Inc.)
verwendet. Die MeBwerte wurden mit dem Student’s t-Test fiur abhangige
beziehungsweise unabhangige Daten auf signifikante Unterschiede Uberprift. Mittelwerte
werden grundsatzlich mit dem zugehoérigen S.E.M. ("standard error of the mean")-Wert

angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Eigenschaften neocorticaler Pyramidenneurone der Lamina V

Die im folgenden dargestellten elektrophysiologischen Befunde wurden an 130 Lamina V
Pyramidenneuronen des somatosensorischen Neocortex der Ratte erhoben. Nach
folgenden Kriterien wurden die einzelnen Nervenzellen aus einer gréBeren Anzahl von
Ableitungen ausgewahlt: (1) Der Wert des Ruhemembranpotentials (RMP) mufte
negativer als -58 mV sein. (2) Das Aktionspotential (AP) muBte bei den somatischen
Ableitungen eine Amplitude von mehr als 85 mV besitzen. Vergleichbare Kriterien werden
auch von anderen Arbeitsgruppen verwendet (Burgard & Hablitz, 1993a; Stuart &
Sakmann, 1994).

Das RMP der am Soma abgeleiteten Neurone lag im Mittel bei -61 £ 0,3 mV (n = 117
Neurone). Das am Dendriten (200 um vom Soma entfernt, siehe Abschnitt 3.3.4)
gemessene RMP betrug -61 + 0,7 mV (n = 13 Neurone). Nachdem sich die Ableitung
stabilisiert hatte wurde die Strom-Spannungsbeziehung des Neurons aufgezeichnet.
Hierzu wurden Rechteckstrompulse von 160 ms Dauer (alle 1,5 s) unterschiedlicher
Amplitude und Polaritat tber die Elektrode in das Neuron injiziert (Abbildung 3.1A). Bei
der Auswertung wurde die Auslenkung des Membranpotentials am Plateauwert 140 ms
nach Beginn der Strominjektion in mV gemessen und in Relation zur Starke der
Strominjektion in nA gesetzt (Abbildung 3.1B). Aus der Steigung der Strom-
Spannungskurve konnte der Eingangswiderstand (Ry) der Nervenzelle beim
Ruhemembranpotential berechnet werden. Im Mittel lag Ry bei 99 + 4 MQ (n = 130
Neurone). Weiterhin wurde die anomale Rektifizierung bestimmt. Sie berechnete sich aus
dem Verhaltnis der Steigung der Regressionsgeraden flr die Werte im de- und
hyperpolarisierenden Bereich. Im Mittel betrug die anomale Rektifizierung 1,31 + 0,04 (n
= 130 Neurone). Sie liegt damit deutlich unter dem fir adulte Neurone typischen Wert
(Howe et al., 1987a). Die durchschnittliche AP-Amplitude der am Soma abgeleiteten
Neurone betrug 100 £ 1 mV (n = 109 Neurone). Alle untersuchten Neurone zeigten das
typische Entladungsverhalten von sogenannten RS ("regular spiking")-Neuronen. Sie
antworteten auf lang anhaltende, lberschwellige Strompulse mit einer Serie von APs, die

schnell akkomodierten (Connors & Gutnick, 1990).
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Abb. 3.1: Strom-Spannungsbeziehung eines neocorticalen Pyramidenneurons der Lamina
V (16. Tag postnatal). (A) Auslenkungen des Membranpotentials der Nervenzelle (untere
Spuren) als Reaktion auf die Injektion hyper- und depolarisierender Strompulse (obere Spuren).
(B) Die Potentialauslenkungen sind gegen den injizierten Strom aufgetragen. Die
Potentialmessungen erfolgten in der Plateauphase 140 ms nach Beginn der Strominjektion. Es
wurden nur Antworten aufgetragen, bei denen keine Aktionspotentiale ausgelést wurden. Das
Ruhemembranpotential des Neurons betrug -60 mV, der Eingangswiderstand (Ry) 101 MQ.
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3.2 Raumliche Spezifitat neocorticaler LTD

Im ersten Teil der vorliegenden Dissertation wird gezeigt, daB durch Applikation von
Glutamat am Dendriten mittels Infrarot-gelenkter Photostimulation ein LTD-ahnlicher
Effekt induziert werden kann. Durch weitere Experimente wurde untersucht, inwieweit
diese Form der Langzeit-Plastizitdt generelle Eigenschaften synaptischer Langzeit-
Plastizitat besitzt. Auf Grund der hohen raumlichen Auflésung der Infrarot-gelenkten
Photostimulation konnte auBerdem die rdaumliche Spezifitdit der beobachteten

"Photostimulations-LTD" quantifiziert werden.

3.2.1 Induktion von "Photostimulations-LTD"

Es wurde zunachst untersucht, ob eine Applikation von Glutamat mittels Infrarot-
gelenkter Photostimulation LTD- beziehungsweise LTP-dhnliche Effekte induzieren kann.
Flr diese Versuche wurde der Perfusionslésung 0,5 mM caged Glutamat zugesetzt. Durch
die Zugabe von 1 pM Tetrodotoxin (TTX) wurden die flr die AP-Initiierung
verantwortlichen  spannungsabhangigen Na*-Leitfahigkeiten blockiert und das
untersuchte Neuron von synaptischen Eingangen isoliert. Ein beobachteter Effekt muBte
daher rein postsynaptischer Natur sein. Glutamat wurde an einem einzelnen
Stimulationsort am apikalen Dendriten in einer Entfernung von 100 - 150 pm vom Soma
appliziert. Diese Entfernung wurde aus folgenden Grinden gewdhlt: (1) Der apikale
Dendrit konnte verldsslich bis zu dieser Entfernung visualisiert werden. (2) In dieser
Region (Lamina IV) bilden viele thalamocorticale Afferenzen mit den apikalen Dendriten
der Lamina V Pyramidenneurone glutamaterge Synapsen aus (Peters, 1987). (3)
Thalamocorticale Synapsen zeigen sowohl LTP als auch LTD (Feldman et al., 1998).
Glutamat wurde somit in einer Region des Dendriten appliziert, in der glutamaterge

synaptische Transmission stattfindet und in der sich plastische Vorgange abspielen.

Bei der Untersuchung einer solchen synaptischen Plastizitdt muB vor der Induktion
Uberprift werden, ob bei niedriger Stimulationsfrequenz die Amplituden der ausgeldsten
Antworten Uber einen langeren Zeitraum konstant bleiben. Zur Induktion von LTP
beziehungsweise LTD wird im AnschluB an diese Kontrollstimulation mit héherer Frequenz
stimuliert. Danach wird Uber einen langeren Zeitraum wieder die niedrige
Stimulationsfrequenz des Kontrollversuchs verwendet. Eine statistisch signifikante
VergréBerung der Antwort-Amplituden, die langer als 30 min anhalt, wird als LTP, eine

Verkleinerung als LTD bezeichnet.
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3.2.1.1 Induktions-Protokoll

Fir die Kontrollstimulation wurde die Energie des Lasers auf einen Wert zwischen 5 - 10
mW eingestellt, sodaB die Amplituden der Glutamatantworten 3 - 5 mV betrugen.
Ahnliche Werte wurden auch fiir "unitary" EPSPs bestimmt (Markram et al., 1997). Die
Stimulationsdauer betrug 3 ms. Die depolarisierenden Glutamatantworten wurden am

Soma beim RMP abgeleitet.

Fir die im folgenden dargestellten Experimente betrug die Lange der
Kontrollstimulation 10 min. Innerhalb dieser Zeit wurde alle 20 s Glutamat appliziert.
Dies entspricht einer Frequenz von 0,05 Hz. Vorversuche zeigten, daB eine tetanische
Photostimulation eine Reduktion der Glutamatantwort-Amplitude bewirken kann. Als
verlassliches Protokoll zur Induktion dieser "Photostimulations-LTD" erwies sich eine
Stimulation von 1 min mit einer Frequenz von 5 Hz. Dieses Stimulationsparadigma, im
folgenden als "5 Hz-Stimulation" bezeichnet, bewirkte eine statistisch signifikante
Reduktion der Amplitude von mehr als 30 % im Mittel (33 + 2 %, Mittelwert der Daten
der 16. - 20. Minute nach der 5 Hz-Stimulation, n = 9 Neurone, p < 0,001, t-Test). Die
Reduktion der Amplitude trat unmittelbar nach der 5 Hz-Stimulation auf und hielt bis zum
Ende der Ableitung (60 min nach der 5 Hz-Stimulation) an (Abbildung 3.2).
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Abb. 3.2: Eine fokale Photolyse von caged Glutamat induziert eine LTD der
Glutamatrezeptoren. Eine tetanische Freisetzung von Glutamat aus caged Glutamat durch eine
schnelle Folge von UV-Lichtpulsen (3 ms lang, 5 Hz fir 1 min) bewirkt eine LTD der
Glutamatantworten (n = 9 Neurone). Vor und nach der Tetanisierung (Pfeil) wurde Glutamat alle
20 s durch 3 ms lange Lichtpulse photolytisch freigesetzt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +
S.E.M. filr jeweils 1 min. Der 100 % Wert reprasentiert den Mittelwert der letzten 5 min vor der
Tetanisierung.
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3.2.1.2 AusschluB einer Schadigung der Neurone durch UV-Licht

In Kontrollexperimenten wurde untersucht, ob der beobachteten Abnahme der
Glutamatsensitivitdt eine Schadigung des Neurons durch die UV-Strahlung des Lasers
zugrunde liegt. Hierzu wurde nach der Kontrollstimulation das caged Glutamat
ausgewaschen und die 5 Hz-Stimulation in Abwesenheit dieser Substanz durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde caged Glutamat erneut eingewaschen und das Neuron alle 20 s
stimuliert. Hierbei konnte bei den Glutamatantworten keine statistisch signifikante
Reduktion der Amplituden beobachtet werden (3 £ 4 %, Mittelwert der ersten 5 min
nachdem caged Glutamat wieder vollstandig eingewaschen war, n = 3, p > 0.5). Eine
anschlieBende Wiederholung der 5 Hz-Stimulation in Anwesenheit von caged Glutamat
induzierte wiederum eine stabile LTD (Abbildung 3.3). Diese Experimente zeigen klar,
daB die beobachtete Photostimulations-LTD nicht durch eine Schadigung der Zelle durch

das UV-Licht des Lasers ausgelést wurde.
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Abb. 3.3: Photostimulations-LTD wird nicht durch die UV-Strahlung des Lasers induziert.
Nach der Kontrollstimulation wurde das caged Glutamat ausgewaschen und anschlieBend die 5 Hz-
Stimulation durchgefiihrt. Nachdem caged Glutamat wieder vollstéandig eingewaschen war, konnte
keine Reduktion der Amplituden beobachtet werden. Eine weitere 5 Hz-Stimulation in Anwesenheit
von caged Glutamat induzierte eine stabile Photostimulations-LTD. Die Abbildung zeigt die Daten
eines einzelnen Experimentes.

3.2.2 Induktion von "Photostimulations-LTP"

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob durch Applikation von Glutamat auch
"Photostimulations-LTP" ausgelést werden kann. Nach der "sliding threshold theory"
(Bienenstock et al., 1982; Bear, 1995) resultiert eine LTP aus einer starken Zunahme der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration, wahrend eine geringere Erhéhung der intrazelluldren

Ca?*-Konzentration zu einer LTD fiihrt. Um einen starkeren Ca?*-Einstrom in das Neuron
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zu erreichen, wurden drei experimentelle Modifikationen eingefiihrt: (1) Die
Stimulationsfrequenz des Induktions-Protokolls wurde erhéht. (2) Das Neuron wurde
wahrend der 5 Hz-Stimulation zusatzlich durch Strominjektion depolarisiert. (3) Die

extrazelluldre Ca®*-Konzentration wurde erhéht.

In den Versuchen wurden diese Modifikationen sowohl einzeln als auch kombiniert
eingesetzt. Das Auftreten einer Photostimulations-LTP hatte sich dabei durch eine
Erhéhung der Glutamatsensitivitat manifestieren missen. Bei keinem der untersuchten

Neurone konnte jedoch eine solche Erhéhung beobachtet werden.

3.2.3 Eigenschaften der Photostimulations-LTD

3.2.3.1 NMDA-Rezeptor- und Ca?*-Abhingigkeit

Die Induktion von synaptischer LTP und LTD ist haufig von der Aktivierung der NMDA-
Rezeptoren und des daraus resultierenden Ca®*-Einstroms in die Zelle abhangig. Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob die beobachtete Photostimulations-LTD ebenfalls

eine NMDA-Rezeptor- und Ca®*-Abhangigkeit zeigt.

Blockierung der NMDA-Rezeptoren

Zum Nachweis einer NMDA-Rezeptor-Abhangigkeit wurde der aktivitatsabhangige NMDA-
Rezeptor-Antagonist MK-801 der Perfusionslésung in einer Konzentration von 20 pM
zugesetzt. Die extrazellulire Mg®*-Konzentration wurde von 1 mM auf 4 mM erhéht.
Durch die daraus resultierende Blockade der NMDA-Rezeptoren (siehe Abschnitt 1.1.1.2)
verringerte sich die Amplitude der Glutamatantworten im Mittel um 39 + 3 % (n = 6
Neurone). Dies zeigt deutlich, daB die NMDA-Rezeptoren auch beim
Ruhemembranpotential einen bedeutenden Anteil an der Gesamt-Glutamatantwort

haben.

Die Blockierung der NMDA-Rezeptoren verhinderte die Induktion einer
Photostimulations-LTD. Es war lediglich eine statistisch nicht signifikante Reduktion der
Amplitude der Glutamatantworten zu verzeichnen (7 + 2 %, Mittelwert der MeBwerte der
16. - 20. Minute nach der 5 Hz-Stimulation, n = 8 Neurone, p > 0,05). Die anfangliche
Reduktion der Glutamatsensitivitat nach Durchfiihrung des Induktions-Protokolls kann als

Kurzzeitdepression (STD, "short-term depression") gedeuted werden (Abbildung 3.4).
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Abb. 3.4: Fiir die Induktion einer Photostimulations-LTD ist die Aktivierung der NMDA-
Rezeptoren notig. Eine Applikation des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801 (20 puM) reduzierte
die Depression der Glutamatantworten nach der 5 Hz-Stimulation auf ein statistisch nicht
signifikantes Niveau (n = 8 Neurone).

Postsynaptische Ca’**-Pufferung

Um eine Ca’"-Abhangigkeit der Photostimulations-LTD zu untersuchen, wurden die
abgeleiteten Neurone {iber die Pipettenlésung mit 10 mM BAPTA gefiillt. Dieser Ca**-
Chelator besitzt zwar die selbe Affinitdt zu Ca®*, ergibt aber eine weitaus héhere
Reaktionsgeschwindigkeit als der Komplexbildner EGTA (Klingauf & Neher, 1997). Durch
die Ca®*-Pufferung wurden ein Anstieg der postsynaptischen Ca*-Konzentration und eine
Induktion einer Photostimulations-LTD durch die 5-Hz-Stimulation verhindert (Abbildung
3.5). Es konnte lediglich eine transiente, statistisch nicht signifikante Reduktion der
Amplitude der Glutamatantworten beobachtet werden (9 = 2 %, Mittelwert der MeBwerte

der 16. - 20. Minute nach der 5 Hz-Stimulation, n = 8 Neurone, p > 0.05).
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Abb. 3.5: Fiir die Induktion einer Photostimulations-LTD ist eine Erhohung der
postsynaptischen Ca?*-Konzentration nétig. Eine Zugabe des Ca?*-Chelators BAPTA (10 mM)
zur Pipettenlésung reduziert deutlich die Depression der Glutamatantworten nach der 5 Hz-
Stimulation auf ein statistisch nicht signifikantes Niveau (n = 8 Neurone).
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3.2.3.2 Kinetik der Glutamatantwort

Die Antwort neocorticaler Lamina V Neurone auf photolytisch freigesetztes Glutamat setzt
sich aus zwei Komponenten zusammen, die nach ihrer Pharmakologie und Kinetik
unterschieden werden kénnen. In Kontrollésung zeigt die Depolarisation eine schnelle
Anstiegsphase, der eine langsamere Abfallsphase folgt. Durch die Zugabe des
spezifischen AMPA-Rezeptor-Antagonisten NBQX (1 uM) kann die schnelle Depolarisation
blockiert werden. Dies fiihrt zu einer starken Abschwdchung der Antwort. Ubrig bleibt
eine Depolarisation mit langsamerer Kinetik. Diese langsame Komponente kann durch
den spezifischen NMDA-Rezeptor-Antagonisten D-APV (100 pM) eliminiert werden.
Demnach resultiert die Antwort aus der Aktivierung von ionotropen Glutamatrezeptoren

(Frick et al., zur Publikation eingereicht).

