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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Der entorhinale Cortex

Der entorhinale Cortex (EC) befindet sich als Teil des Parahippocampus im medialen
Temporallappen des Saugergehirns [AKIL & LEwIS, 1997]. Aufgrund seiner engen
anatomischen Verbindungen mit dem Hippocampus (HIPP) und dem Neocortex (siehe
1.1.2.1) spielt er eine wichtige Rolle bei der Kommunikation zwischen diesen beiden
Gebieten [DOLORFO & AMARAL, 1998a; WITTER ET AL., 1989]. Zusétzlich bestehen
zahlreiche weitere subcorticale Verbindungen, vor allem zum Nucleus accumbens
(NAC; siehe 1.1.2.2). Es wird vermutet, dass eine der Hauptfunktionen des EC die
Unterstltzung hippocampaler Funktionen, wie z.B. rdumliche Gedachtnisleistungen,
ist. Desweiteren ist der EC Uber seine Projektionen zum NAC an der Regulation der
Motivation, der lokomotorischen  Aktivitdt sowie der sensorimotorischen

Informationsverarbeitung beteiligt (siehe 1.1.4).

1.1.1 Anatomie

Der EC der Ratte befindet sich in ventrocaudaler Lage in den cerebralen Hemisphéaren
(Abb.1). Er liegt ventral der rhinalen Fissur und wird dorsal vom perirhinalen sowie
postrhinalen Cortex, medial vom Parasubiculum und rostral vom piriformen Cortex und
dem amygdaloiden Komplex begrenzt [BURWELL & AMARAL, 1998; DOLORFO & AMARAL,
1998b]. Der EC besteht aus sechs Schichten, die sich hinsichtlich ihrer Neuronenzahl,
NeuronengréBe sowie der Anordnung der Zellen unterscheiden [INSAUSTI ET AL. 1995;
KRIMER ET AL. 1997]. Vier seiner Schichten sind zellular (Schicht Il, Ill, V und VI) und
zwei azellular (Schicht | und 1V), wobei Schicht IV als Lamina dissecans bezeichnet
wird.

Die Nomenklatur des EC wurde von Brodmann [BRODMANN, 1909] eingeftihrt, der
den EC des Menschen aufgrund zytoarchitektonischer Kriterien in einen lateralen
Bereich 28a (/ateral entorhinal area; LEA) und einen medialen Bereich 28b (medial
entorhinal area; MEA) unterteilte. MEA nimmt eine caudomediale Position innerhalb
des EC ein, wahrend LEA rostrolateral zu MEA gelegen ist (Abb.1). Eine Abgrenzung
des LEA vom MEA ist anhand der Zytoarchitektur mdglich, die sowohl beim Menschen
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als auch bei der Ratte komplex und &auBerst variabel ist [HEINSEN ET AL. 1996;
DoOLORFO & AMARAL, 1998a]. Unterschiede bestehen bei der Ratte vor allem in
Schicht Il, die in LEA wesentlich diinner ist als in MEA und aus dunkel geférbten,
mittelgroBen, ovalen Zellen aufgebaut ist, die in Clustern angeordnet sind. Die Zellen
der Schicht Il sind in MEA groB, rund, schwach geféarbt und liegen dicht beieinander.
Zuséatzlich fehlt in LEA eine gut ausgebildete Lamina dissecans (Abb.2)
[DOLORFO & AMARAL, 1998a].

Cortex

Cortex

LEA

LEA MEA MEA

Abb.1: Lokalisation des entorhinalen Cortex im Rattengehirn und Position des lateralen (LEA;
schraffierte Flache) sowie medialen Areals (MEA; schwarze Flache) in einer Lateral- (A) und
Ventralansicht (B).

Abklrzungen: Bs — Hirnstamm; Cb — Cerebellum; LEA — laterales entorhinales Areal;
MEA —mediales entorhinales Areal; Ob — Olfaktorischer Bulbus; PC — piriformer Cortex;
POR - postrhinaler Cortex; PRh — perirhinaler Cortex; rf — rhinale Fissur.
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Abb.2: Zytoarchitektonische Schichten im lateralen (LEA) und medialen
(MEA) Areal des entorhinalen Cortex bei der Ratte. Beide Gebiete
kébnnen aufgrund der unterschiedlichen Zellanordnung vor allem in
Schicht Il sowie der fehlenden Lamina dissecans (Schicht V) in LEA
unterschieden werden [aus: DOLORFO & AMARAL, 1998a].

1.1.2 Efferenzen und Afferenzen

Der EC ist mit weiten Teilen des telencephalischen Cortex, einschlieBlich einem
GroBteil des limbischen Cortex, sowie mit weiten Teilen des Assoziationscortex

reziprok verbunden.

1.1.2.1 Hippocampale Projektionen

Es ist seit langem bekannt, dass die wichtigsten afferenten Projektionen zum HIPP
(Gyrus dentatus; Ammon’s Horn) und Subiculum dem EC entspringen (Abb.3). Diese
hauptséachlich glutamatergen Projektionen wurden von Ramén y Cajal entdeckt und
als perforant path (Tractus perforans) bezeichnet [RAMON Y CAJAL, 1901; RAMON Y
CaJAL, 1911]. Er entspringt aus den Neuronen des EC. Seine hauptsachlich
erregenden Axone enden auf den Kdérnerzellen im Hilus des Gyrus dentatus. Die
Axone dieser Kornerzellen bilden nun ihrerseits ein Faserblndel (Moosfasern),
welches zu den Pyramidenzellen in der CA3-Region (Ammon’s Horn; cornu ammonis)
des HIPP verlauft. Von dort aus ziehen erregende Axonkollaterale (Schaffer-
Kollaterale) zu den Pyramidenzellen der CA1-Region, deren Axone wiederum zum
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Subiculum projizieren. Die Signale gelangen dann zurlick in den EC, der seinerseits
weiter zum Neocortex projiziert [BENES, 1999; KLOOSTERMAN ET AL., 2003]. Diese
reziproken Verbindungen stellen somit nicht nur einen corticalen Eingang zum HIPP
dar, sondern erméglichen es diesem umgekehrt auch neocorticale Strukturen zu
modulieren [AMARAL & WITTER, 1995; WITTER ET AL., 1989].

Es wurde lange angenommen, dass die &uBeren Schichten | — Il des EC Neurone
mit Projektionen zum HIPP und die tieferen Schichten V und VI Neurone mit
Afferenzen vom HIPP enthalten. Neuere anatomische und elektrophysiologische
Daten lassen jedoch vermuten, dass diese funktionelle Einteilung des EC nicht langer
haltbar ist [SEWARDS & SEWARDS, 2003]. Die Projektionsneurone des LEA und MEA
weisen vor allem in Schicht Il zusatzlich zu den anatomischen Unterschieden
verschiedene Feuermuster auf. AuBerdem resultiert eine Stimulation der medialen und
lateralen Projektionen zum HIPP in quantitativ und qualitativ unterschiedlichen
erregenden postsynaptischen Potentialen in den Zellen des Gyrus dentatus. Daher
wird neuerdings vermutet, dass LEA als Eingangs- und MEA als Ausgangsstruktur far
die Verbindung mit dem HIPP dient [SEWARDS & SEWARDS, 2003; WANG & LAMBERT,
2003].

Eine Unterbrechung dieser Verbindungen trennt somit den HIPP von dem GroBteil
seiner corticalen Eingange. Es wurde gezeigt, dass Lasionen des perforant path eine
anterograde Degeneration der entorhinalen Fasern im Stratum lacunosum moleculare
der CA1-Region des HIPP sowie einen Verlust von bis zu 90% aller Synapsen
innerhalb der duBeren Molekularschicht des Gyrus dentatus induzieren [BERGMANN ET
AL., 1997; DELLER & JUCKER, 2001].
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Gyrus Moosfasern
dentatus }
CA3
entorhinaler Schaffer
Kollaterale

Cortex

o~

Subiculum

Amygdala

Abb.3: Schematische Darstellung der wichtigsten Afferenzen (weiBBe Pfeile) und Efferenzen
(graue Pfeile) zwischen dem entorhinalen Cortex und der Hippocampusformation (Gyrus
dentatus, CA3, CA1, Subiculum) sowie weiteren subcorticalen Strukturen (Nucleus
accumbens [NAC], ventrales tegmentales Areal [VTA], Amygdala, Thalamus). Zuséatzlich sind
die Verbindungen innerhalb des Hippocampus dargestellt (schwarze Pfeile).