Um aufzukldren, ob vor und nach einer Induktion der Photostimulations-LTD die
NMDA- und AMPA-Rezeptoren in gleicher Relation zur Gesamt-Depolarisation beitragen,
wurden die Kinetiken der Glutamatantworten analysiert. Weder flir die Anstiegszeit (20 -
80 %) noch fiur die Abfalls-Zeitkonstante konnte ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen Kontrolle und LTD festgestellt werden (Abbildung 3.6). Die Anstiegszeit betrug
vor der LTD-Induktion 13 + 2 ms und nach der LTD-Induktion 11 + 1 ms (Mittelwert der
letzten 5 min Kontrolle beziehungsweise 21. - 25. Minute nach der 5 Hz-Stimulation, n =
6 Neurone, p > 0,05). Fur die Kontrolle wurde eine Abfalls-Zeitkonstante von 75 + 8 ms
bestimmt. Wahrend der LTD betrug sie 81 + 11 ms (p > 0,1). Dieser Befund deutet
darauf hin, daB durch die 5 Hz-Stimulation die NMDA- und AMPA-Rezeptor vermittelte

Depolarisation jeweils in gleichem MaB herabgesetzt wird.
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Abb. 3.6: Die Kinetik der Glutamatantwort wird durch die Photostimulations-LTD nicht
verdndert. (A) Die Glutamatantwort besitzt wahrend einer LTD die gleiche Kinetik wie bei der
Kontrollstimulation. Dies wird besonders deutlich, wenn eine wahrend der LTD ausgel6ste
Depolarisation auf den Wert der Kontroll-Amplitude skaliert wird. (B) Mittelwerte der Anstiegszeit
und Abfalls-Zeitkonstante vor und nach LTD-Induktion (n = 6 Neurone).
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3.2.4 Raumliche Spezifitat der Photostimulations-LTD

3.2.4.1 Raumliche Spezifitat der Infrarot-gelenkten Photostimulation

Die lokalisierte Photolyse von caged Glutamat kann dazu benutzt werden, raumliche
Unterschiede in der Glutamatsensitivitat neuronaler Strukturen zu untersuchen (Dodt et
al., 1998). Um eine Aussage Uber die raumliche Spezifitat der Photostimulations-LTD
machen zu kénnen, wurden Experimente durchgefihrt, durch die die Ausdehnung der
photolytischen Glutamatapplikation quantifiziert werden konnte. Dazu wurde der Abfall
der Antwort-Amplituden gemessen, der entsteht, wenn man den UV-Lichtpunkt von
einem dendritischen Reizort aus horizontal verschiebt (Abbildung 3.7). Die Beziehung
zwischen der Amplitude der Glutamatantworten und der Position des UV-Lichtpunktes
wurde durch eine Gauss-Funktion beschrieben, deren Halb-Breiten (HWFM, "half width
full maximum) als MaB fir die Auflésung verwendet wurden (Pettit et al., 1997). Im
Mittel war die Amplitude bei 4 + 1 pm (n = 6 Neurone) um 50 % reduziert, das heiBt die
HWFM fir die laterale Auflésung betrug ungefahr 4 um. Der Durchmesser des Ortes, an
dem Glutamat freigesetzt wird, kann deshalb mit ungefahr 10 ym angegeben werden.
Durch Verschiebung des UV-Lichtpunktes entlang der Z-Achse wurde weiterhin die axiale

Auflésung des Verfahrens mit ungefahr 18 ym bestimmt (18 £ 2 uym, n = 4 Neurone).
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Abb. 3.7: Raumliche Auflésung der Infrarot-gelenkten Photostimulation. (A) Der UV-
Lichtpunkt wurde in Schritten von 2,5 pum seitlich von einem dendritischen Reizort aus verschoben.
Die Abnahme der Antwort-Amplituden ist als Funktion der Enfernung aufgetragen. Die Abbildung
zeigt die Daten eines einzelnen Experimentes. (B) Mittelwert der Ergebnisse von 6 Neuronen. Da
die Gaussche Form des Abfalls haufig verzerrt war (wahrscheinlich durch sekundadre dendritische
Verzweigungen), wurden die MeBwerte der Seite mit dem starksten Amplitudenabfall gemittelt. Die
Stimulationen erfolgten in einer Entfernung von 100 - 250 pm vom Soma. Die Amplituden sind auf
die Werte bei direkter Stimulation des Dendriten normalisiert. Die halb-maximale Amplitude der
Antwort wurde erreicht, wenn der Lichtpunkt 4 + 1 pm vom Dendriten entfernt war.
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3.2.4.2 Photostimulations-LTD ist raumlich hoch spezifisch

In den im folgenden dargestellten Experimenten wurde die Frage untersucht, wie groB3
die raumliche Spezifitat der Photostimulations-LTD ist. Hierzu wurde an 7 dendritischen
Stimulationsorten eines Neurons Glutamat appliziert. Im vorhergehenden Abschnitt
wurde beschrieben, daB Glutamat in einer Region mit 10 um Durchmesser freigesetzt
wird. Aus diesem Grund wurde ein Abstand von 10 pm zwischen den Stimulationsorten
gewahlt. Nach einer Kontrollstimulation, bei der jeder dieser Orte fiinfmal stimuliert
wurde, erfolgte die 5 Hz-Stimulation lediglich an dem zentralen Stimulationsort
(Abbildung 3.8, schwarzes Symbol). Die Mittelwerte von 5 Stimulationen flir jedes
Neuron (jeweils 10 - 20 min nach der 5 Hz-Stimulation gemessen) zeigen deutlich, daB
nur an dem Ort, an dem die Tetanisierung durchgeflihrt wurde, eine statistisch
signifikante LTD von 29 + 4 % auftrat (n = 9 Neurone, p < 0,001). An allen anderen
Stimulationsorten trat keine statistisch signifikante Reduktion der Antwort-Amplituden
auf (p > 0,05). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, daB die Photostimulations-LTD eine
raumliche Spezifitdt von mindestens 10 pm besitzt. Eine genauere Quantifizierung wurde

durch die raumliche Auflésung der Infrarot-gelenkten Photostimulation limitiert.
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Abb. 3.8: Photostimulations-LTD ist raumlich hoch spezifisch. Beispiel eines neocorticalen
Lamina V Pyramidenneurons, das an 7 unterschiedlichen Orten am apikalen Dendriten stimuliert
wurde (der Skalierungsbalken entspricht 10 pm). Die Mittelwerte der auf den Kontrollwert
normalisierten Amplituden zeigen deutlich, daB nur am mittleren Stimulationsort (schwarzes
Symbol), an dem die 5 Hz-Stimulation durchgefiihrt wurde, eine LTD auftrat (n = 9 Neurone).
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3.2.5 Synaptische Langzeitdepression ist mit einer Abnahme der dendritischen

Glutamatsensitivitat assoziiert

Die beschriebenen Befunde zeigen, daB durch Applikation von Glutamat am Dendriten
mittels Infrarot-gelenkter Photostimulation eine LTD der Glutamatrezeptoren ausgeldst
werden kann. Diese Form der Langzeit-Plastizitat ist NMDA-Rezeptor- und Ca®*-abhingig.
Eine solche Abhangigkeit weist darauf hin, daB dieselben Mechanismen fiir die Induktion
der Photostimulations-LTD verantwortlich sind wie fir die Ausldsung einer synaptischen
LTD. Es war daher von Intresse, folgende Fragestellungen zu untersuchen: (1) Kann
durch eine synaptische 5 Hz-Stimulation synaptische LTD induziert werden? (2) Wenn ja,

ist diese LTD mit einer Abnahme der dendritischen Glutamatsensitivitat assoziiert?

Experimentelles Design

Zur Klarung dieser Fragen wurden Experimente durchgefihrt, bei denen durch
elektrische Stimulation synaptische EPSPs ausgeldst wurden. Hierzu wurde eine bipolare,
konzentrische Wolfram-Stimulationselektrode in der weiBen Substanz unter dem am
Soma abgeleiteten Neuron plaziert. Durch Spannungspulse kdénnen so Axone
prasynaptischer Neurone Uiberschwellig erregt werden. Das postsynaptische Neuron wird
dabei orthodrom stimuliert (Ichinose & Murakoshi, 1996; Shao & Burkhalter, 1996). Da
bei Experimenten mit synaptischer Stimulation die Reizweiterleitung nicht blockiert
werden darf, wurde ohne Zusatz von TTX gearbeitet. Die Stimulationsdauer betrug 0,2
ms. Die Stimulationsintensitat (< 10 V) wurde so eingestellt, daB EPSPs mit einer

Amplitude von 3 - 5 mV ausgeldst wurden.

Um gegebenenfalls eine Abnahme der dendritischen Glutamatsensitivitat detektieren
zu konnen, die mit einer synaptischen LTD assoziiert ist, wurde am apikalen Dendriten
des untersuchten Neurons zusatzlich Glutamat appliziert. Dies geschah mittels Infrarot-
gelenkter Photostimulation wiederum in einer Entfernung von 100 - 150 ym vom Soma
(siehe Abschnitt 3.2.1). Ein Vergleich der photolytisch ausgelésten Glutamatantworten
mit den synaptischen EPSPs zeigte deutliche Unterschiede in der Kinetik. Die Anstiegszeit
(0 - 100 %) der Photostimulations-Antworten war ungefahr dreimal so lang wie die der
synaptischen Antworten (62 + 3 ms flr die Photostimulations-Antworten und 20 + 2 ms
fur die EPSPs, n = 7, siehe Abbildung 3.9A).
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Induktions-Protokoll

Fir die Kontrollstimulation (10 min) wurde sowohl die Photostimulation, als auch die
synaptische Stimulation alle 20 s durchgefiihrt. Das Intervall zwischen diesen beiden
Arten der Reizerzeugung betrug 10 s. Im AnschluB an die Kontrollstimulation wurde eine
synaptische 5 Hz-Stimulation fir 1 min durchgeflihrt. Um mdglichst viele glutamaterge
Synapsen zu aktivieren, wurde fiir das Induktions-Protokoll die Stimulationsintensitat auf
den doppelten Betrag des Wertes erhdht, bei dem das postsynaptische Neuron auf einen

einzelnen Stimulus ein Aktionspotential generierte.

Synaptische 5 Hz-Stimulation induziert eine LTD der EPSPs

Abbildung 3.9 zeigt, daB durch die synaptische 5 Hz-Stimulation reproduzierbar eine LTD
der EPSPs induziert werden konnte (offene Kreise in Abbildung 3.9C). Die statistisch
signifikante Reduktion der Amplitude trat unmittelbar nach der Tetanisierung ein und
betrug 32 + 6 % (weiBe Saule in Abbildung 3.9B, Mittelwert der Daten der 46. - 50.

Minute nach der Tetanisierung, n = 14 Neurone, p < 0,01).

Synaptische LTD ist mit einer Abnahme der dendritischen Glutamatsensitivitat

assoziiert

Neben der synaptischen LTD bewirkte die elektrische LTD-Induktion eine Abnahme der
dendritischen Glutamatsensitivitat (geschlossene Rauten in Abbildung 3.9C). Die
statistisch signifikante Reduktion der Amplitude betrug 48 min nach der Induktion 31 + 3
% (schwarze Saule in Abbildung 3.9B, Mittelwert der Daten der 46. - 50. Minute nach der
Tetanisierung, n = 8 Neurone, p < 0,01). Die Entwicklung der Glutamatsensitivitat und
die der EPSP-Amplituden zeigten in den ersten Minuten nach der synaptischen
Tetanisierung einen jeweils deutlich verschiedenen Zeitverlauf. Die Abnahme der
Glutamatsensitivitat entwickelte sich weitaus langsamer, als die synaptische LTD. Erst 35
min nach der Induktion war kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
synaptischen LTD und der Reduktion der Glutamatsensitivitdt mehr festzustellen (p >
0,5).

AusschluB-Experimente

Die beobachtete Koinzidenz der synaptischen LTD und der Reduktion der dendritischen
Glutamatsensitivitdt weist darauf hin, daB einer neocorticalen LTD eine Abnahme der
postsynaptischen Glutamatsensitivitdat zugrunde liegt. Weitere Evidenz hierflr lieferten

die Ergebnisse sogenannter AusschluB-Experimente. Hierzu wurde bei 6 Neuronen 40
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min nach der synaptischen Tetanisierung zusatzlich die 5 Hz-Photostimulation
durchgefihrt. Es trat jedoch keine weitere statistisch signifikante Reduktion der
Glutamatantwort-Amplituden auf (gelbe Rauten in Abbildung 3.9C, p > 0,1). Die
Abnahme der Glutamatsensitivitat betrug 48 min nach der synaptischen Tetanisierung 31
*+ 2 % (gelbe Saule in Abbildung 3.9B, Mittelwert der Daten der 46. - 50. Minute nach der
elektrischen LTD-Induktion). Dieser Befund zeigt deutlich, daB die synaptisch induzierte

LTD eine Photostimulations-LTD ausschlieB3t.
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Abb. 3.9: Synaptische LTD ist mit einer Abnahme der dendritischen Glutamatsensitivitat
assoziiert. (A) Photostimulations-Antwort (Glutamatantwort) und EPSP vor und 35 min nach der
synaptischen Tetanisierung. (B) Vergleich der LTD von EPSPs (n = 14 Neurone) und
Glutamatantworten (n = 8 Neurone) 48 min nach elektrischer LTD-Induktion (Mittelwert der Daten
der 46. - 50. Minute). Zu diesem Zeitpunkt zeigten die LTDs beider Potentiale keinen statistisch
signifikanten Unterschied (p > 0,5). Die gelbe Saule zeigt die Abnahme der Glutamatantwort von 6
der 14 Zellen, bei denen 40 min nach der elektrischen LTD-Induktion der Photostimulations-
Tetanus durchgefiihrt wurde (Mittelwert der Daten der 46. - 50. Minute). Eine zusatzliche
Verkleinerung der Glutamatantworten wurde dadurch nicht induziert (p > 0,1). (C) Zeitverlauf der
LTD von EPSPs (offene Kreise) und Glutamatanworten (geschlossene Rauten). Eine halbe Stunde
nach der elektrischen 5 Hz-Stimulation waren die LTDs der EPSPs und die der Glutamatantworten
nahezu gleich. Ein bei 6 Neuronen durchgefihrter zusatzlicher Photostimulations-Tetanus
induzierte keine weitere LTD (gelbe Rauten).
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3.2.6 Eigenschaften der synaptischen LTD

3.2.6.1 NMDA-Rezeptor-Abhdngigkeit der synaptischen LTD

Im Neocortex wurden zwei Formen von synaptischer LTD beobachtet. Die eine ist von der
Aktivierung der NMDA-Rezeptoren abhangig (Kirkwood et al., 1993), die andere D-APV-
insensitive Form kann durch intrazellulér applizierte Ca®*-Chelatoren blockiert werden
(Brocher et al., 1992; Hirsch & Crepel, 1992). In Analogie zur Photostimulations-LTD
wurde deshalb untersucht, ob die beobachtete synaptische LTD und die mit ihr
assoziierte Reduktion der dendritischen Glutamatsensitivitat eine NMDA-Abhangigkeit
zeigt. Hierzu wurden die NMDA-Rezeptoren wiederum durch MK-801 (20 pM) und eine
Erhéhung der extrazelluldren Mg?*-Konzentration von 1 mM auf 4 mM blockiert (siehe
Abschnitt 3.2.3.1).

Abbildung 3.10 =zeigt, daB durch Blockierung der NMDA-Rezeptoren sowohl die
Induktion einer synaptischen LTD, als auch die mit ihr assoziierte Reduktion der
dendritischen Glutamatsensitivitat verhindert wurde. Es war lediglich eine statistisch
nicht signifikante Reduktion der Amplituden der EPSPs von 8 + 3 % (p > 0,05) und der
Glutamatantworten von 0 £ 4 % (p > 0,5) zu verzeichnen (Mittelwerte der MeBwerte der

16. - 20. Minute nach der 5 Hz-Stimulation, n = 7 Neurone).
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Abb. 3.10: Synaptische Langzeitdepression und die mit ihr assoziierte Reduktion der
Glutamatsensitivitiat ist NMDA-Rezeptor-abhdngig. Der NMDA-Rezeptor-Antagonist MK-801
(20 pM) und eine extrazelluldre Mg2*-Konzentration von 4 mM verhinderten die Induktion einer
synaptischen LTD und einer Reduktion der dendritischen Glutamatsensitivitdt. Die normalisierten
EPSPs sind durch die offenen Kreise, die photolytisch ausgelésten Glutamatantworten durch die
geschlossenen Kreise dargestellt.
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3.2.6.2 Kinetik der Glutamatantwort

In Analogie zur Photostimulations-LTD (siehe Abschnitt 3.2.3.2) wurde untersucht, ob
durch die synaptische 5 Hz-Stimulation die Kinetik der photolytisch ausgeldsten
Glutamatantwort verédndert wurde. Wie flUr die Glutamatantwort nach dem
Photostimulations-Tetanus konnten jedoch keine statistisch signifikanten Anderungen der
Anstiegszeit (20 - 80 %) und Abfalls-Zeitkonstante festgestellt werden (Abbildung 3.11).
Die Anstiegszeit betrug vor der LTD-Induktion 19 £ 2 ms und nach der LTD-Induktion 17

+ 2 ms (Mittelwert der letzten 5 min Kontrolle beziehungsweise 26. - 30. Minute nach der

5 Hz-Stimulation, n 8 Neurone, p > 0,1). Fir die Kontrolle wurde eine Abfalls-
Zeitkonstante von 91 + 10 ms bestimmt. Wahrend der LTD betrug sie 88 + 12 ms (p >
0,5). Dieser Befund deutet darauf hin, daB auch die synaptische 5 Hz-Stimulation die

NMDA- und AMPA-Rezeptor vermittelte Depolarisation im gleichen Verhdltnis herabsetzt.