1.1.2.2 Weitere subcorticale Projektionen

Der EC ist nicht nur eng mit dem HIPP verbunden, sondern projiziert zusatzlich zu
verschiedenen weiteren subcorticalen Strukturen (Abb.3) [WITTER ET AL., 1989]. Eine
der wichtigsten Verbindungen stellt dabei vermutlich die glutamaterge Projektion zum
NAC dar [KRAYNIAK ET AL, 1981; TOTTERDELL & MEREDITH, 1997].
Elektrophysiologische und neurochemische Analysen haben ergeben, dass eine
Stimulation entorhinaler Neurone die Aktivitdt der Ausgangsneurone des NAC
modulieren kann [FINCH ET AL., 1995]. Der NAC erhalt jedoch nicht nur einen Eingang
aus dem EC sondern zusatzlich auch glutamaterge Projektionen vom HIPP, dem
Subiculum und der Amygdala, welche vermutlich in der Shell Region des NAC mit
denen des EC Uberlappen [MEREDITH ET AL., 1990 ; WITTER ET AL., 1989]. Diese

glutamatergen Projektionen interagieren mit mesolimbischen dopaminergen Fasern,
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die vom ventralen tegmentalen Areal (VTA) zum NAC verlaufen (siehe 1.2.4.3)
[CSERNANSKY & BARDGETT, 1998].

Eine wichtige Bedeutung kommt auch der reziproken Projektion zur Amygdala zu.
Da der EC sowohl eine Verbindung zum HIPP als auch zur Amygdala besitzt, kbnnen
diese beiden Regionen Uber den EC miteinander interagieren. Die Projektionen vom
EC zur Amygdala stammen aus den tieferen Schichten des EC (Schicht V und VI). Da
die Projektionen, die vom HIPP zurlick zum EC verlaufen, hauptsachlich in diesen
tiefen Schichten enden, kdnnen sie mit den Zellen interagieren, aus denen die
Projektionen zur Amygdala stammen. Umgekehrt enden die Projektionen aus der
Amygdala in den &uBeren Schichten des EC (Schicht | — 1ll), die wiederum zum HIPP
projizieren. Da die laterale Amygdala keine direkten Projektionen zur
Hippocampusformation besitzt und die anderen Kerne der Amygdala nur zum
Subiculum, nicht aber zum Gyrus dentatus projizieren, bt die Amygdala ihren Einfluss
auf den HIPP vermutlich Uber den EC aus [WITTER ET AL., 1989]. In der Tat wurde in
elektrophysiologischen Studien bei der Ratte nachgewiesen, dass die Amygdala in der
Lage ist, die Aktivitat im HIPP zu beeinflussen. Diese Experimente ergaben, dass eine
Stimulation der lateralen Amygdala eine Uber den perforant path hervorgerufene
Aktivitat des Gyrus dentatus verstarkt [THOMAS ET AL., 1984].

1.1.3 Entwicklung der Verbindungen

Die Entwicklung des cerebralen Cortex ist ein komplexer Prozess, der Uber mehrere
Stadien ablauft, die zu unterschiedlichen pra- und postnatalen Zeitpunkten stattfinden.
Beim Menschen erfolgt ein GroBteil der Hirnentwicklung, wie z.B. die Bildung der
Neurone (Neurogenese), das Zellwachstum (Proliferation) sowie die Wanderung der
Neurone zu ihrem Zielort (Migration) pranatal. Einige Entwicklungsschritte, wie z.B. die
Zelldifferenzierung, finden jedoch auch teilweise in der frihen postnatalen Periode
statt [RICE & BARONE, 2000]. Die Bildung der Synapsen (Synaptogenese; brain growth
spurt) innerhalb und zwischen den corticalen Strukturen und ihren subcorticalen
Afferenzen reicht sogar vom sechsten Monat der Schwangerschaft bis einige Jahre
nach der Geburt [KESHAVAN & HOGARTY, 1999]. Wéhrend der Pubertat kommt es
schlieBlich zur endgultigen Ausreifung des Nervensystems. Diese Periode ist
gekennzeichnet durch zahlreiche Umbauprozesse und den Abbau Uberzéhliger
Synapsen (pruning). Die Myelinisierung der Verbindungen zwischen dem Cortex und
dem HIPP zieht sich sogar durch die Kindheit hindurch bis in die Adoleszenz [ARNOLD
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& Rioux, 2001; Rice & BARONE, 2000], wobei in der zweiten Lebensdekade ein starker
Anstieg der Myelinisierung der Fasern in der superioren Lamina der Medulla (superior
medullary lamina) entlang des medialen Temporallappens auftritt [BENES ET AL., 1994;
BENES, 2000]. Dieses Gebiet besitzt unter anderem Fasern zum perforant path. Somit
erfolgt die Myelinisierung des wichtigsten corticolimbischen afferenten Systems,
welches zum HIPP projiziert, erst wahrend der Adoleszenz.

Bei der Ratte treten im Gegensatz zum Menschen viele Entwicklungsschritte nicht
pré- sondern postnatal auf [RICE & BARONE, 2000]. Tatsachlich entspricht die
neuronale Entwicklung bei der Ratte zum Zeitpunkt der Geburt in etwa der
Entwicklung im zweiten Trimester der Schwangerschaft bei Primaten [FINLAY, 2001].
Wéhrend der Entwicklung des entorhinalen-hippocampalen Systems bei Ratten
senden Pyramidenzellen der Schichten Il und 1l des EC ihre Fasern Uber den
perforant path in die duBere Molekularschicht des Gyrus dentatus und in das Stratum
lacunosum moleculare der CA-Regionen. Die ersten Axone des EC erreichen den
Gyrus dentatus bereits am embryonalen Tag 19 [MEIER ET AL., 2004], wahrend weitere
Fasern des perforant path um postnatal Tag funf (PND 5) gebildet werden.
Immunhistochemische Studien ergaben, dass die Myelinisierung der Fasern jedoch
erst zwischen PND 10 und PND 15 beginnt. Dies wurde durch das Auftreten
Myelin-assoziierter Glycoproteine (MAG), deren Expression erst in der Adoleszenz
(PND 60) abgeschlossen ist, nachgewiesen [BAUMANN & PHAM-DINH, 2001; SAVASKAN
ET AL., 1999; SUZUKI & RAISMAN, 1994].

1.1.4 Aufgaben

Der EC ist aufgrund seiner zahlreichen Verbindungen an der Regulation einer Vielzahl
verschiedener Funktionen beteiligt. Er stellt eine wichtige Zwischenstation fur die
Kommunikation zwischen Neocortex und HIPP dar. Da eine der Hauptfunktionen des
HIPP die Regulation raumlichen Lernens ist, insbesondere des Arbeitsgedachtnisses
(working memory; WM) [JARRARD, 1993; JARRARD, 1995; WARD ET AL., 1999], kann der
EC UUber diese hippocampalen Verbindungen raumliche Gedachtnisleistungen
modulieren. Es wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass adulte Lasionen des EC
oder eine Transektion des perforant path im T-Maze und im Radial Maze ahnliche
Dysfunktionen des raumlichen Lernens induzieren wie eine HIPP-Lasion [BANNERMAN
ET AL., 2001; HOLSCHER & SCHMIDT, 1994; POUZET ET AL., 1999]. Die Ergebnisse

bildgebender Verfahren haben allerdings gezeigt, dass die Codierung neuer
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raumlicher Informationen mit einer Aktivitat im Parahippocampus, nicht jedoch im
HIPP selbst, verbunden ist [EPSTEIN ET AL., 1999; MAGUIRE ET AL., 1999]. Dies deutet
darauf hin, dass der EC nicht nur Uber die Beeinflussung hippocampaler Funktionen
sondern auch unabhangig vom HIPP raumliches Lernen regulieren kann. Es wird
auBerdem vermutet, dass der EC an der Akquisition (Lernen), der Konsolidierung
(Uberfiihrung der Informationen in das Langzeitgedachtnis) sowie dem Wiederabrufen
von Informationen, fir die insbesondere das WM eine Rolle spielt, beteiligt ist [YOUNG
ETAL., 1997].

Der EC ist jedoch nicht nur an der Regulation des raumlichen Lernens beteiligt,
sondern kann Uber limbisch-striatale Bahnen die Dopamin (DA) Freisetzung im NAC
regulieren und dadurch motivationale Prozesse, lokomotorische Aktivitdt sowie die
sensorimotorische Informationsverarbeitung beeinflussen [GALANI ET AL., 1998].