120
¢ Kontrolle LTD
100F T T
80 | J‘ J.
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40
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Anstiegszeit (20 - 80 %) Abfalls-Zeitkonstante

Abb. 3.11: Die Kinetik der Glutamatantwort wird durch die synaptische 5 Hz-Stimulation
nicht verandert. Mittelwerte der Anstiegszeit und Abfalls-Zeitkonstante vor und nach synaptischer
LTD-Induktion (n = 8 Neurone).
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3.3 Differentielle Verteilung der GABA,- und GABAz-Rezeptoren

Im zweiten Teil der vorliegenden Dissertation sollte die differentielle Verteilung von
GABAA- und GABAg-Rezeptoren entlang des apikalen Dendriten von Lamina V
Pyramidenneuronen untersucht werden. Hierzu wurde GABA mittels Infrarot-gelenkter
Photostimulation (3 ms Stimulationsdauer) an verschiedenen Stellen des apikalen
Dendriten und am Soma appliziert. Die eingesetzte Konzentration von caged GABA
betrug 1 mM. Die Intensitdt des Lasers wurde vor Beginn des Experimentes so
eingestellt, daB die Amplituden der GABA-Antworten 3 - 6 mV betrugen. Die Zugabe von
TTX (1 pM) isolierte die abgeleiteten Neurone von synaptischen Eingdngen. Die GABA-
Rezeptor-vermittelten Antworten wurden am Soma oder Dendriten beim RMP abgeleitet.
An allen neuronalen Strukturen, an denen GABA appliziert wurde, konnten sowohl

GABAA,-, als auch GABAg-Rezeptor-vermittelte Antworten ausgeldst werden.

3.3.1 Eigenschaften der GABA-Antworten

3.3.1.1 Pharmakologische Isolierung reiner GABA,- oder GABAz-Antworten

Die Antworten neocorticaler Lamina V Pyramidenneurone auf photolytisch freigesetztes
GABA setzten sich aus zwei Komponenten zusammen, die pharmakologisch und zeitlich
unterscheidbar waren. In Kontrollésung folgte auf eine schnelle eine zusatzliche
langsame Hyperpolarisation (Abbildung 3.12A). Die schnelle Hyperpolarisation konnte
durch Zugabe des spezifischen GABAg-Rezeptor-Antagonisten CGP35348 (200 pM)
isoliert und durch den GABAA-Rezeptor-Blocker Picrotoxin (75 uM) eliminiert werden (n =
3 Neurone). Die umgekehrte pharmakologische Behandlung isolierte und blockierte reine
GABAg-Antworten (n = 3 Neurone, Abbildung 3.12B). Demnach resultierten die

Antworten aus der Aktivierung von GABA,- und GABAg-Rezeptoren.

3.3.1.2 Depolarisierende GABA,-Antworten

Wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben, wurde caged GABA im AnschluB an die Aufzeichnung
der Strom-Spannungsbeziehung der ACSF zugesetzt. Es zeigte sich, daB die GABAg-
Antworten nach 10 min konstant in der Amplitude waren. Damit war ein vollstandiges
Einwaschen der caged Substanz bestatigt. Die Amplituden der GABAs-Antworten

hingegen waren erst nach ungefédhr 15 min konstant. Da das Umkehrpotential fir CI'-
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Abb. 3.12: Pharmakologische Isolierung reiner GABA,- oder GABAg-Antworten. (A) Die
Antworten neocorticaler Lamina V Neurone auf photolytisch freigesetztes GABA setzten sich aus
einer schnellen GABA,- und einer spaten, langsamen GABAg-Komponente zusammen. (B) Durch
eine Applikation des spezifischen GABAg-Rezeptor-Antagonisten CGP35348 konnten reine GABA,-
Antworten isoliert und durch den GABA,-Rezeptor-Blocker Picrotoxin eliminiert werden. Die
umgekehrte pharmakologische Behandlung isolierte und blockierte GABAg-Antworten. GABA wurde
in unmittelbarer Néhe einer am Soma plazierten Elektrode photolytisch freigesetzt. Die gezeigten
Ableitspuren stammen von unterschiedlichen Neuronen.

Ionen (Ec) nahe beim RMP liegt, kdnnte eine starke Amplitudenschwankung einer beim
RMP abgeleiteten GABAs-Antwort auch von einer geringfiigigen Veranderung der
intrazelluldaren CI'-Konzentration herriihren. Die Untersuchung der folgenden Fragen
sollte eine Unterscheidung erlauben: (1) Fuhrt die Dialyse der Zelle durch die
Pipettenlésung zu einer Reduktion der intrazelluldren CI'-Konzentration? Dieser
diffusionsbedingte Prozess kdnnte Uber eine Verschiebung von E¢ zu der beobachteten
kontinuierlichen AmplitudenvergroBerung der hyperpolarisierenden GABAs-Antworten
fihren. (2) Werden gegebenenfalls durch GABA bei natdrlicher intrazellularer CI-
Konzentration depolarisierende GABA,-Antworten beim RMP ausgeldst? Depolarisierende
GABA-Rezeptor-vermittelte IPSPs wurden bei jungen Tieren in allen Regionen des ZNS
beobachtet (siehe Abschnitt 1.1.2.4).

Zur Klarung wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen die Neurone am Soma im
"Voltage-Clamp"-Modus abgeleitet wurden. Dadurch konnte das Membranpotential
konstant gehalten werden. Caged GABA, TTX und CGP35348 wurden der ACSF 15 min

vor Beginn der Ableitung zugesetzt. Bei einem Haltepotential von -60 mV wurde GABA
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kurz nach dem Durchbrechen der Zellmembran ("break in") photolytisch freigesetzt. Es
zeigte sich, daB sowohl die somatische, als auch die dendritische Applikation von GABA
Einwartsstréme ausléste (Abbildung 3.13A). Da ein Einwartsstrom als Strom positiv
geladener Ionen in die Zelle definiert ist, bedeutet dies, daB Cl'-Ionen aus der Zelle
ausstromten und das Neuron depolarisierten. Bei wiederholter Stimulation (alle 20 s)
wurden die Einwartsstrome kontinuierlich kleiner (Abbildung 3.13A) und kehrten sich
dann in Auswartsstrome um. Die Amplitude dieser Auswartstrome wurde dabei
kontinuierlich gréBer, bis sie nach einiger Zeit konstant blieb. Die Ergebnisse dieser
Versuche zeigen, daB die intrazellulare CI'-Konzentration von Lamina V
Pyramidenneuronen des somatosensorischen Neocortex der 14 - 21 Tage alten Ratte
deutlich hoher ist, als die CI'-Konzentration der verwendeten Pipettenlésung (5 mM). Fir
GABAs-Antworten, die am apikalen Dendriten 300 um vom Soma entfernt ausgeldst
wurden, dauerte die Equilibrierung der Cl-Ionen ungefdhr 20 min (n = 8 Neurone,
Abbildung 3.13B). Aus diesem Grund wurden alle Experimente, bei denen GABAx-
Rezeptor-vermittelte Antworten untersucht wurden, friihestens 30 min nach dem "break

in" begonnen. Dies gilt auch flr die in Abschnitt 3.3.1.1 beschriebenen Versuche.
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Abb. 3.13: GABA,-Antworten sind kurz nach dem "break in" depolarisierend. (A) "Voltage-
Clamp"-Ableitung eines Lamina V Pyramidenneurons. 10 s nach dem "break in" l6ste photolytisch
appliziertes GABA einen einwartsgerichteten CI'-Strom aus. Auf Grund der Dialyse der Zelle durch
die Pipettenlésung war die Amplitude des CI-Stroms 110 s spater deutlich reduziert. Die GABAg-
Rezeptoren wurden durch CGP35348 (200 pM) blockiert. Das Membranpotential betrug -60 mV.
GABA wurde in unmittelbarer Nahe der am Soma plazierten Elektrode appliziert. (B) 20 min nach
dem "break in" war die CI"™-Konzentration im apikalen Dendriten (300 pm vom Soma entfernt) mit
der CI™-Konzentration der Pipettenldsung im Gleichgewicht. Nach dieser Zeit blieb die Amplitude der
am Dendriten ausgeldsten Cl-Auswartsstrome konstant. GABA wurde alle 20 s appliziert. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte Uber jeweils 1 min. Der 100 % Wert reprasentiert den Mittelwert
der 30. - 34. Minute (n = 8 Neurone).
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3.3.1.3 Umkehrpotentiale

Zur Bestimmung der Umkehrpotentiale wurden die Neurone durch Strominjektion sowohl
hyper- als auch depolarisiert. Die photolytische Applikation von GABA erfolgte am
Plateauwert der Membranpotentialauslenkung. Durch Stimulation der Nervenzellen in
unmittelbarer Nahe der Ableitelektrode wurden die Umkehrpotentiale fiir GABAA- und
GABAg-Antworten sowohl bei Ableitungen am Soma als auch am apikalen Dendriten (200
pum vom Soma entfernt) bestimmt. Das Umkehrpotential flir die am Soma ausgeldsten
und abgeleiteten GABAs-Hyperpolarisationen betrug -70 £+ 1 mV (n = 13 Neurone,
Abbildung 3.14A). Der Wert fir die GABAz-Antworten lag bei -92 + 0,6 mV (n = 8
Neurone, Abbildung 3.14B). Das am Dendriten gemessene Umkehrpotential betrug im
Mittel -70 + 0,2 mV fir die GABAAs-Antworten (n = 3 Neurone, Abbildung 3.14A) und -92
+ 1 mV flr die GABAg-Hyperpolarisationen (n = 3 Neurone, Abbildung 3.14B). Somit
konnten keine Unterschiede =zwischen den somatischen und dendritischen
Umkehrpotentialen festgestellt werden. Dies bestdtigte zusatzlich die vollstéandige

intrazellulare Equilibrierung der ClI™-Ionen.

A B

-65 -85

GABA, GABAg
> >
£ 70} .]:. - E -90
£ £
= Soma Dendrit = -:E -}
(n =13) (n=3)
Soma Dendrit

75l g5l (n=8) (n=3)
C D
— 157 GABA , 2 GABA,
> >
E 10} =
” Umkehrpotential i |
o 5t o
= V. [mV] g ~ Vm[mv]
C 0 s s s "":' 0 -80 -60
T -70 -60 -50 <
g -5t g -1}t
v )
5 -10} =
= = oF
g -15¢} 2
< <

_20 3 _3 L

Abb. 3.14: Umkehrpotentiale von GABA,- und GABAg-Antworten. (A) und (B) Mittelwerte
der Umkehrpotentiale fir am Soma beziehungsweise am Dendriten ausgeldoste und abgeleitete
GABA,- und GABAg-Antworten. (C) Bestimmung der Umkehrpotentiale. Die Amplitude einzelner
GABAA-Antworten ist gegen das Membranpotenial (V,,) aufgetragen. Die lineare Regressionsgerade
zeigt, daB das Umkehrpotential der GABAA-Antwort bei -67 mV liegt. (D) Das Umkehrpotential der
GABAg-Antwort betragt -92 mV. Die Abbildungen (C) und (D) zeigen die Daten von zwei
Einzelexperimenten.
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3.3.1.4 Kinetiken der GABA-Antworten

GABAA-Rezeptoren, die sich in ihrem Aufbau aus Untereinheiten unterscheiden, verhalten
sich oft verschieden bezlglich ihrer Leitfahigkeit und Kinetik. Sehr wahrscheinlich
korreliert auch die Kinetik von GABAg-Antworten mit der molekularen Struktur der sie
vermittelnden Rezeptoren. Um bei GABA-Rezeptoren eventuelle Unterschiede im Aufbau
aus Untereinheiten in Abhangigkeit von ihrer jeweiligen Lokalisation am Neuron zu
bestimmen, wurde die Kinetik der GABA-Antwort an Soma und Dendrit vergleichend
gemessen. Da die Anstiegszeit weitgehend von Inaktivierungsmechanismen, wie
Diffusion oder Wiederaufnahme, unabhdngig ist, war dieser Kinetikparameter fir den
angestrebten Vergleich besser geeignet, als die Abfalls-Zeitkonstante. Weder flr die
GABA,-, noch fir die GABAg-Antworten konnten statistisch signifikante Unterschiede fir
die Anstiegszeit (0 - 100 %) zwischen dendritisch und somatisch ausgelésten GABA-
Antworten festgestellt werden (p > 0,5). GABA wurde in unmittelbarer Néhe einer am
Soma oder am apikalen Dendriten (200 pm vom Soma entfernt) plazierten Elektrode
freigesetzt. Eine elektrotonische Verlangsamung der Anstiegszeit kann daher
ausgeschlossen werden (siehe Abschnitt 3.3.2.1). Die mittlere Anstiegszeit betrug 35 + 2
ms flr die somatischen (n = 13 Neurone) und 38 + 4 ms fir die dendritischen GABAAx-
Antworten (n = 6 Neurone). Die Werte fir die GABAg-Antworten lagen bei 327 £ 11 ms
am Soma (n = 11 Neurone) und 317 £+ 12 ms am Dendriten (n = 7 Neurone, Abbildung
3.15). Diese Befunde deuten darauf hin, daB beim Aufbau aus Untereinheiten weder fir
die GABA,-, noch fiir die GABAg-Rezeptoren Unterschiede zwischen somatisch und

dendritisch lokalisierten Rezeptoren bestehen.
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Abb. 3.15: Mittelwerte der Anstiegszeit somatisch und dendritisch ausgeldoster GABA,-
und GABAg-Antworten.
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3.3.2 GABA-Sensitivitit des apikalen Dendriten

Ziel der folgenden Versuchsserie war es, die differentielle Verteilung der GABAA- und
GABAg-Rezeptoren entlang des apikalen Dendriten aufzuklaren. Hierzu wurde GABA am
Dendriten in Abstédnden von 20 pm bis zu einer Entfernung von 340 um vom Soma
appliziert. Bei somatischer Applikation wird im Vergleich zum Dendriten eine gréBere
Membranflache stimuliert. Um Effekte auszuschlieBen, die aus diesem Unterschied
resultieren kdnnten, erfolgte die erste Stimulation in einem Abstand von 40 pm vom
Mittelpunkt des Zellkérpers, da die Verjingung des Somas zum apikalen Dendriten
ungefahr in dieser Entfernung endet. Die Ableitung von pharmakologisch isolierten reinen
GABAA- oder GABAg-Antworten (siehe Abschnitt 3.3.1.1) erfolgte am Soma in

unmittelbarer Nahe des ersten Stimulationsortes.

3.3.2.1 Abhdngigkeit der Amplitude vom Stimulationsort

Sowohl die Amplituden der GABA,-, als auch die der GABAg-Antworten zeigten einen
statistisch identischen, linearen Abfall in Richtung des distalen Dendriten (n = 13
Neurone fir GABA, und n = 11 Neurone fir GABAg, Abbildung 3.16). Dies bedeutet, daB
das Soma von jedem dendritischen Stimulationsort die GABAA- und GABAg-Antworten im
selben Amplitudenverhaltnis empfangt. Die Amplituden der hyperpolarisierenden
Antworten wurden auf den Amplitudenwert der Soma-nachsten Stimulation (40 pm vom
Zentrum des Somas entfernt) normalisiert. Fir keinen Stimulationsort konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen den GABAs- und GABAg-Antwort-Amplituden
festgestellt werden (p > 0,05). Im AnschluB an die Kartierung der GABA-Sensitivitat
wurde am ersten Stimulationsort erneut GABA appliziert. Die Daten der Kartierung
gingen nur dann in die Gesamtauswertung ein, wenn sich kein Unterschied in der

Amplitude gegenlber der ersten Stimulation zeigte.