1.2 Schizophrenie

Die Psychiater Emil Kraepelin und Eugen Bleuler beschrieben zu Beginn des
20. Jahrhunderts erstmals eine schwere psychische Erkrankung, die durch
verschiedene Verhaltensstérungen charakterisiert ist, deren Differenzierung in klar
abgrenzbare Subgruppen bis heute nicht endgultig gelungen ist [BLEULER, 1911;
KRAEPELIN ET AL., 1919]. Kraepelin bezeichnete diese Erkrankung als ,Dementia
praecox“ (Dementia: geistiger Verfall; praecox: friher Beginn), Bleuler nannte sie
~Schizophrenie®. Als besonders charakteristisch galt ein Aufmerksamkeitsdefizit sowie
die Unfahigkeit klar, flieBend und logisch zu denken. Heute werden die
Schizophrenien aufgrund der komplexen Symptomatik (siehe 1.2.1) anhand des
,Diagnostic and statistical manual of mental disorders® (DSM-IV) [AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994] oder der ,International classification of diseases”
(ICD-10) [WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992] in verschiedene Subgruppen eingeteilt
(Box 1).

Diese schwere psychische Erkrankung trifft Menschen jeden Geschlechts sowie
aller sozialer Schichten und Nationalitaten im frihen Erwachsenenalter und ruft
lebenslange Dysfunktionen hervor, die die Lebensqualitdt der Patienten stark
beeintrachtigen [ANDREASEN, 2000; BAYER ET AL., 1999]. Eine Remission, d.h. eine

Ruckkehr zum pramorbiden Leistungsniveau, tritt nur selten auf. Der groBe
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Leidensdruck dieser Erkrankung spiegelt sich in der Suizidrate wider, die bei etwa
10% liegt [AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994].

Box 1: Subtypen der Schizophrenie nach DSM-1V
[AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994]

Katatoner Typus

Psychomotorische Stérungen (z.B. motorische Unbeweglichkeit oder GbermaBige motorische
Aktivitat, Haltungsstereotypien)

Hebephrener/Desorganisierter Typus

Schwerwiegendste Form der Schizophrenie: Zerfahrenheit, desorganisiertes Verhalten
(z.B. Verlust der Zielorientierung), flacher und inadaquater Affekt, soziale Zurlickgezogenheit,
kognitive Funktionen kénnen beeintrachtigt sein

Paranoider Typus

Leichteste Form der Schizophrenie: Wahn, auditorische Halluzinationen, Angst, Aggressivitat,
kognitive Funktionen weitgehend unbeeintrachtigt

Undifferenzierter Typus

Wahn, Halluzinationen, Zerfahrenheit, desorganisiertes Verhalten

Residualer Typus

Emotionale Abstumpfung, soziale Zurlickgezogenheit, exzentrisches Verhalten, unlogisches
Denken, nach mindestens einer schizophrenen Episode weisen Patienten keine auffallenden
positiven Symtpome mehr auf, Negativsymptomatik bleibt bestehen.

1.2.1 Symptomatik

Die einzelnen Subtypen der Schizophrenie kdnnen jeweils nicht durch ein einzelnes
Symptom charakterisiert werden. Es tritt vielmehr eine Vielzahl verschiedener
Symptome auf, die mit beruflichen und sozialen Leistungsbeeintrachtigungen
einhergehen, wobei das Muster der Symptomatik zwischen den Patienten variieren
kann [AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994; ANDREASEN, 2000]. Es erfolgt in der
Regel eine Einteilung in positive (Typ-1; produktive Symptome) und negative (Typ-Il;
Mangelsymptome) Symptome. Zusatzlich kdnnen kognitive Defizite auftreten
[HARRISON, 1999].

Eine Positivsymptomatik bezeichnet das Auftreten verschiedener Phdnomene, die
im gesunden Individuum nicht beobachtet werden kbénnen. Hierzu zéahlen
Halluzinationen, Wahnvorstellungen, bizarres Verhalten und Katatonie (Box 2). Die
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Negativsymptomatik ist gekennzeichnet durch den Verlust normalerweise auftretender
Funktionen, wie z.B. Anhedonie, Alogie, Apathie/Avolition, Affektverflachung,
Willensschwache und sozialen Riickzug (Box 2) [ANDREASEN ET AL., 1995; ANDREASEN,
2000]. Bei manchen Schizophrenen treten nur positive oder nur negative Symptome
auf. In der Regel besteht jedoch eine Kombination beider Typen.

Box 2: Positive und negative Symptome der Schizophrenie nach DSM-IV
[AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994]

Positivsymptomatik

- Halluzinationen (meist auditorisch: Stimmen, die getrennt von den eigenen Gedanken des
Betroffenen wahrgenommen werden)

- Wahnvorstellungen (Verzerrungen oder Uberspitzungen des schlussfolgernden Denkens
sowie Fehldeutung von Wahrnehmungen und Erfahrungen)

- Bizarres Verhalten (duBert sich z.B. in seltsamer Kleidung oder in unangepasstem
Sozialverhalten. Haufig Aggressivitat oder Hyperaktivitat mit stereotypen Verhaltensweisen)

- Katatonie

o Stupor (ausgepragtes Nachlassen der Reaktion auf die Umgebung, die
teilweise nicht mehr bewusst wahrgenommen wird)

o Rigiditat (Verharren in einer steifen Kdrperhaltung mit spiirbarem Widerstand
bei Bewegungsversuchen)

o Negativismus (aktiver Widerstand gegenuber Aufforderungen eine Bewegung
durchzufiihren)

o Haltungsstereotypien (Einnahme inadaquater oder bizarrer Kérperhaltungen)

o Erregung (sinnlose, nicht durch &uBere Reize hervorgerufene, UbermaBige
motorische Aktivitat)

Negativsymptomatik
- Anhedonie (Verlust der Freude; daraus resultierend: sozialer Riickzug)

- Alogie (Sprachstérungen gekennzeichnet durch Sprachverarmung und Blockade des
Sprachflusses)

- Apathie/Avolition (Antriebslosigkeit/Verlust der Motivation)

- Affektverflachung (Einschrankung der Intensitat des Geflihlsausdruckes)

- Willensschwéache (Unféahigkeit zielgerichtetes Verhalten einzuleiten und durchzuhalten)
- Sozialer Riickzug (Unféahigkeit zwischenmenschliche Beziehungen einzugehen)
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Neben dieser Positiv- und Negativsymptomatik weisen viele der Patienten kognitive
Defizite auf, die haufig die Basis fur die klinisch im Vordergrund stehendend positiven
und negativen Symptome der Schizophrenie bilden [CAPLETON, 1996;
VORUGANTI ET AL., 1997]. Besonders hervorstechend sind dabei Dysfunktionen des
WM und des Wiedererkennungsgedachtnisses. Zusatzlich treten haufig
Aufmerksamkeitsdefizite auf, die durch die Unfahigkeit wichtige Informationen
auszufiltern und zuzuordnen, folgerichtig zu denken und die Aufmerksamkeit oder das
Handeln auf ein bestimmtes Ziel auszurichten, gekennzeichnet sind [AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994; GOLDBERG & GoLD, 1995]. Dieser Stérung liegt
vermutlich ein Defizit bei der sensorimotorischen Informationsverarbeitung
(sensorimotor gating) zugrunde [GEYER ET AL., 2001]. Aufféllig ist, dass Patienten mit
hauptsachlich negativer Symptomatik starkere kognitive Defizite zeigen als Patienten
mit hauptsachlich positiver Symptomatik [GOLDBERG & GoLD, 1995]. Da die
Symptomatik der Schizophrenie sehr vielschichtig ist und die Symptome in ein und
demselben Patienten gleichzeitig oder abwechselnd in unterschiedlichen
Kombinationen auftreten kénnen, ist es schwierig, pathomorphologische Befunde
(siehe 1.2.3) mit den klinischen Subtypen der Schizophrenie in Zusammenhang zu
bringen. Es wird allerdings vermutet, dass strukturelle Verdnderungen eher mit der
Negativsymptomatik verbunden sind, wahrend die Positivsymptomatik vermutlich
hauptsachlich auf biochemischen Dysfunktionen beruht [LIDDLE, 1995]. Im Folgenden
werden nun einige ausgewahlte kognitive Dysfunktionen schizophrener Patienten
genauer beschrieben.

Arbeitsgedéchtnis

Das Arbeitsgedachtnis (working memory; WM) speichert Informationen zeitlich
begrenzt, um verzdgerte Handlungen auszufiihren und ist deshalb besonders wichtig
fir komplexe kognitive Aufgaben, wie z.B. Sprachverstandnis, Lernen, Problemlésung
und schlussfolgerndes Handeln [BADDELEY, 1992]. Der n-back task wird beim
Menschen haufig zur Uberpriifung der WM-Leistungen eingesetzt (Abb.4A). Bei
diesem Test wird dem Probanden eine Zahl kurz auf einem Bildschirm prasentiert
(Stimulusreiz). Nach einer zeitlichen Verzégerung wird eine weitere Zahl prasentiert
(Zielreiz). Der Proband soll nun angeben, ob es sich um die gleiche Zahl wie zuvor
handelt (7-back). Zur Steigerung der Anforderung an das WM werden dann zwischen