Da ein direkt proportionaler Zusammenhang zwischen der GréBe der Antwort-
Amplitude und der Anzahl der aktivierten Rezeptoren besteht, deuten die Ergebnisse der
Kartierungsexperimente ohne eine weitere Analyse darauf hin, daB es keinen Unterschied
zwischen der differentiellen Verteilung der GABAA- und GABAg-Rezeptoren gibt. Dies ist
allerdings nicht mehr der Fall, wenn man die sogenannte Kabel-Theorie berilicksichtigt
(Rall, 1977; Rall & Segev, 1985; Spruston et al., 1993, 1994). Diese Theorie besagt, daB
entfernt vom Ableitort auftretende Potentialanderungen und Stréme durch die passive
Weiterleitung im Dendriten eine Abschwachung der Amplitude und eine Verlangsamung
der Kinetiken erfahren. Die Stdrke dieses elektrotonischen Effektes hangt proportional

von der Entfernung vom Ableitort und dem Langswiderstand (R;), und umgekehrt
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proportional vom Radius (a) des Dendriten (Kabel) und dem spezifischen
Membranwiderstand (R,,) ab. Weiterhin werden schnelle Signale starker durch die
"Elektrotonik" beeinfluBt, als langsame Signale. GABAA-Antworten mit schnellerer Kinetik
miBten dementsprechend starker in der Amplitude abgeschwacht werden, als GABAg-
Antworten mit langsamerer Kinetik. Der statistisch identische Abfall der Amplituden der
GABA,- und GABAg-Antworten deutet deshalb darauf hin, daB das relative Verhaltnis der
GABAA- zu GABAg-Rezeptoren am Dendriten groBer als am Soma ist. Der Begriff
"relatives Verhaltnis" beruht auf der Normalisierung der Daten auf den Wert der
Amplitude am ersten Stimulationsort (40 pm vom Zentrum des Somas entfernt). Der
Wert flir das relative Verhaltnis der GABAA- zu GABAg-Rezeptoren am ersten

Stimulationsort ist demnach 1 und drickt nicht den realen Wert der Anzahl der

Y
|

aktivierten GABAA- zu GABAg-Rezeptoren aus.
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Abb. 3.16: Abhdngigkeit der Amplitude vom Stimulationsort. Die untersuchten Neurone
wurden am Soma abgeleitet. GABA wurde in Abstdanden von 20 pm am apikalen Dendriten
photolytisch appliziert. Sowohl die normalisierten Amplituden der GABA,-, als auch der GABAg-
Antworten zeigen einen statistisch identischen, linearen Abfall in Richtung des distalen Dendriten (n
= 13 Neurone fiir GABA, und n = 11 Neurone fiir GABAg). R? firr die linearen Regressionsgeraden
ist 0,96 fiir GABA, und 0,97 fir GABAg.

3.3.2.2 Abhéangigkeit der Anstiegszeit vom Stimulationsort

Nach der Kabel-Theorie erfahren die Kinetiken von schnellen Potentialanderungen eine
starkere elektrotonische Verlangsamung als die Kinetiken von langsamen Signalen. Die
Anstiegszeit ist von der Amplitude unabhangig und der elektrotonische EinfluB auf diesen

Kinetikparameter kann deshalb nicht durch eine erhdhte Anzahl der Rezeptoren
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kompensiert werden. Deshalb war zu erwarten, daB die Anstiegszeit der schnellen
GABAs-Antworten starker verlangert wird, als die Anstiegszeit der langsameren GABAg-
Antworten. Dies war tatsachlich der Fall und bestatigte den unterschiedlichen
elektrotonischen EinfluB auf die GABAs- und GABAg-Antworten. Die normalisierte
Anstiegszeit (20 - 80 %) der GABAA-Antworten war deutlich verlangert (bis zu 241 + 19
% bei 320 pm). Fur die GABAg-Hyperpolarisationen konnte keine Veranderung
beobachtet werden (96 + 9 % bei 320 um, n = 11 Neurone fir GABAy und GABAg,
Abbildung 3.17). Die absolute Anstiegszeit (20 - 80 %) der nahe der Ableitelektrode
ausgeldsten Hyperpolarisationen betrug im Mittel 5,1 + 0,3 ms fir die GABAA- (n = 13

Neurone) und 171 + 9 ms fir die GABAg-Antworten (n = 11 Neurone).
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Abb. 3.17: Abhidngigkeit der Anstiegszeit vom Stimulationsort. Die Anstiegszeiten der
schnellen GABAj-Antworten wurden durch den elektrotonischen EinfluB deutlich verlangert,
wahrend fir die GABAg-Hyperpolarisationen keine Veranderung dieses Kinetikparameters
beobachtet werden konnte (n = 11 Neurone fiir GABA, und GABAg). R? fiir die linearen
Regressionsgeraden ist 0,94 fir GABA, und 0,96 flir GABAg.

3.3.3 Numerische Simulationen der elektrotonischen Amplitudenabschwichung

3.3.3.1 Das aquivalente Zylinder Modell

Zur Quantifizierung der elektrotonischen Amplitudenabschwachung wurden numerische
Simulationen durchgefiuhrt. Hierzu wurde das von Rall & Segev (1985) entwickelte

aquivalente Zylinder Modell angewendet. In diesem Modell wird der Dendrit als einzelner
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Zylinder betrachtet. Er ist durch seine elektrotonische Lange (L) charakterisiert, die durch

folgende Gleichung berechnet werden kann:
L=I/A (1)

wobei / die Lange des aquivalenten Zylinders (in cm) und A die Langskonstante (ebenfalls
in cm) ist. Die Langskonstante ist als Distanz entlang eines unendlichen Zylinders
definiert, bei der die Amplitude einer "steady state" Potentialanderung auf 37 % (1/e)

ihres Anfangswertes abfallt. Sie kann durch folgende Formel berechnet werden:

Rm
A= 2 2
2Ri (2)

wobei a (in cm) der Radius des Kabels (Zylinders), R, (in Qcm?) der spezifische

Membranwiderstand und R; (in Qcm) der Langswiderstand ist.

3.3.3.2 Berechnung der elektrotonischen Amplitudenabschwiachung

Zur Berechnung der elektrotonischen Amplitudenabschwachung der GABAA- und GABAg-
Antworten in Abhangigkeit von der Entfernung zum Ableitort wurde Gleichung 14 von Rall
& Segev (1985) verwendet. Diese Gleichung ist eine analytische Lésung der
Differentialgleichung flir das aquivalente Zylinder Modell. Sie beschreibt die Attenuierung

von sinuswellenférmigen Spannungsanderungen:

Ve \/[cosh(%lY )+ cos(2bY )] (3)

Vo B cosh(2aL )+ cos(2bL)

wobei V, die Amplitude einer Spannungsanderung am Entstehungsort, V, die Amplitude
dieser Spannungsdanderung an einem Ort X und Y = L-X ist. Die Terme in Gleichung (3)

bedeuten:

a = Ir cos(®/2) (4)
b =lr sin(®/2) (5)
o =2nf (6)
r=\l+0’s’) ™)
® = arctan(wTn) (8)
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wobei f die Frequenz der Spannungsanderung (in kHz) und 7, die Membranzeitkonstante
(in s) ist (Spruston et al., 1993). Fir f wurde die Anstiegszeit (0 - 100 %) der in
geringster Entfernung vom Soma ausgeldsten GABAA- und GABAg-Antworten gewdhlt. Sie
betrug 35 + 2 ms flir die GABAs-Antworten (n = 13 Neurone) und 327 + 11 ms fir die
GABAg-Hyperpolarisationen (n = 11 Neurone, siehe Abschnitt 3.3.1.4). Dies ergab
Frequenzen von 29 Hz und 3 Hz. Mit Hilfe der Infrarot-Videomikroskopie konnte die
Lange der apikalen Dendriten mit ungefdhr 1000 pm und der Radius in dem Bereich, in
dem GABA appliziert wurde, mit 1 ym bestimmt werden. Die Membranzeitkonstante (z,;,)
wurde durch Injektion 160 ms langer, negativer Rechteckstrompulse in das Neuron
bestimmt. Sie ist als die Zeit definiert, nach der die Zellmembran durch die
Strominjektion zu 63 % umgeladen worden ist. Nach Zugabe von caged GABA, TTX und
CGP35348 betrug sie 27 £+ 9 ms und in Anwesenheit von caged GABA, TTX und Picrotoxin
20 £ 2 ms (n = jeweils 10 Neurone). Nach der Formel 1, = R,,C,, konnte zusatzlich der
spezifische  Membranwiderstand fir die unterschiedlichen pharmakologischen
Bedingungen berechnet werden, wobei fir die spezifische Membrankapazitat C, der
allgemein akzeptierte Wert von 1 pF/cm? verwendet wurde (Spruston et al., 1993). Fir
die mit CGP35348 beziehungsweise mit Picrotoxin behandelten Neurone betrug R, 27 + 3
kQcm? beziehungsweise 20 + 1 kQcm? (n = jeweils 10 Neurone). Zur Berechnung der
Amplitudenabschwachung muBte weiterhin die elektrotonische Ldnge des apikalen
Dendriten abgeschatzt werden. Dies erfolgte durch Einsetzen der gegebenen Werte in die
Gleichungen (1) und (2). Fir R; wurde der von Stuart & Spruston (1998) fiir Lamina V
Pyramidenneurone bestimmte Wert von 100 Qcm verwendet. Daraus ergab sich flr L ein
Wert von 1. In Tabelle 3.1 sind die fur die numerischen Simulationen verwendeten Werte

der Parameter zusammengefalt.

Parameter Symbol Einheit Wert
Elektrotonische Ldange L - 1
Frequenz der GABAs-Antworten f kHz 0,029
Frequenz der GABAg-Antworten f kHz 0,003
Lange des apikalen Dendriten / cm 0,1
Langskonstante A cm 0,1
Langswiderstand R; Qcm 100
Radius des apikalen Dendriten a cm 0,0001
Spezifischer Membranwiderstand (GABA,) Ry, Qcm? 27000
Spezifischer Membranwiderstand (GABAg) Ry, Qcm? 20000
Membranzeitkonstante (GABA,) Tm S 0,027
Membranzeitkonstante (GABAg) Tm S 0,020
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0 - 100 % Anstiegszeit (GABA,) - s 0,035
0 - 100 % Anstiegszeit (GABAg) - s 0,327
Spezifische Membrankapazitat Cn pF/cm? 1

Tab. 3.1: Symbole, Einheiten und Werte der fiir die numerischen Simulationen
verwendeten Parameter.

Die aus den gegebenen Werten berechneten Attenuierungskurven bestatigten eine
deutlich starkere Abschwachung der Amplituden der GABA,-Antworten (Abbildung 3.18).
Der Wert der Abschwachung flir eine in einer Entfernung von 340 pm vom Soma
ausgeldste Antwort lag bei 38 % flir eine GABAA- und bei 19 % fir eine GABAg-Rezeptor-

vermittelte Hyperpolarisation.
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Abb. 3.18: Numerische Simulation der elektrotonischen Abschwdchung von GABA,- und
GABAg-Antworten in Abhdngigkeit von der Entfernung vom Ableitort. Fiir die Berechnung
der Attenuierungskurven wurde ein aquivalentes Zylinder Modell verwendet. Der Wert der
Abschwachung fir eine in einer Entfernung von 340 um vom Soma ausgeldste Antwort lag bei 38
% fur eine GABAA- und bei 19 % flir eine GABAg-Rezeptor-vermittelte Hyperpolarisation. Bis zu
dieser Entfernung wurde GABA photolytisch appliziert.

3.3.4 Dendritische Ganzzellableitungen

Die bei den somatischen Ableitungen beobachtete statistisch identische Abnahme der

GABA,- und GABAz-Antwort-Amplituden weist in Kombination mit der unterschiedlichen
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elektrotonischen BeeinfluBung der Anstiegszeit und den numerischen Simulationen stark
darauf hin, daB das relative Verhaltnis der GABAA- zu den GABAz-Rezeptoren am
Dendriten gréBer ist als am Soma. Zur Bestatigung dieser Verteilung wurde eine Art
"inverses" Experiment durchgefihrt. Hierbei wurden die Pyramidenneurone in einer
Entfernung von 200 um vom Mittelpunkt des Somas am apikalen Dendriten abgeleitet
(Abbildung 3.19A). Nach Etablierung der dendritischen Ganzzellableitung erfolgte die
Aufzeichnung der Strom-Spannungsbeziehung. Hierdurch konnten am Soma generierte
Aktionspotentiale ausgeldést werden, die in den Dendriten "zurickliefen" (Stuart &
Sakmann, 1994). Ihre Amplituden wurden dadurch elektrotonisch attenuiert und die
Kinetiken wurden verlangsamt. Dies wird durch die Uberlagerung eines somatisch und
eines dendritisch abgeleiteten AP s besonders deutlich (Abbildung 3.19B).

Somatisch abgeleitetes AP

25 mV|

10 ms

Dendritisch abgeleitetes AP

Uberlagerung beider APs

Abb. 3.19: Dendritische Ganzzellableitung. (A) Infrarot-Videomikroskopiebild eines Lamina V
Pyramidenneurons des somatosensorischen Neocortex der Ratte. Im oberen Teil der aus
Einzelbildern zusammengesetzten Montage ist die Elektrode zu sehen, mit der die Nervenzelle in
einer Entfernung von 200 pm vom Soma am apikalen Dendriten abgeleitet wurde. (B) Ein
Vergleich von somatisch und dendritisch abgeleiteten Aktionspotentialen zeigt deutlich, daB die
Amplitude des im Dendriten zurticklaufenden APs elektrotonisch attenuiert wird und die Kinetiken
verlangsamt werden. Die gezeigten Ableitspuren stammen von unterschiedlichen Neuronen.

Die photolytische Applikation von GABA erfolgte in 20 beziehungsweise 50 um Schritten
in Richtung des Zellkérpers. Die Ergebnisse dieser Kartierung wurden mit theoretischen
Voraussagen verglichen. Die theoretischen Graphen fiir die dendritischen Ableitungen

basierten auf den Ergebnissen der somatischen Ableitungen und wurden folgendermafen
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berechnet: (1) Die Gleichungen der Regressionsgeraden fir die durch somatische
Ableitungen gemessenen Werte (siehe Abbildung 3.16) wurden durch die entsprechenden
Gleichungen der simulierten elektrotonischen Attenuierung (siehe Abbildung 3.18)
geteilt. Hierdurch konnte der elektrotonische Effekt auf die gemessenen Amplituden der
GABAA- und GABAg-Antworten mathematisch eliminiert werden. Da die Amplituden direkt
proportional zur Anzahl der aktivierten Rezeptoren sind, beschreiben die aus der Division
resultierenden Gleichungen die relative Anzahl der aktivierten GABAA- und GABA;-
Rezeptoren. (2) Die Steigungen der so erhaltenen Gleichungen wurden invertiert. Dieser
mathematische Schritt war nétig, weil durch die dendritischen Ableitungen die Verteilung
der GABA-Rezeptoren entlang des Dendriten aus der entgegengesetzten Richtung
untersucht wurde. (3) Die durch dendritische Ableitungen gemessenen Amplituden der
GABA-Antworten werden ebenfalls elektrotonisch abgeschwacht. Aus diesem Grund
wurden die Gleichungen, nach Invertierung der Steigung, mit den entsprechenden
Gleichungen der simulierten elektrotonischen Attenuierung (siehe Abbildung 3.18)

multipliziert.

Abbildung 3.20 zeigt die Ergebnisse der dendritischen Ableitungen (n = 6 Neurone flr
die GABAA-Antworten und 7 Neurone fir die GABAg-Hyperpolarisationen). Die linearen
Regressionsgeraden (durchgezogene Linien) zeigten eine hohe Ubereinstimmung mit
dem theoretisch vorhergesagten Verlauf (gestrichelte Linien). Dies bestatigt, dafl die
numerischen Simulationen korrekt durchgeflihrt wurden und das relative Verhaltnis der

GABA,- zu den GABAg-Rezeptoren am Dendriten gréBer ist als am Soma.

3.3.5 Quantifizierung des relativen Verhdltnisses der GABAA- zu den GABA;-

Rezeptoren

Wie in Abschnitt 3.3.4 beschrieben, konnte durch eine Division der Gleichungen der
Regressionsgeraden flr die bei den somatischen Ableitungen gemessen Werte (siehe
Abbildung 3.16) durch die entsprechenden Gleichungen der simulierten elektrotonischen
Attenuierung (siehe Abbildung 3.18) der elektrotonische Effekt auf die gemessenen
Amplituden der GABAA- und GABAg-Antworten mathematisch eliminiert werden. Die
daraus resultierenden Gleichungen beschreiben die relative Anzahl der aktivierten
GABA,- und GABAg-Rezeptoren. Teilt man diese Gleichungen durcheinander, dann erhalt
man das relative Verhaltnis der GABAA- zu den GABAg-Rezeptoren in Abhangigkeit von
der Entfernung vom Ableitort. Dieses Verhaltnis betrug am Soma-nachsten
Stimulationsort (40 pm vom Zentrum des Zellkdrpers entfernt) 1 und am apikalen

Dendriten (bei einer Distanz von 340 um) 1,25.
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Abb. 3.20: Dendritische Ganzzellableitungen. Durch eine Art "inverses Experiment" wurden
die Ergebnisse der somatischen Ableitungen und der numerischen Simulationen Uberprift. Hierzu
wurden pharmakologisch isolierte GABA,- und GABAg-Antworten in einer Entfernung von 200 pm
vom Soma am apikalen Dendriten abgeleitet (n = 6 Neurone fiir GABA, und 7 Neurone flir GABAg).
Die photolytische Applikation von GABA in Richtung Soma erfolgte in 20 beziehungsweise 50 pm
Schritten. Die durchgezogenen Linien reprasentieren lineare Regressiongeraden fiir die MeBwerte.
R? betrug 0,96 fiir die GABA,-Hyperpolarisationen und 0,87 fiir die GABAg-Antworten. Die auf den
MeBwerten der somatischen Ableitungen und den numerischen Simulationen beruhenden
(theoretischen) Graphen werden durch die gestrichelten Linien reprasentiert. Sie zeigen eine hohe
Ubereinstimmung mit den Regressionsgeraden.
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4 Diskussion

4.1 Elektrophysiologische Eigenschaften der untersuchten Neurone

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels Infrarot-Videomikroskopie identifizierte Lamina
V Pyramidenneurone entweder am Soma oder am apikalen Dendriten abgeleitet. Eine
elektrophysiologische Charakterisierung der Nervenzellen erfolgte anhand des RMP s, der
AP-Amplitude, des Eingangswiderstandes und der anomalen Rektifizierung. Die
Mittelwerte dieser Parameter (siehe Abschnitt 3.1) entsprechen den Ergebnissen anderer
Studien (Burgard & Hablitz, 1993a; Stuart et al., 1993; Frick, 1994, 1999; Stuart &
Sakmann, 1994, 1995; Stuart & Spruston, 1998; Frick, 1999). Das am apikalen
Dendriten (200 pm vom Mittelpunkt des Zellkérpers entfernt) gemessene mittlere RMP (-
61 mV) unterschied sich nicht vom durchschnittlichen somatischen RMP (-61 mV). Diese
Beobachtung weist darauf hin, daB die untersuchten Neurone isopotential sind und steht
im Einklang mit den Arbeiten von Stuart & Sakmann (1995) und Stuart & Spruston

(1998), bei denen die Neurone simultan am Soma und am Dendriten abgeleitet wurden.