zwei identischen Zahlen ein (2-back) oder mehrere (n-back) andere Zahlen
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(Distraktoren) prasentiert und der Proband soll angeben, wann sich die zuerst
prasentierte Zahl wiederholt. Dieser Test stellt eine hohe Anforderung an das WM, da
der Proband sich die relevante Zahl Gber einen bestimmten Zeitraum merken muss,
auch wenn zwischen dem Stimulusreiz und dem Zielreiz andere, nicht-relevante
Zahlen préasentiert werden. Schizophrene Patienten weisen bei diesem Test ein
deutliches WM-Defizit auf. Je gréBer der Abstand zwischen den identischen Zahlen
ist, desto mehr Fehler werden gemacht. Dies deutet darauf hin, dass Schizophrene
nicht in der Lage sind, eine Information Uber einen bestimmten Zeitraum im WM
aufrechtzuerhalten und diese dann spater wieder abzurufen und folgerichtig
einzusetzen [POCHON ET AL., 2002].

Verhaltensflexibilitét

Ein weiteres charakteristisches Merkmal bei Schizophrenen ist die Unfahigkeit
sinnvolle Handlungspldane zu entwerfen und abstrakte Problemstellungen zu
bewaltigen, wenn die Lésung nicht offensichtlich ist. Einmal erlernte Assoziationen
und Denkgewohnheiten sind mitunter so fest verankert, dass ein Neukombinieren
bestehenden Wissens oft nicht mdglich ist. Diese Defizite werden den sogenannten
Exekutivfunktionen zugeordnet und konnen beim Menschen mit Hilfe des
Wisconsin Card Sorting Test (WCST) erfasst werden (Abb.4B). Dieser Test stellt
Anforderungen an die Abstraktionsleistung, die Aufmerksamkeit sowie an das WM
[GOLDBERG & GoLD, 1995]. Im Verlauf dieses Tests muss der Proband Karten, die
verschiedene Muster unterschiedlicher Farben und Anzahl zeigen, nach einer
bestimmten Regel sortieren. Die Regel fir das Sortieren der Karten wird dann
gewechselt, wobei der Proband von dem Regelwechsel nur durch positive oder
negative Rickmeldung erfahrt. So soll der Proband beispielsweise zunachst die
Karten nach Farbe und anschlieBend nach Muster sortieren. Schizophrene Patienten
zeigen bei diesem Test deutliche Defizite hinsichtlich der Fahigkeit zwischen
verschiedenen Regeln zu wechseln. Sie zeigen hierbei ein deutliches
Perseverationsverhalten, das gekennzeichnet ist durch ein Beharren auf einer einmal
eingeschlagenen Strategie, auch wenn diese mittlerweile unangemessen und nicht

mehr erfolgsversprechend ist [GOLDBERG & GOLD, 1995].
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A n-back task

Zelreiz Zielreiz Zielreiz
Distraktor l

Distraktor
Stimulus- Stimulus- Stimulus-
reiz reiz l reiz
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P al P 7| Q

P PL 5 S

B Wisconsin Card Sorting Test

A A O
A O

* %
* %

Abb.4: Schematische Darstellung des n-back task zur Uberpriifung des Arbeitsgedachtnisses
(A) und des Wisconsin Card Sorting Test zur Messung der Exekutivfunktionen (B). Erklarung
siehe Text.

1.2.2 Atiologie

Die Atiologie der Schizophrenie ist in weiten Teilen noch unklar. Man geht jedoch
heute aufgrund neuroanatomischer, bildgebender und epidemiologischer Studien
davon aus, dass es sich bei dieser Erkrankung um eine Entwicklungsstérung handelt,
die pra- und perinatal sowohl von genetischen, physiologischen als auch
psychologischen Faktoren beeinflusst wird [DUNCAN ET AL., 1999].