Alle untersuchten Neurone zeigten das typische Entladungsverhalten von sogenannten
RS ("regular spiking")-Neuronen (Connors & Gutnick, 1990). Sie antworteten auf lang
anhaltende, Uberschwellige Strompulse mit einer Serie von APs, die schnell
akkomodierten. Kein einziges der abgeleiteten Pyramidenneurone konnte als IB
("intrinsically bursting")-Neuron identifiziert werden. Hierflr sind folgende Erklarungen
maoglich: (1) Alle abgeleiteten Neurone waren vom RS-Typ. (2) Der fir die IB-Neurone
typische "Burst" wurde durch die Zusammensetzung der verwendeten ACSF verhindert.
(3) Die intrinsischen Eigenschaften der Lamina V Pyramidenneurone von 14 - 21 Tage

alten Ratten entsprechen nicht vollstandig denen von adulten Nervenzellen (Frick, 1999).

Neocorticale Pyramidenneurone besitzen spannungsabhangige, fir Na*- und K*-Ionen
permeable Ionenkandle, die durch eine Hyperpolarisation aktiviert werden. Diese
einwarts-gleichrichtenden Membrankanadle vermitteln den sogenannten I,-Strom
("hyperpolarization-activated current"), der depolarisierend wirkt und somit das Neuron
repolarisiert (als Ubersicht siehe Pape, 1996). Interessanterweise konnte bei der
Auslenkung des Membranpotentials durch Injektion von negativem Strom der fir den I -
Strom typische "Sag" bei nur wenigen Neuronen beobachtet werden. Wenn Uberhaupt,
dann trat der I,-Strom erst ab einem Membranpotential von ungefdhr -70 mV auf. Diese

Beobachtung steht mit den Ergebnissen der Arbeiten von Frick (1994, 1999) im Einklang.
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Fir die Experimente dieser Studien wurden ebenfalls 2 - 3 Wochen alte Ratten
verwendet; die Ableitung der Neurone erfolgte bei Raumtemperatur. Im Gegensatz dazu
zeigten Stuart & Spruston (1998), daB die durch den I,-Strom vermittelte Repolarisation
neocorticaler Lamina V Pyramidenneurone reproduzierbar bei einem Membranpotential
von ungefahr -60 mV auftritt. Diese Versuche wurden allerdings an alteren Neuronen
und bei einer hoheren Temperatur durchgefiihrt. Die Starke der Depolarisation durch den
I,-Strom scheint demnach vom Alter der Nervenzellen und/oder der Temperatur

abhangig zu sein.

4.2 Raumliche Spezifitat neocorticaler LTD

Zu den elementaren Fahigkeiten selbst primitiver Nervensysteme gehdért "Lernen", das
heiBt die Reaktionsweise des Systems kann sich abhangig von Erfahrungen andern. Die
prominentesten zellularen Modellvorstellungen von Lernvorgangen im ZNS von
Vertebraten sind die Langzeitpotenzierung (LTP) und Langzeitdepression (LTD). Unter
LTP versteht man die Verstdarkung, unter LTD die Verminderung der Effizienz einer
Synapse. Diese Formen der Langzeitplastizitdit wurden vor allem fir glutamaterge

Synapsen beschrieben.

4.2.1 Synaptischer Ort der LTP-/LTD-Expression

Im Gegensatz zur einhelligen Meinung, daB die Induktion von synaptischer
Langzeitplastizitdt von einer Erhéhung der postsynaptischen Ca®*-Konzentration abh&ngt
(siehe Abschnitt 1.2.1), wird der synaptische Ort der LTP-/LTD-Expression trotz
intensiver Forschung kontrovers diskutiert. Bisher wurde die Beteiligung von post-
und/oder prdsynaptischen Mechanismen vor allem mit indirekten Methoden untersucht
(siehe Abschnitt 1.2.3). Fir einen postsynaptischen Mechanismus sprechen folgende
Beobachtungen: (1) LTP wird von einer VergréBerung und LTD von einer Verkleinerung
der Amplitude von "Minis" (mEPSCs, "miniature EPSCs") begleitet (Manabe et al., 1992;
Oliet et al., 1996). (2) LTP bewirkt eine Potenzierung und LTD eine Abnahme der Antwort
von hippocampalen CA1l Pyramidenneuronen auf exogen applizierte Agonisten (Davies et
al., 1989; Kandler et al., 1998). (3) LTP fuhrt zu einer Erhdhung der
Einzelkanalleitfahigkeit von AMPA-Rezeptoren (Benke et al., 1998). (4) LTP bewirkt eine
Phosphorylierung und LTD eine Dephosphorylierung bestimmter Untereinheiten von
AMPA-Rezeptoren (Barria et al., 1997; Lee et al., 1998). (5) Die spadte Phase von LTP
wird von einer PKA (Proteinkinase A)-abhangigen Verstarkung der Synthese von AMPA-

Rezeptoren begleitet (Nayak et al., 1998). (6) LTD in hippocampalen Zellkulturen ist mit
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einer schnellen Umverteilung von postsynaptischen Glutamatrezeptoren assoziiert
(Carroll et al., 1999).

Obwohl diese Ergebnisse stark auf die Beteiligung postsynaptischer Modifikationen bei
der LTP und LTD hinweisen, existieren auch Untersuchungen, die flr prasynaptische
Veranderungen der Transmitterausschiittung sprechen. Man nimmt an, daB der hierfir
notwendige Informationsaustausch zwischen dem postsynaptischen Induktions- und dem
prasynaptischen Expressionsort Uber sogenannte "retrograde Messengers" erfolgt. Als
prominenteste Vertreter gelten hierbei die Arachidonsdaure sowie das Stickstoff- und
Kohlenmonoxid (als Ubersicht siehe Jodar & Kaneto, 1995). Im folgenden seien einige
Hinweise auf eine prasynaptische Expression von Langzeitplastizitdat angefiuhrt: (1) LTP
wird von einer Erhéhung und LTD von einer Reduktion der Haufigkeit synaptischer
"Failures" begleitet (Malinow & Tsien, 1990; Kullmann & Nicoll, 1992; Stevens & Wang,
1994; Bolshakov & Siegelbaum, 1995; Isaac et al., 1996). (2) LTP ist mit einer Erh6hung
und LTD mit einer Abnahme der Frequenz von "Minis" assoziiert (Malgaroli & Tsien, 1992;
Goda & Stevens, 1996).

In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, daB durch Applikation von
Glutamat mittels Infrarot-gelenkter Photostimulation an Lamina V Pyramidenneuronen
des Neocortex reproduzierbar ein LTD-ahnlicher Effekt induziert werden kann (siehe
Abbildung 3.2). Die Imitation von synaptischer Transmission mit Hilfe der verwendeten
Technik ist ein ausgesprochen reduktionistischer experimenteller Ansatz. Aus diesem
Grund wurde bei den Versuchen auf eine mdoglichst "physiologische" Durchflihrung
geachtet: (1) Die Ableitung der Neurone erfolgte beim RMP im Brickenmodus. Somit
wurden Potentialanderungen gemessen, die dem natirlichen Verhalten von Nervenzellen
entsprechen. (2) Glutamat wurde am apikalen Dendriten in einer Entfernung von 100 -
150 ym vom Soma appliziert. In dieser Region (Lamina IV) bilden viele thalamocorticale
Afferenzen mit den apikalen Dendriten der Lamina V Pyramidenneurone glutamaterge
Synapsen aus (Peters, 1987). Thalamocorticale Synapsen zeigen sowohl LTP als auch
LTD (Feldman et al., 1998). Glutamat wurde somit in einer Region des Dendriten
appliziert, in der glutamaterge synaptische Transmission stattfindet und in der sich
plastische Vorgange abspielen. (3) Fir die Photostimulation wurde eine veresterte
Glutamatverbindung verwendet, die keine durch eine spontane Spaltung bedingte
Desensitisierung der Glutamatrezeptoren bewirkt (siehe Abschnitt 2.2.3). (4) Es wurde
die kirzeste technisch mégliche Applikationsdauer (3 ms) gewadhlt und die Intensitat des
Lasers fUr die Kontrollstimulation so eingestellt, daB die Amplituden der
Glutamatantworten ungefédhr denen von "unitary" EPSPs entsprachen (siehe Abschnitt
3.2.1.1). Hierdurch konnten synaptische EPSPs relativ gut imitiert werden (siehe
Abbildung 3.9A).
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Nach dem derzeitigen Stand der Technik erlaubt die Methode der Infrarot-gelenkten
Photostimulation noch keine selektive Stimulation einzelner synaptischer Kontakte.
Folgende methodische Limitationen sind hierflir verantwortlich: (1) Die derzeit maximal
mogliche Kontrastverstarkung des Infrarot-Videomikroskopie-Verfahrens reicht fir die
Visualisierung einzelner Synapsen nicht aus. (2) Die raumliche Auflésung der Laser-
Photostimulation ist nicht groB genug (die HWFM betrug im Mittel 4 ym, siehe Abschnitt
3.2.4.1). Da corticale Neurone sowohl synaptisch als auch extrasynaptisch lokalisierte
Glutamatrezeptoren besitzen (Craig et al., 1994; Baude et al., 1995), muB davon
ausgegangen werden, daB die photolytisch ausgelésten Glutamatantworten aus der
Aktivierung von synaptischen und extrasynaptischen Rezeptoren resultierten. Eine
Beteiligung der extrasynaptischen Glutamatrezeptoren bei der Induktion und/oder
Expression der Photostimulations-LTD kann daher nicht ausgeschlossen werden. Die
Aufklarung des synaptischen Ortes der LTD-Expression im Neocortex setzt deshalb
voraus, daB die Photostimulations-LTD einer synaptischen LTD entspricht. Die im
folgenden aufgefiihrten Punkte zeigen klar, daB es sich bei der Photostimulations-LTD
nicht um ein Artefakt handelt, sondern um eine Form von Langzeitplastizitat, die die
selben Eigenschaften und Induktions- und Expressionsmechanismen wie synaptische LTD
besitzt: (1) Der beobachteten Reduktion der Amplitude der Glutamatantwort lag keine
Schadigung der Neurone durch das UV-Licht zugrunde (siehe Abschnitt 3.2.1.2). (2) In
Analogie zur synaptischen LTD tritt die Photostimulations-LTD unmittelbar nach der
Durchflihrung des Induktions-Protokolls auf und halt fiir die gesamte Dauer der Ableitung
(60 min) an (siehe Abbildung 3.2 und 3.9C). (3) Eine Stimulation von 1 min mit einer
Frequenz von 5 Hz induziert sowohl eine synaptische LTD als auch eine
Photostimulations-LTD. Zur Induktion einer synaptischen LTD wurden von anderen
Arbeitsgruppen &hnliche Protokolle verwendet (Staubli & Lynch, 1990; Dudek & Bear,
1992; Goda & Stevens, 1996; Fitzsimonds et al., 1997; Oliet et al., 1997; Carrol et al.,
1999). (4) Synaptische LTD ist mit einer Abnahme der dendritischen Glutamatsensitivitat
assoziiert (siehe Abbildung 3.9C). (5) Im Hippocampus und Neocortex erfolgt die fir die
Induktion von LTP beziehungsweise LTD notwendige Erhéhung der postsynaptischen
Ca’*-Konzentration durch eine starke Aktivierung von NMDA-Rezeptoren,
spannungsabhéngigen Ca®’-Leitfdhigkeiten (VDCCs, "L-type voltage-dependent Ca®*
channels") oder metabotropen Glutamatrezeptoren (als Ubersicht siehe Malenka, 1995).
Sowohl die Photostimulations-LTD als auch die synaptische LTD und die mit ihr
assoziierte Reduktion der dendritischen Glutamatsensitivitdt zeigten eine NMDA-
Rezeptor-Abhdngigkeit (siehe Abbildung 3.4 und 3.10). In Analogie zu synaptischer LTD
im visuellen Cortex (Broécher et al., 1992) und in der CAl-Region des Hippocampus
(Mulkey & Malenka, 1992) wurde fiir die Photostimulations-LTD ebenfalls eine Ca’*-
Abhdngigkeit nachgewiesen (siehe Abbildung 3.5). Die hierfir eingesetzten
Konzentrationen des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801 und des Ca?*"-Chelators
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BAPTA entsprechen den Angaben anderer Studien (Coan et al., 1987; Swartzwelder et
al., 1989; Mulkey & Malenka, 1992; Cormier et al., 1993; Kombian & Malenka, 1994;
Carrol et al., 1999). (6) Die Amplitude der Glutamatantworten beziehungsweise der
EPSPs wurde sowohl bei der Photostimulations-LTD als auch bei der synaptischen LTD
und der mit ihr assoziierten Abnahme der dendritischen Glutamatsensitivitét um ungefahr
30 % reduziert (siehe Abschnitt 3.2.1.1 und Abbildung 3.9B). (7) Weder die
Photostimulations-LTD noch die synaptische LTD und die mit ihr assoziierte Reduktion der
dendritischen Glutamatsensitivitat wurde von einer Veranderung der Anstiegszeit (20 -
80 %) sowie der Abfallszeitkonstante der Glutamatantwort begleitet (siehe Abbildung 3.6
und 3.11). (8) Die synaptische LTD und die mit ihr assoziierte Reduktion der
dendritischen Glutamatsensitivitat schlieBt eine Photostimulations-LTD aus (siehe
Abbildung 3.9B und C). (9) Kandler et al. (1998) konnten an den Dendriten
hippocampaler CA1 Pyramidenneurone ebenfalls eine Photostimulations-LTD von
Glutamatrezeptoren induzieren. Auch diese Form der Langzeitplastizitdit war NMDA-
Rezeptor-abhéngig und zeigte eine &hnlich starke Reduktion der Amplitude der
Glutamatantworten wie die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Photostimulations-
LTD. Auch fir die synaptische LTD im somatosensorischen Neocortex und Hippocampus
scheint eine Amplitudenabschwachung um ungefahr 30 - 40 % charakteristisch zu sein
(zum Beispiel Mulkey & Malenka, 1992; Markram et al., 1997).

Mit Ausnahme der Versuche mit synaptischer Stimulation wurden alle Experimente in
Anwesenheit von TTX durchgefihrt. Dies bedeutet, daB die Photostimulations-LTD ein
rein postsynaptischer Effekt ist. Dieser Befund deutet in Kombination mit den im
vorhergehenden Absatz aufgefihrten Punkten (6) und (8) stark darauf hin, daB auch die

Expression synaptischer LTD im Neocortex rein postsynaptisch erfolgt.

4.2.2 Induktion von Photostimulations-LTP

Die "sliding threshold theory" (Bienenstock et al., 1982; Bear, 1995) besagt, daB eine
LTP aus einer starken, und eine LTD aus einer im Vergleich dazu geringeren Erhéhung
der intrazelluldren Ca®*-Konzentration resultiert (siehe Abschnitt 1.2.2). Trotz
verschiedener experimenteller Modifikationen, die einen stdrkeren Ca®*-Einstrom in die
Nervenzelle bewirkten, konnte bei keinem der untersuchten Neurone eine Erhéhung der
dendritischen Glutamatsensitivitdt (Photostimulations-LTP) induziert werden (siehe
Abschnitt 3.2.2). Folgende Erkléarungen sind hierfir mdglich: (1) Neocorticale LTP wird
prasynaptisch exprimiert. Arbeiten, die darauf hinweisen, sind in Abschnitt 4.2.1
aufgefihrt. (2) An extrasynaptischen Membranabschnitten fehlen intrazelluldre Proteine

(zum Beispiel die Ca®*/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase II, siehe Abschnitt 1.2.2), die
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fir die Induktion von LTP essentiell sind. Die Methode der Infrarot-gelenkten
Photostimulation erlaubt noch keine selektive Stimulation einzelner synaptischer
Kontakte (siehe Abschnitt 4.2.1). Aus diesem Grund muB davon ausgegangen werden,
daB das mit dieser Technik photolytisch applizierte Glutamat sowohl synaptische als auch
extrasynaptische Rezeptoren aktiviert, und daB deshalb die Induktion von
Photostimulations-Langzeitplastizitat auch an extrasynaptischen Membranabschnitten
erfolgt. (3) Trotz der experimentellen Modifikationen, die einen starkeren Ca®*-Einstrom
in das Neuron bewirkten, wurde die fir eine Induktion von Photostimulations-LTP
notwendige intrazelluldre Ca?*-Konzentration nicht erreicht. Folgende Ursachen sind
hierflir vorstellbar: (a) Das durch die Photolyse von caged Glutamat freigesetzte
Glutamat (ungefahr 50 uM, siehe Abschnitt 2.2.3) aktiviert die NMDA-Rezeptoren nicht in
ausreichendem MaB (Kandler et al., 1998). Im Vergleich dazu liegt bei synaptischer
Transmission Glutamat im synaptischen Spalt in millimolaren Konzentrationen vor
(Clements et al., 1992). (b) An extrasynaptischen Membranabschnitten sind im Vergleich
zur postsynaptischen Dichte (PSD) weniger NMDA-Rezeptoren lokalisiert (Craig et al.,
1994). (c) Glutamat wurde am Schaft des apikalen Dendriten appliziert. In dieser relativ
"offenen" neuronalen Struktur kénnten die Ca?*-Ionen eventuell schneller vom Ort der
LTP-Induktion wegdiffundieren, als in den Dornfortsatzen, die eine starke

postsynaptische Kompartmentierung darstellen.

4.2.3 Molekularer Mechanismus neocorticaler LTD

Bei der am besten charakterisierten Form von Langzeitplastizitat, namlich der LTP an der
glutamatergen Schaffer-Kollateral-Synapse, unterscheidet man zwischen einer "frihen"
und einer "spaten" Form der Langzeitpotenzierung. Im Gegensatz zur friihen LTP ist die
spate LTP von einer mRNA- und Proteinsynthese abhdngig. Dieser genomische Effekt
scheint flr die Expression einer Langzeitpotenzierung verantwortlich zu sein, die langer
als vier Stunden anhalt. Fur die Aufrechterhaltung der Eingangsspezifitat (siehe Abschnitt
1.2.4) wahrend der spaten LTP existieren mehrere Hypothesen. Eine davon, die "synaptic
tag"-Hypothese, besagt, daB Synapsen, an denen eine LTP induziert wurde, als Folge
davon eine molekulare "Adresse" besitzen. An diese Adresse werden die am Soma
exprimierten Proteine "geschickt" und sind dann dort an der Expression der spaten LTP
beteiligt (als Ubersicht siehe Frey & Morris, 1998). In der vorliegenden Arbeit wurden die
Ergebnisse bezliglich neocorticaler LTD aber bereits innerhalb der ersten Stunde nach
Durchfiihrung des Induktions-Protokolls gewonnen. Aus diesem Grund kénnen keine
Aussagen uber die potentielle Beteiligung einer Neusynthese von Proteinen bei dieser

Form von Langzeitplastizitat gemacht werden. Im folgenden werden deshalb molekulare
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Mechanismen diskutiert, die ohne Beteiligung einer Genexpression fiir die Ausbildung der

beobachteten Photostimulations- und synaptischen LTD zustandig sein kénnten.

Die Induktion von Photostimulations- und synaptischer LTD erfolgt lberaus schnell.
Eine Reduktion der Amplitude der Glutamatantworten und EPSPs trat schon 1 Minute
nach Durchflihrung des Induktions-Protokolls auf (siehe Abbildung 3.2 und 3.9C). Dies
spricht fir einen lokalen, membrangebundenen Prozess. Zahlreiche Arbeiten weisen
darauf hin, daB schnelle Modifikationen postsynaptischer AMPA-Rezeptoren an der
Expression NMDA-Rezeptor-abhangiger LTP und LTD beteiligt sind. Die Ergebnisse einiger
dieser Studien liefern zwei mdogliche postsynaptische Mechanismen von
Langzeitplastizitat: (1) LTP fuhrt zu einer Erhéhung der Einzelkanalleitfahigkeit von
AMPA-Rezeptoren. Einer solchen Modulation liegt wahrscheinlich eine Phosphorylierung
der AMPA-Rezeptoren zugrunde (Benke et al., 1998). Dies steht mit der Beobachtung im
Einklang, daB im Hippocampus LTP eine Phosphorylierung und LTD eine
Dephosphorylierung bestimmter Untereinheiten von AMPA-Rezeptoren bewirkt (Barria et
al.,, 1997; Lee et al.,, 1998). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete
Photostimulations-LTD als auch die in Abschnitt 3.2.5 beschriebene synaptische LTD
kdnnten demnach aus einer Dephosphorylierung und einer dadurch bedingten
Verringerung der Einzelkanalleitfahigkeit von AMPA-Rezeptoren resultieren. Die von
Kandler et al. (1998) an der Expression von hippocampaler Photostimulations-LTD
beobachtete Beteiligung von Proteinphosphatasen stitzt diese Hypothese. (2) LTD in
hippocampalen Zellkulturen ist mit einer Reduktion der Anzahl synaptischer AMPA-
Rezeptoren assoziiert (Carroll et al., 1999). In Analogie zu dem in Punkt (1) behandelten
Mechanismus ist auch bei dieser Art der Amplitudenmodulation keine Veranderung der
Kanalkinetiken zu erwarten. Da weder die Photostimulations-LTD noch die synaptische
LTD und die mit ihr assoziierte Reduktion der dendritischen Glutamatsensitivitat von
einer Veranderung der Anstiegszeit (20 - 80 %) sowie der Abfallszeitkonstante der
Glutamatantwort begleitet wurde (siehe Abbildung 3.6 und 3.11), kdnnte auch der

neocorticalen LTD ein solcher Mechanismus zugrunde liegen.

Abbildung 3.9C zeigt, daB die synaptische LTD an neocorticalen Lamina V
Pyramidenneuronen mit einer Abnahme der dendritischen Glutamatsensitivitat assoziiert
ist. Die Entwicklung der Glutamatsensitivitat und die der EPSP-Amplituden zeigten
allerdings in den ersten Minuten nach der synaptischen Tetanisierung einen jeweils
deutlich verschiedenen Zeitverlauf. Die Abnahme der Glutamatsensitivitét entwickelte
sich weitaus langsamer, als die synaptische LTD. Erst 35 min nach der Induktion war kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der synaptischen LTD und der Reduktion
der Glutamatsensitivitat mehr festzustellen. Zur Erklarung der langsamen Abnahme der

Glutamatsensitivitét sei darauf hingewiesen, daB synaptisch freigesetztes Glutamat
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hauptsdchlich an Glutamatrezeptoren der PSD bindet. Im Gegensatz dazu aktiviert das
photolytisch freigesetzte Glutamat die synaptischen und extrasynaptischen Rezeptoren
einer gréBeren Membranflache (siehe Abschnitt 4.2.1). Die fir (CNB)-caged Glutamat
experimentell bestimmte HWFM betrug im Mittel 4 pm (siehe Abschnitt 3.2.4.1). Der
Durchmesser des Ortes, an dem caged Glutamat photolytisch gespalten wurde, kann
deshalb mit ungefdhr 10 ym angegeben werden. Aus den genannten Griinden ware es
vorstellbar, daB sich die synaptische LTD mit einer zeitlichen Verzdgerung auf
extrasynaptische Membranabschnitte ausbreitet. Fir die dendritische Glutamatsensitivitat

wirde dies bedeuten, daB sie ebenfalls zeitlich verzégert abnimmt.

4.2.4 Neocorticale LTD besitzt eine hohe raumliche Spezifitat

Die Frage nach der raumlichen Spezifitdt von Langzeitplastizitdt auf der Ebene einzelner
oder weniger Synapsen konnte bis heute mangels geeigneter Untersuchungstechniken
nicht befriedigend beantwortet werden (siehe Abschnitt 1.2.4). Die hohe rdaumliche
Aufldsung der Infrarot-gelenkten Photostimulation ermdglichte es nun im Rahmen der
vorliegenden Dissertation, die raumliche Spezifitdat der beobachteten Photostimulations-
LTD zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigen deutlich, daB die Photostimulations-LTD eine
raumliche Spezifitat von mindestens 10 pm besitzt. Eine genauere Quantifizierung wurde
durch die raumliche Auflésung der Infrarot-gelenkten Photostimulation limitiert (siehe
Abschnitt 3.2.4.2). Da die Photostimulations-LTD in Bezug auf ihre Eigenschaften sowie
ihre Induktions- und Expressionsmechanismen einer synaptischen LTD gleichgesetzt
werden kann (siehe Abschnitt 4.2.1), scheint eine derart hohe rdaumliche Spezifitat auch
fir eine synaptische LTD zu gelten. Dieses Ergebniss steht mit der Beobachtung im
Einklang, daB eine synaptische Stimulation zu einer transienten Erhéhung der Ca®*-
Konzentration an einzelnen Dornfortsatzen von Pyramidenneuronen der hippocampalen
CA1l-Region fuhrt (Yuste & Denk, 1995). Die hohe raumliche Spezifitat liefert in
Kombination mit den Befunden, die lberzeugend fir die rein postsynaptische Expression
neocorticaler LTD sprechen (siehe Abschnitt 4.2.1), weiterhin einen Hinweis daftr, dal3

bei dieser Form von Langzeitplastizitat keine "retrograden Messengers" beteiligt sind.

LTP und LTD sind die prominentesten zelluldren Modellvorstellungen von
Lernvorgangen im ZNS der Vertebraten. Die Speicherdichte fir Information hangt
demnach sowohl von der Anzahl der synaptischen Kontakte als auch von der raumlichen
Spezifitat synaptischer Langzeitplastizitat ab. Die hohe raumliche Spezifitat der
Photostimulations-LTD  weist darauf hin, daB eine Feinabstimmung der

Transmissionsstarke in Abhangigkeit von der synaptischen Aktivitat auf der Ebene
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einzelner Synapsen stattfindet. Ein solch hochspezifischer Mechanismus ware flr die

Erklarung einer "high-density" Speicherung von Information auBerst attraktiv.

4.3 Differentielle Verteilung der GABA,- und GABA-Rezeptoren

Eine Vielzahl morphologisch duBerst heterogener Interneurone bildet mit neocorticalen
Pyramidenneuronen GABAerge Synapsen aus. Die sogenannten Kandelaberzellen
innervieren vor allem das Initialsegment des Axons, die Korbzellen das Soma und die
proximalen Dendriten, und die "Double-Bouquet"-Zellen mehr distal gelegene
dendritische Regionen (Thomson et al., 1996). Die prasynaptische Ausschittung von
GABA bewirkt Uber die Aktivierung von postsynaptisch lokalisierten GABAA- und GABAg-
Rezeptoren fir gewodhnlich eine Hyperpolarisation des Neurons. Dadurch kann die
Initiierung von APs, das aktive Zurlicklaufen von APs in die Dendriten und ein durch
spannungsabhéngige Ca’'-Kanile vermittelter Ca®*-Einstrom am Dendriten verhindert
werden. Die Aktivierung der GABA-Rezeptoren bewirkt Uber eine lokale Reduktion des
spezifischen Membranwiderstandes weiterhin ein "Shunting" von exzitatorischen

synaptischen Eingangen (Nusser et al., 1998).

Die Verteilung der GABA-Rezeptoren im Neocortex der Ratte wurde bisher mit
verschiedenen molekularbiologischen Methoden untersucht. Generell zeigte sich dabei
eine inhomogene Verteilung in den verschiedenen Laminae (siehe Abschnitt 1.1.2.3). Die
erwahnten Studien erlauben aber noch keine eindeutige Aussage Uber die differentielle
Verteilung von funktionellen GABA-Rezeptorsubtypen auf einzelnen corticalen Neuronen.
Die Kenntnis einer solchen Verteilung ware jedoch fir das Verstandnis des GABAergen
Innervationsmusters, der von GABA bewirkten postsynaptischen Effekte sowie der
dendritischen Integration von IPSPs von groBer Bedeutung. Die hohe raumliche und
zeitliche Auflésung der Infrarot-gelenkten Photostimulation ermdglichte es nun im
Rahmen der vorliegenden Dissertation die differentielle Verteilung funktioneller GABAa-
und GABAg-Rezeptoren am apikalen Dendriten neocorticaler Lamina V Pyramidenneurone
zu untersuchen. Im folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse dieser Studie und eine
mogliche physiologische Bedeutung der differentiellen Verteilung der GABA-
Rezeptorsubtypen diskutiert.

4.3.1 Somatische und dendritische Kolokalisation von GABA,- und GABAg-
Rezeptoren

In der vorliegenden Arbeit wurde GABA am Soma und am apikalen Dendriten bis zu einer
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Entfernung von 340 um vom Mittelpunkt des Zellkdérpers photolytisch appliziert. Bis zu
dieser Entfernung war bei allen untersuchten Neuronen eine Visualisierung des apikalen
Dendriten moglich. An allen Stimulationsorten konnten sowohl Picrotoxin-sensitive
GABA,-Antworten mit einer schnellen Kinetik als auch CGP35348-sensitive GABAg-
Antworten mit einer deutlich langsameren Kinetik ausgeldost werden (siehe Abbildung
3.12). Es sei noch einmal darauf hingewiesen, daB nach dem derzeitigen Stand der
Technik die Methode der Infrarot-gelenkten Photostimulation noch keine selektive
Stimulation einzelner synaptischer Kontakte erlaubt (siehe Abschnitt 4.2.1). Da corticale
Neurone sowohl synaptisch als auch extrasynaptisch lokalisierte GABAs- und GABAg-
Rezeptoren besitzen (Somogyi et al., 1998; Thomson & Destexhe, 1999), muB davon
ausgegangen werden, daB die photolytisch ausgelésten GABA-Antworten aus der
Aktivierung von synaptischen und extrasynaptischen Rezeptoren resultierten. Dies wirft
die Frage auf, ob die an allen somatischen und dendritischen Stimulationsorten
beobachtete Kolokalisation von GABAs- und GABAg-Rezeptoren mit einer Kolokalisation
und Koaktivierung dieser GABA-Rezeptorsubtypen an der PSD von GABAergen Synapsen

korreliert.

Nach dem heutigen Stand der Forschung kann diese Frage nicht eindeutig beantwortet
werden. Dies liegt vor allem daran, daB mit molekularbiologischen Methoden bis heute
keine derartige synaptische Kolokalisation nachgewiesen wurde. Einen indirekten
Hinweis, jeweils gegen und flr eine Kolokalisation von GABAA- und GABAg-Rezeptoren an
der PSD, liefert die "Spillover"- beziehungsweise die "G-Protein"-Hypothese. Diese
Hypothesen erkldren die Beobachtung, daB fir die Induktion von GABAg-IPSPs eine
starke interneuronale Aktivierung nétig ist. Sie beruhen auf folgenden
elektrophysiologischen Befunden: (1) Zur Auslésung von GABAg-IPSPs ist eine starkere
extrazelluldre, elektrische Stimulation und eine damit einhergehende Aktivierung der
GABAergen Afferenzen nétig, als fiur die Induktion von GABAA-IPSPs (Dutar & Nicoll,
1988). (2) Spontane GABAg-IPSPs treten erst nach Applikation von 4-Aminopyridin auf,
das wahrscheinlich eine verstdarkte Entladung von Interneuronen induziert (Otis & Mody,
1992; Jarolimek & Misgeld, 1993).

Die "Spillover"-Hypothese (Dutar & Nicoll, 1988) postuliert eine extrasynaptische
Lokalisation der GABAg-Rezeptoren. Sie erklart die eben beschriebenen Phanomene
dadurch, daB eine starke synaptische Aktivitat die Diffusion des Neurotransmitters aus
dem synaptischen Spalt erhéht und daB die daraus resultierende extrasynaptische
Konzentration von GABA einen Wert erreichen kann, der die Aktivierung von
extrasynaptisch lokalisierten GABAg-Rezeptoren ermdglicht. Durch einen "Spillover" des
Neurotransmitters erhalten extrasynaptische Rezeptoren eine physiologische Relevanz fir

die synaptische Transmission.
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Im Gegensatz dazu geht die "G-Protein"-Hypothese (Destexhe & Sejnowski, 1995) von
einer synaptischen Lokalisation der GABAg-Rezeptoren aus und postuliert, daB die nicht
linearen Aktivierungseigenschaften der GABAg-IPSPs auf intrazelluldren Mechanismen
beruhen, welche fur die Aktivierung der die GABAs-IPSPs vermittelnden K*-Kanale
verantwortlich sind. Einen starken Hinweis auf eine Kolokalisation von GABAs- und
GABAg-Rezeptoren an der PSD liefert weiterhin eine vor kurzem erschienene Arbeit von
Thomson & Destexhe (1999). In dieser Studie konnte durch Doppelableitungen an
Pyramiden- und Interneuronen gezeigt werden, daB8 sowohl im Hippocampus als auch im
Neocortex ein einzelnes Interneuron gemischte GABAA-/GABAg-IPSPs generieren kann.
Die dafiir nétige neuronale Aktivitat wurde experimentell gemessen und weist zusammen
mit den Ergebnissen numerischer Simulationen darauf hin, daB eine maBig starke
Entladung eines Interneurons (= 3 APs, bei einer Frequenz von = 50 - 100 Hz) den
GABAg-Rezeptor-Mechanismus sattigen kann und daB hierflir ein "Spillover" nicht

zwingend notwendig ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB sowohl in der vorliegenden als auch in
der von Thomson & Destexhe (1999) durchgefiihrten Studie wesentlich direktere
methodische Ansatze verwendet wurden als in den der "Spillover"- und "G-Protein"-
Hypothese zugrunde liegenden Arbeiten. Dies weist stark auf die Existenz von
somatischen und dendritischen Interneuron-Pyramidenneuron-Synapsen hin, an deren
PSD sowohl GABA,- als auch GABAg-Rezeptoren lokalisiert sind und folglich koaktiviert
werden. Durch einen "Spillover" des Neurotransmitters ist eine Koaktivierung der GABA-
Rezeptorsubtypen jedoch auch an Synapsen vorstellbar, an deren PSD entweder nur
GABA,- oder nur GABAg-Rezeptoren lokalisiert sind. Hinweise auf die Existenz solcher
Synapsen im Neocortex liefern die Arbeiten von Benardo (1994) und Thomson &
Destexhe (1999). Eine Koaktivierung der GABAA- und GABAg-Rezeptoren an einer
einzelnen Synapse (und eventuell an der unmittelbar daran angrenzenden
extrasynaptischen Membran) ist die Grundlage fir die im folgenden Abschnitt postulierte
physiologische Bedeutung der differentiellen Verteilung der GABAAs- und GABA;-

Rezeptoren am apikalen Dendriten.

4.3.2 Relatives Verhaltnis der GABA,- zu den GABAg-Rezeptoren

4.3.2.1 GABA-Sensitivitat des apikalen Dendriten

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB das relative Verhaltnis der GABAa-

zu den GABAg-Rezeptoren am apikalen Dendriten von Lamina V Pyramidenneuronen
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groBer ist als am Soma. Die Grundlage hierflr lieferten die Ergebnisse von Experimenten,
bei denen die GABA-Sensitivitdt des apikalen Dendriten untersucht wurde. Hierzu wurde
GABA am Dendriten in Abstanden von 20 um bis zu einer Entfernung von 340 pm vom
Mittelpunkt des Somas appliziert. Der Abstand von 20 um zwischen den einzelnen
Stimulationsorten wurde aus folgenden Griinden gewahlt: (1) In Vorexperimenten, bei
denen die Applikation von GABA in Abstanden von 10 pym erfolgte, konnten weder "hot
spots" noch "cold spots" der GABA-Sensitivitat beobachtet werden. Bei der Kartierung mit
einem Abstand von 20 um zwischen den Stimulationsorten ging somit keine derartige
Information verloren. (2) Die fir (CNB)-caged Glutamat experimentell bestimmte HWFM
betrug im Mittel 4 um (siehe Abschnitt 3.2.4.1). Da ein ahnlicher Wert fiir (CNB)-caged
GABA zu erwarten ist, kann der Durchmesser des Ortes, an dem caged GABA
photolytisch gespalten wurde mit ungefdghr 10 pm angegeben werden. Eine
Uberschneidung benachbarter Applikationsorte kann daher bei einem Abstand von 20 pm

ausgeschlossen werden.

Bei somatischer Applikation wird im Vergleich zum Dendriten eine gréBere
Membranflache stimuliert. Effekte, die aus diesem Unterschied resultieren kdnnten,
wurden dadurch ausgeschlossen, daB3 die erste Stimulation in einem Abstand von 40 pm
vom Mittelpunkt des Zellkdrpers erfolgte. Ungefahr in dieser Entfernung endet die
Verjingung des Somas zum apikalen Dendriten. Die pharmakologisch isolierten reinen
GABA,- oder GABAg-Antworten (siehe Abschnitt 3.3.1.1) wurden am Soma in
unmittelbarer Nahe des ersten Stimulationsortes abgeleitet. Die Konzentrationen der
Antagonisten, die zur vollstandigen Blockierung der GABAA- oder GABAgz-Rezeptoren
eingesetzt werden muBten, entsprechen den Angaben anderer Studien (Benardo, 1994;
Rammes et al., 1998).

Bei der Kartierung der GABA-Sensitivitat zeigten sowohl die Amplituden der GABA-
als auch die der GABAg-Antworten einen statistisch identischen, linearen Abfall in
Richtung des distalen Dendriten (siehe Abbildung 3.16). Nimmt man einen direkt
proportionalen Zusammenhang zwischen der GroéBe der Antwort-Amplitude und der
Anzahl der aktivierten Rezeptoren an, dann deuten die Ergebnisse der
Kartierungsexperimente ohne eine weitere Analyse darauf hin, daB es keinen Unterschied
zwischen der differentiellen Verteilung der GABAA- und der GABAg-Rezeptoren gibt. Ein
fir alle Stimulationsorte geltender direkt proportionaler Zusammenhang zwischen der
GréBe der Antwort-Amplitude und der Anzahl der aktivierten Rezeptoren kann aus
folgenden Grinden angenommen werden: (1) Die Applikation von TTX verhinderte eine
BeeinfluBung der Antwort-Amplituden durch prasynaptische Aktivitat. (2) Bei der
Auslenkung des Membranpotentials durch Injektion von negativem Strom konnte der fir

den I,-Strom typische "Sag" bei nur wenigen Neuronen, und auch erst ab einem
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Membranpotential von ungefédhr -70 mV beobachtet werden (siehe Abschnitt 4.2). Da
das RMP im Mittel -61 mV und die Amplituden der GABA-Hyperpolarisationen 3 - 6 mV
betrugen, ist eine durch den I,-Strom bedingte Reduktion der Antwort-Amplituden
auBerst unwahrscheinlich. (3) Die untersuchten Neurone waren isopotential (siehe
Abschnitt 4.2). Regionale Unterschiede des elektrischen Gradienten fir die CI'- und die
K*-Ionen kénnen daher ausgeschlossen werden. (4) Alle Kartierungsexperimente wurden
frihestens 30 min nach dem "break in" begonnen. Nach dieser Zeit war die CI'-
Konzentration im apikalen Dendriten (300 pym vom Soma entfernt) mit der CI-
Konzentration der Pipettenlésung im Gleichgewicht (siehe Abschnitt 3.3.1.2). An allen
Stimulationsorten lag deshalb der gleiche chemische Gradient fir die ClI™-Ionen vor. Die
vollstandige Equilibrierung der ClI'-Ionen wurde weiterhin dadurch bestatigt, daB die
sowohl am Soma als auch am Dendriten abgeleiteten und in unmittelbarer Néhe der
Pipette ausgelosten GABAs-Antworten das gleiche Umkehrpotential besaBen (siehe
Abschnitt 3.3.1.3). Der hierfir gemessene Wert von im Mittel -70 mV entspricht den
Angaben anderer Studien. Dies gilt ebenso fiir das Umkehrpotential der GABAg-
Antworten (im Mittel -92 mV, als Ubersicht sieche Benardo & Wong 1995). (5) GABAa-
Rezeptoren, die sich in ihrem Aufbau aus Untereinheiten unterscheiden, verhalten sich
oft verschieden beziiglich ihrer Leitfahigkeit und Kinetik. Sehr wahrscheinlich korreliert
auch die Kinetik von GABAg-Antworten mit der molekularen Struktur der sie
vermittelnden Rezeptoren. Weder fir die GABA,-, noch fir die GABAg-Antworten konnten
statistisch signifikante Unterschiede fir die Anstiegszeit (0 - 100 %) zwischen dendritisch
und somatisch ausgelésten GABA-Antworten festgestellt werden. GABA wurde in
unmittelbarer Nahe einer am Soma oder am apikalen Dendriten plazierten Elektrode
freigesetzt (siehe Abschnitt 3.3.1.4). Aus diesem Grund kann eine elektrotonische
BeeinfluBung der Antworten ausgeschlossen werden. Diese Befunde deuten darauf hin,
daB beim Aufbau aus Untereinheiten und bei der damit korrelierten Leitfahigkeit weder
fir die GABAA-, noch flir die GABAg-Rezeptoren Unterschiede zwischen somatisch und

dendritisch lokalisierten Rezeptoren bestehen.

An den Dendriten generierte synaptische und regenerative Potentiale werden in
Richtung des Somas und des Axons weitergeleitet. Auf Grund der passiven
elektrotonischen Eigenschaften der Dendriten wird hierbei die Amplitude der
Potentialdanderungen vermindert und die Kinetik verlangsamt (Kabel-Theorie). Die Starke
dieses elektrotonischen Effektes hangt unter anderem proportional von der Laufstrecke
und umgekehrt proportional von der Dauer des elektrischen Signals ab. Schnelle
Potentialanderungen werden demnach starker durch die "Elektrotonik" beeinfluBt als
langsame Signale (Rall, 1977; Rall & Segev, 1985; Spruston et al., 1993, 1994; Stuart &
Spruston, 1998). Bei gleicher Laufstrecke muBten deshalb die GABAs-Antworten mit

schnellerer Kinetik starker in der Amplitude abgeschwacht werden, als die GABAg-
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Antworten mit langsamerer Kinetik. Unter Berlicksichtigung der Kabel-Theorie deutet
deshalb der statistisch identische Abfall der Amplituden der GABAA- und GABAg-
Antworten darauf hin, daB8 das relative Verhaltnis der GABAA- zu den GABAg-Rezeptoren
am Dendriten groBer ist als am Soma. Es sei noch einmal darauf verwiesen, daB der
Begriff "relatives Verhaltnis" auf der Normalisierung der Daten auf den Wert der
Amplitude am ersten Stimulationsort (40 pm vom Zentrum des Somas entfernt) beruht.
Der Wert fir das relative Verhaltnis der GABAA- zu den GABAg-Rezeptoren am ersten
Stimulationsort ist demnach 1 und drickt nicht den realen Wert der Anzahl der

aktivierten GABAA- zu GABAg-Rezeptoren aus.

Wie schon oben erwdhnt, erfahren die Kinetiken von schnellen Potentialdnderungen
eine starkere elektrotonische Verlangsamung als die Kinetiken von langsamen Signalen.
Da die Anstiegszeit von der Amplitude unabhangig ist, kann der elektrotonische EinfluB
auf diesen Kinetikparameter nicht durch eine erhéhte Anzahl der Rezeptoren kompensiert
werden. Eine Analyse der Anstiegszeit (20 - 80 %) der GABA-Antworten zeigte, daB die
schnellen GABAa-Hyperpolarisationen in der Tat starker verlangert werden, als die
langsameren GABAg-Antworten (siehe Abschnitt 3.3.2.2). Dieser Befund bestatigt, daB
die GABAA- und GABAg-Antworten unterschiedlich stark elektrotonisch beeinfluBt werden
und auf Grund des statistisch identischen Abfalls der Amplituden der GABAs- und GABAg-
Antworten das relative Verhaltnis der GABAA- zu den GABAg-Rezeptoren am Dendriten

groBer als am Soma ist.

4.3.2.2 Numerische Simulationen der elektrotonischen Amplitudenabschwiachung

Zur Berechnung des relativen Verhaltnisses der GABAs- zu den GABAg-Rezeptoren wurde
die elektrotonische Amplitudenabschwachung der GABA-Antworten durch numerische
Simulationen quantifiziert. In dem hierfir verwendeten aquivalenten Zylinder Modell von
Rall & Segev (1985) wird der Dendrit als einzelner Zylinder betrachtet, der durch seine
elektrotonische Lange (L) charakterisiert ist. Neben dem &quivalenten Zylinder Modell
existieren flr die Beschreibung der elektrotonischen Struktur eines Neurons zahlreiche
andere Modelle. Als Beispiele seien das Kompartiment- und das multiple aquivalente
Zylinder Modell, Dendrogramme sowie morphotonische und morphoelektrotonische
Transformationen genannt (Spruston et al., 1994). Fir die in der vorliegenden Arbeit
durchgefihrten numerischen Simulationen wurde aus folgenden Grinden das relativ
"einfache" aquivalente Zylinder Modell verwendet: (1) Die Region des apikalen
Dendriten, die hinsichtlich der differentiellen Verteilung der GABAAs- und GABAg-
Rezeptoren untersucht wurde, weist nur wenige Verzweigungen auf und wird dadurch am

besten durch einen einzelnen Zylinder reprasentiert. (2) Komplexere Modelle, wie das
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Kompartiment-Modell, enthalten wesentlich mehr Variablen. Auch bei einer genauen
morphologischen Rekonstruktion der untersuchten Neurone steigt dadurch die
Wahrscheinlichkeit flir Fehler bei den Berechnungen. Die Eignung des &quivalenten
Zylinder Modells fiir die in der vorliegenden Dissertation bearbeitete Fragestellung sowie
die korrekte Durchfihrung der numerischen Simulationen wird durch die hohe
Ubereinstimmung der theoretisch erhaltenen Graphen mit den Ergebnissen der
dendritischen Ableitungen bestatigt (siehe Abbildung 3.20).

Mit der Entwicklung der Hirnschnittechnik sind vor allem hippocampale
Pyramidenneurone hinsichtlich ihrer passiven elektrotonischen Eigenschaften untersucht
worden. Es zeigte sich, daB diese Nervenzellen "elektrisch kompakt" sind, das heil3t eine
elektrotonische Lange deutlich unter 1 besitzen (Spruston et al., 1994; Johnston et al.,
1996). Generell scheinen neocorticale Pyramidenneurone &hnliche dendritische
Eigenschaften wie hippocampale Pyramidenneurone zu besitzen (Johnston et al., 1996).
Aus diesem Grund wird fir die elektrotonische Lénge von Lamina V Pyramidenneuronen
ein vergleichbarer Wert angenommen. Dies steht auf den ersten Blick im Widerspruch zu
dem in der vorliegenden Arbeit fir L bestimmten Wert von 1 (siehe Abschnitt 3.3.3.2).
Eine plausible Eklarung fir diesen "zu hohen" Wert ergibt sich aus der Tatsache, daB die
zur Bestimmung von 1,, durchgefiihrten Strominjektionen in Gegenwart von Tetrodotoxin
erfolgten (siehe Abschnitt 3.3.3.2). Dieser Na*-Kanalblocker bewirkt eine Reduktion des
Eingangswiderstandes (Ry) der Nervenzelle (eigene Beobachtung; Frick, persoénliche
Mitteilung; Mdiller & Somjen, 2000). Da sich R,, proportional zu Ry verhalt, bewirkt TTX
nach den im Abschnitt 3.3.3.1 dargestellten Gleichungen (1) und (2) indirekt eine

VergréBerung der elektrotonischen Lange.

Die Ergebnisse der numerischen Simulationen zeigen, daB die Amplitude einer GABAx-
Antwort bei einer Laufstrecke von 340 pm um 38 % und die einer GABAg-
Hyperpolarisation um 19 % abgeschwadcht wird. Die Kenntnis der Stdrke der
elektrotonischen Amplitudenabschwdchung ermdéglichte die Berechnung des relativen
Verhaltnisses der GABA,- zu den GABAg-Rezeptoren (siehe Abschnitt 3.3.5). Dieses
Verhaltnis betrug am Soma-nachsten Stimulationsort (40 pm vom Zentrum des
Zellkérpers entfernt) 1 und am apikalen Dendriten (bei einer Distanz von 340 um) 1,25.
Es sei darauf hingewiesen, daB die vorliegenden Ergebnisse keine Aussage Uber die
tatsdachliche Dichte der GABAA- und GABAg-Rezeptoren an den einzelnen
Stimulationsorten erlauben. Hierfir ware unter anderem die genaue Kenntnis der
stimulierten Membranflache erforderlich. Obwohl mit der Infrarot-Videomikroskopie der
Durchmesser des Dendriten bestimmt werden kann, ist eine exakte Berechnung der
stimulierten Membranflache nicht madglich. Dies liegt daran, daB Dornfortsatze, die

teilweise eine extreme OberflachenvergréBerung der dendritischen Membran bewirken,
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mit der Infrarot-Videomikroskopie noch nicht visualisiert werden kénnen (siehe Abschnitt
4.4.1). Aus diesem Grund kann auch die Ursache fir den experimentell bestimmten
starkeren Abfall der Antwort-Amplituden (> 60 %, maximal 38 % bei den numerischen
Simulationen) nicht eindeutig beantwortet werden. Zwei mdgliche Ursachen sind
vorstellbar: (1) Die Dichte der GABAA- und GABAg-Rezeptoren nimmt mit der Entfernung
vom Soma ab und/oder (2) die stimulierte Membranflache wird nach distal kleiner. In
beiden Fdllen hatte das photolytisch applizierte GABA an weiter distal gelegenen
dendritischen  Regionen weniger Rezeptoren aktiviert als an Soma-nahen

Stimulationsorten.

4.3.2.3 Dendritische Ganzzellableitungen

Die bei den somatischen Ableitungen beobachtete statistisch identische Abnahme der
GABAA- und GABAg-Antwort-Amplituden weist in Kombination mit der unterschiedlichen
elektrotonischen BeeinfluBung der Anstiegszeit und den numerischen Simulationen
deutlich darauf hin, daB das relative Verhaltnis der GABAA- zu den GABAg-Rezeptoren am
Dendriten groBer ist als am Soma. Diese Verteilung konnte durch die Kombination eines
"inversen" Experimentes mit theoretischen Voraussagen bestatigt werden (siehe
Abschnitt 3.3.4). Hierbei wurden die Pyramidenneurone in einer Entfernung von 200 um
vom Mittelpunkt des Somas am apikalen Dendriten abgeleitet und GABA schrittweise in
Richtung des Somas appliziert. Die sehr gute Ubereinstimmung der Ergebnisse dieser
Kartierung mit den theoretischen Graphen (siehe Abbildung 3.20) bestatigt, daB die
numerischen Simulationen korrekt durchgefiihrt wurden und das relative Verhaltnis der
GABAA- zu den GABAg-Rezeptoren am Dendriten groBer als am Soma ist. Es sei darauf
hingewiesen, daB zur Berechnung der theoretischen Graphen die Gleichungen der
simulierten elektrotonischen Attenuierung zweimal angewendet wurden (siehe Abschnitt
3.3.4 Punkt (1) und (3)). Ein Fehler bei den numerischen Simulationen hatte sich

demnach multiplizieren missen.

4.3.2.4 Physiologische Bedeutung der differentiellen Verteilung der GABA,- und
GABAg-Rezeptoren

Die Vorstellung vom Dendriten als rein passives "Kabel" wurde in den letzten Jahren
durch zahlreiche Studien revidiert. Dabei konnte gezeigt werden, daB in der dendritischen
Membran spannungsabhdngige Ionenkandle lokalisiert sind, die unter anderem die
Weiterleitung von elektrischen Signalen aktiv modulieren. Zur Funktion dieser

spannungsaktivierten Kandle bei der synaptischen Integration gibt es zahlreiche
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Hypothesen (als Ubersicht siehe Mel, 1994). Beriicksichtigt man nur die passiven
Kabeleigenschaften eines Dendriten, so hangt der Effekt, den eine Synapse auf das Soma
ausubt, von ihrer Position am Dendriten ab. Man spricht auch von ortsabhdngiger
Variabilitat des synaptischen Einganges. De Schutter & Bower (1994) konnten zeigen,
daB an den Dendriten von Purkinjezellen lokalisierte Ca’*-Kandle vom P-Typ die
elektrotonische Amplitudenabschwachung von exzitatorischen Eingangen ausgleichen.
Diese Leitfédhigkeiten wirken somit den passiven Kabeleigenschaften entgegen. Als Folge
davon sind alle Synapsen elektrotonisch gleich weit vom Soma entfernt. Weitere
Beispiele flir eine Kompensation der passiven Kabeleigenschaften durch
spannungsaktivierte Ionenkandle liefern die Arbeiten von Stuart & Sakmann (1994),
Cash & Yuste (1998) und Stuart & Spruston (1998) (siehe Abschnitt 1.4.2).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kartierung der GABA-Sensitivitat des apikalen
Dendriten durchgeflihrt. Dabei zeigten sowohl die Amplituden der GABA,- als auch die
der GABAg-Antworten einen statistisch identischen Abfall in Richtung des distalen
Dendriten (siehe Abbildung 3.16). Dies bedeutet, da3 das Soma von jedem dendritischen
Stimulationsort die GABAs- und GABAg-Antworten im selben Amplitudenverhaltnis
empfangt, obwohl GABAA-Antworten mit einer schnellen Kinetik starker elektrotonisch in
der Amplitude abgeschwdcht werden, als GABAg-Antworten mit einer langsameren
Kinetik. Das in Richtung des distalen Dendriten kontinuierlich zunehmende relative
Verhaltnis der GABA,- zu den GABAg-Rezeptoren scheint demnach Unterschiede in der
elektrotonischen Amplitudenabschwdachung zwischen GABAA- und GABAg-Antworten zu
kompensieren. Physiologisch ware ein derartiger Kompensationsmechanismus vor allem
fir solche Synapsen relevant, an denen GABA,- und GABAg-Rezeptoren koaktiviert
werden. Fir eine derartige Koaktivierung existieren zahlreiche Hinweise (siehe Abschnitt
4.4.1). Interessanterweise fanden Dodt et al. (1998) an neocorticalen Lamina V
Pyramidenneuronen eine ahnliche Verteilung von "schnellen" und "langsamen"
Glutamatrezeptor-Subtypen. In der zitierten Arbeit konnte gezeigt werden, daB am
apikalen Dendriten relativ mehr AMPA-Rezeptoren mit einer schnellen Kinetik als NMDA-
Rezeptoren mit einer langsameren Kinetik lokalisiert sind. Neben der Lokalisation von
spannungsabhdngigen Leitfahigkeiten am Dendriten scheint deshalb die differentielle
Verteilung von ligandenabhangigen Ionenkanadlen ein weiterer grundlegender
Mechanismus bei Neuronen zu sein, um den passiven Kabeleigenschaften

entgegenzuwirken.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen untersucht:

(1) Kann durch Applikation von Glutamat am apikalen Dendriten von neocorticalen

Pyramidenneuronen ein LTP- und/oder LTD-ahnlicher Effekt induziert werden?
(2) Wie groB ist gegebenenfalls die raumliche Spezifitdt dieses Effektes?

(3) Ist synaptisch induzierte LTD im Neocortex mit einer Reduktion der postsynaptischen

Glutamatsensitivitat assoziiert?

(4) Wie sind GABAA- und GABAg-Rezeptoren relativ zueinander auf der Membran des

apikalen Dendriten von Pyramidenneuronen verteilt?

Die Experimente zur Klarung dieser Fragen wurden an Lamina V Pyramidenneuronen in
Hirnschnitten des somatosensorischen Neocortex der Ratte durchgefiihrt. Fir die gezielte
Stimulation mit Neurotransmittern wurden die Neurone mit der Infrarotvideomikroskopie
visualisiert und ihre elektrische Aktivitat am Soma oder apikalen Dendriten mit "Patch"-
Pipetten in der Ganzzellkonfiguration abgeleitet. Die Applikation des Neurotransmitters
(Glutamat, GABA) erfolgte durch die photolytische Freisetzung desselben aus einer durch
Veresterung inaktivierten Verbindung ("caged" Verbindung). Durch die sehr groBe
raumliche und zeitliche Auflésung dieser Technik, der sogenannten "Infrarot-gelenkten
Photostimulation”, kann synaptische Transmission imitiert und die Verteilung

funktioneller Neurotransmitterrezeptoren auf einzelnen Neuronen studiert werden.
Raumliche Spezifitiat neocorticaler LTD

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, daB durch Applikation von
Glutamat am apikalen Dendriten von Lamina V Pyramidenneuronen eine Reduktion der
Glutamatantwort-Amplitude ausgelést werden kann. Als verlassliches Protokoll zur
Induktion dieser "Photostimulations-LTD" erwies sich eine Stimulation von 1 min mit
einer Frequenz von 5 Hz. Trotz verschiedener experimenteller Modifikationen, die einen
starkeren Ca®*-Einstrom in die Nervenzelle bewirkten, konnte bei keinem der
untersuchten Neurone eine Erhéhung der dendritischen Glutamatsensitivitat
("Photostimulations-LTP") induziert werden. Die im folgenden aufgefiihrten Befunde

weisen eindeutig darauf hin, daB es sich bei der Photostimulations-LTD um eine Form von
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Langzeitplastizitat handelt, die die selben Eigenschaften und Induktions- und
Expressionsmechanismen wie synaptische LTD im Neocortex besitzt: (1) Eine
synaptische Stimulation von 1 min mit einer Frequenz von 5 Hz induzierte reproduzierbar
eine synaptische LTD. (2) In Analogie zur synaptischen LTD trat die Photostimulations-
LTD unmittelbar nach der Durchfiihrung des Induktions-Protokolls auf und hielt flr die
gesamte Dauer der Ableitung (1 h) an. (3) Die synaptische LTD war mit einer Abnahme
der dendritischen Glutamatsensitivitat assoziiert. (4) Sowohl die Photostimulations-LTD
als auch die synaptische LTD und die mit ihr assoziierte Reduktion der dendritischen
Glutamatsensitivitat zeigten eine NMDA-Rezeptor-Abhangigkeit. Far die
Photostimulations-LTD wurde zusatzlich eine Ca®*-Abhé&ngigkeit nachgewiesen. (5) Die
Amplitude der Glutamatantworten beziehungsweise der EPSPs wurde sowohl bei der
Photostimulations-LTD als auch bei der synaptischen LTD und der mit ihr assoziierten
Abnahme der dendritischen Glutamatsensitivitdt um ungefahr 30 % reduziert. (6) Weder
die Photostimulations-LTD noch die synaptische LTD und die mit ihr assoziierte Reduktion
der dendritischen Glutamatsensitivitat wurde von einer Verdnderung der Anstiegszeit
sowie der Abfallszeitkonstante der Glutamatantwort begleitet. (7) Die synaptische LTD
und die mit ihr assoziierte Abnahme der dendritischen Glutamatsensitivitét schloB3 eine

Photostimulations-LTD aus.

Mit Ausnahme der Versuche mit synaptischer Stimulation wurden alle Experimente in
Anwesenheit von TTX durchgefihrt. Dies zeigt klar, daB die Photostimulations-LTD ein
rein postsynaptischer Effekt ist. Dieser Befund deutet in Kombination mit den im
vorhergehenden Absatz aufgefihrten Punkten (5) und (7) stark darauf hin, daB auch die

Expression synaptischer LTD im Neocortex rein postsynaptisch erfolgt.

LTP und LTD sind die prominentesten =zelluldren Modellvorstellungen von
Lernvorgangen im ZNS der Vertebraten. Die Speicherdichte fir Information hangt sowohl
von der Anzahl der synaptischen Kontakte als auch von der raumlichen Spezifitat
synaptischer Langzeitplastizitat ab. Die hohe raumliche Auflésung der Infrarot-gelenkten
Photostimulation ermdglichte es die raumliche Spezifitat der Photostimulations-LTD zu
untersuchen. Sie betrug mindestens 10 pm. Dies weist darauf hin, daB eine
Feinabstimmung der Transmissionsstarke in Abhdngigkeit von der synaptischen Aktivitdt
auf der Ebene einzelner Synapsen stattfindet. Ein solch hochspezifischer Mechanismus

wuirde sich fir eine "high-density" Speicherung von Information gut eignen.

Differentielle Verteilung der GABA,- und GABAg-Rezeptoren

Im zweiten Teil der vorliegenden Dissertation wurde die differentielle Verteilung von

GABA,- und GABAg-Rezeptoren entlang des apikalen Dendriten von Lamina V
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Pyramidenneuronen untersucht. Hierzu wurde GABA an verschiedenen Stellen des
apikalen Dendriten und am Soma appliziert. Bei dieser Kartierung der GABA-Sensitivitat
konnten an allen neuronalen Strukturen sowohl "schnelle" GABA,-, als auch "langsame"
GABAg-Rezeptor-vermittelte Antworten ausgelést werden. Dieser Befund weist stark auf
die Existenz von somatischen und dendritischen Interneuron-Pyramidenneuron-Synapsen
hin, an deren PSD sowohl GABA,- als auch GABAg-Rezeptoren lokalisiert sind und folglich

koaktiviert werden.

Bei der Kartierung der GABA-Sensitivitat, bei der die Neurone am Soma abgeleitet
wurden, zeigten sowohl die Amplituden der GABAA- als auch die der GABAg-Antworten
einen statistisch identischen, linearen Abfall in Richtung des distalen Dendriten. Da ein
fir alle Stimulationsorte geltender direkt proportionaler Zusammenhang zwischen der
GroBe der Antwort-Amplitude und der Anzahl der aktivierten Rezeptoren angenommen
werden kann, deutet dieser Befund unter Berlicksichtigung der "Kabel-Theorie" darauf
hin, daB das relative Verhaltnis der GABAA- zu den GABAg-Rezeptoren am Dendriten
groBer als am Soma ist. Die Kabel-Theorie besagt, daB die schnellen GABA,-Antworten
elektrotonisch starker in der Amplitude abgeschwacht wurden, als die langsamen GABAg-
Antworten. Diese unterschiedlich starke elektrotonische Beeinflussung der GABAA- und
GABAg-Antworten konnte durch eine Kinetikanalyse bestatigt und durch numerische
Simulationen quantifiziert werden. Durch eine Art "inverses" Experiment wurde die
Anwendbarkeit der numerischen Simulationen Uberprift. Hierzu wurden die Neurone am
apikalen Dendriten abgeleitet und GABA schrittweise in Richtung des Somas appliziert.
Die Ergebnisse dieser Kartierung wurden mit theoretischen Voraussagen verglichen, die
auf den Ergebnissen der somatischen Ableitungen und den numerischen Simulationen der
elektrotonischen Amplitudenabschwachung basierten. Es zeigte sich eine hohe
Ubereinstimmung. Dies bestatigt, daB die numerischen Simulationen korrekt
durchgefihrt wurden und daB das relative Verhdltnis der GABAA- zu den GABAg-

Rezeptoren am Dendriten gréBer als am Soma ist.

Der bei den somatischen Ableitungen beobachtete statistisch identische Abfall der
Amplituden der GABAs- und GABAg-Antworten zeigt, daB das Soma von jedem
dendritischen  Stimulationsort die GABAA- und GABAg-Antworten im  selben
Amplitudenverhaltnis empfangt. Das in Richtung des distalen Dendriten kontinuierlich
zunehmende relative Verhaltnis der GABA,- zu den GABAg-Rezeptoren scheint demnach
Unterschiede in der elektrotonischen Amplitudenabschwachung zwischen GABAA- und
GABAg-Antworten zu kompensieren. Dies weist stark darauf hin, daB die differentielle
Verteilung von ligandenabhangigen Ionenkanalen ein grundlegender Mechanismus bei

Neuronen ist, um den passiven Kabeleigenschaften entgegenzuwirken.
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Abkirzungen

Abkiirzungen
a Radius eines Zylinders
ACSF Kinstliche Cerebrospinalflissigkeit ("artificial cerebrospinal fluid")
AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure ("...propionic acid")
AP Aktionspotential
ATP Adenosintriphosphat
BAPTA 1,2-bis(2-Aminophenoxy)ethan-N,N,N ,N " -tetraacetat
CGP35348 p-(3-Aminopropyl)-P-diethoxymethylphosphinsaure
Cn Spezifische Membrankapazitat
CNB o-Carboxy-2-nitrobenzyl
CNQX 6-Cyano-7-nitroquinoxalin-2,3-dione
D-APV D(-)-2-Amino-5-phosphonopentansdure
Eq Cl"-Gleichgewichtspotential
EGTA bis-(Aminoethyl)-glycolether-N,N,N ",N " -tetraacetat
EPSC Exzitatorischer postsynaptischer Strom ("...current")
EPSP Exzitatorisches postsynaptisches Potential
GABA v-Aminobuttersaure ("...acid")
GC Gradientenkontrast ("...contrast")
GIuR Glutamatrezeptor
GYKI 52466 1-(4-Amino-phenyl)-4-methyl-7,8-methyl-endioxyl-5H-2,3-benzodiazepin
HWFM "Half width full maximum"
IPSP Inhibitorisches postsynaptisches Potential
IR Infrarot
A Langskonstante
Elektrotonische Léange
/ Lange eines Zylinders
LTD Langzeitdepression ("long-term depression")
LTP Langzeitpotenzierung ("long-term potentiation")
MK-801 Dizocilpin
mMRNA Boten-Ribonucleinsdure ("messenger ribonucleic acid")
NBQX 6-Nitro-7-sulphamoyl-benz(f)quinoxalin-2,3-dion
NMDA N-methyl-D-aspartat
NR NMDA-Rezeptor
PCP Phencyclidin
PSD Postsynaptische Dichte
R; Langswiderstand
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Abkirzungen

Rm Spezifischer Membranwiderstand

RMP Ruhemembranpotential

Ry Eingangswiderstand

S.E.M. Standardfehler ("standard error of the mean")
™ Transmembransegment

TTX Tetrodotoxin

uv Ultraviolett

Vi Membranpotential

ZNS Zentrales Nervensystem
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Verwendete Substanzen

Verwendete Substanzen

(CNB-caged) GABA 1 mM Molecular Probes
(CNB-caged) Glutamat 0,5 mM Molecular Probes
BAPTA 10 mM Sigma

CacCl, 2 mM Merck
CGP35348 200 uM Ciba-Geigy
EGTA 0,5 mM Merck

Glucose 5-25mM Merck

HEPES 10 mM Biomol

KCI 2,5-5mM Merck
K-Gluconat 130 mM Fluka

KOH 1M Merck

Mg-ATP 2 mM Sigma

MgCl, 1-4mM Merck

MK-801 20 uM Tocris Cookson
NacCl 125 mM Merck

NaH,PO,4 1,25 mM Merck

NaHCO; 25 mM Merck

Picrotoxin 75 UM Sigma

TTX 1uM Sigma
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