Obwonhl bisher kein einzelnes Gen fiir das Risiko an Schizophrenie zu erkranken
gefunden wurde [BAYER ET AL., 1999; HARRISON, 1999; LOPES-MACHADO & DUARTE,
2000], deuten Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien darauf hin, dass eine
genetische Pradisposition fir das Auftreten dieser Erkrankung besteht. Wahrend die
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Erkrankungswahrscheinlichkeit in der normalen Bevdlkerung bei etwa 1% liegt, haben
die Verwandten ersten Grades von Schizophrenen ein ungefahr zehnfach hdheres
Risiko an dieser psychischen Stérung zu erkranken als die Allgemeinbevélkerung,
auch wenn die Kinder von nicht-schizophrenen Pflegeeltern aufgezogen werden. Das
Erkrankungsrisiko steigt nochmals erheblich, wenn beide Eltern an Schizophrenie
erkrankt sind oder wenn es sich bei dem Erkrankten und dem Verwandten um eineiige
Zwillinge handelt. Hierbei liegt die Wahrscheinlichkeit, dass beide Zwillinge betroffen
sind, bei etwa 46%. Bei zweieiigen Zwillingen liegt das Risiko bei etwa 14% und damit
im Rahmen der Inzidenzrate gewdhnlicher Geschwister. Sie ist aber immer noch
ungefahr zehnmal héher als bei der Gesamtbevdlkerung (Abb.5) [ANDREASEN, 2000].

46%
46%

Eineiige Zwillinge

Kind (beide Eltern erkrankt)
Zweieiige Zwillinge

Kind (ein Elternteil erkrankt)
Geschwister

Neffe/Nichte

Nicht verwandt

Abb.5: Risiko im Laufe des Lebens an einer Schizophrenie zu erkranken. Die
Erkrankungswahrscheinlichkeit steigt mit dem genetischen Verwandtschaftsgrad.
Abgeandert nach [KANDEL ET AL., 1996].

Die Tatsache, dass die Erkrankungswahrscheinlichkeit bei eineiigen Zwillingen trotz
genetischer ldentitat bei nur 46% liegt, deutet darauf hin, dass neben den erblichen
Faktoren Umweltfaktoren eine wichtige Rolle spielen. Epidemiologische
Untersuchungen zeigten, dass bei schizophrenen Patienten vermehrt aversive
Umwelteinflisse wahrend des zweiten Trimesters der Schwangerschaft auftreten,
welche sich negativ auf die Hirnentwicklung auswirken kbénnen. Zu diesen
Risikofaktoren z&hlen unter anderem Fehl- oder Mangelerndhrung, Infektionen
(z.B. Influenza), Drogen- oder Alkoholkonsum sowie Stress der Mutter (z.B. Tod eines
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Familienangehdrigen, ungewollte Schwangerschaft). Zusatzlich kdénnen auch
Geburtskomplikationen (Anoxie, extrem langer Geburtsverlauf) einen Einfluss auf die
Hirnentwicklung haben [BAYER ET AL., 1999; LOBATO ET AL., 2001; MCDONALD &
MuURRAY, 2000]. Der Ausbruch der Krankheit liegt jedoch gewdhnlich in der
Adoleszenz oder im frihen Erwachsenenalter, wobei Manner in der Regel einen etwas
friheren Beginn zeigen (20 — 25 Jahre) als Frauen (25 — 30 Jahre) [AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994; HARRISON, 1999]. Das verzdgerte Auftreten der
Symptome ist mdéglicherweise auf fehlerhafte Reifungsprozesse, wie synaptische
Um- und Abbauprozesse (pruning) sowie eine Stérung der Myelinisierung, wahrend
der Pubertat zurtckzuflihren. Diese Prozesse flhren dazu, dass Stérungen, die
wahrend der Ausreifung noch kompensiert werden koénnen, beim Erwachsenen
Symptome hervorrufen. Die Pubertat stellt somit eine weitere kritische Periode dar, in
der verschiedene Umwelteinfliisse, aber auch durch die Pubertat bedingte hormonelle
Umstellungen, mit den normalen Reifungsprozessen interagieren kénnen.

Es wird vermutet, dass eine Kombination aus einer frhen Stérung der pranatalen
Hirnentwicklung und gestdérten Reifungsprozessen wahrend der Pubertat zur
Entstehung einer Schizophrenie fihren kann [DUNCAN ET AL., 1999]. Daraus
entwickelte sich die heute gangige Hypothese zur Entstehung der Schizophrenie, die
»Vulnerabilitats-Stress-Hypothese® (two-hit model; Abb.6). Diese Hypothese besagt,
dass eine frihe Stérung des sich entwickelnden Gehirns (first hif) zu einer erhéhten
Vulnerabilitdt gegentber spater, meist wahrend der Pubertat auftretenden
Umweltreizen (second hit) und infolgedessen zur Entstehung einer schizophrenen
Symptomatik beim Erwachsenen flhrt [MAYNARD ET AL., 2001].



Einleitung 16

First Second
Hit Hit

Sich
entwickelndes > VngergbIes —
: ehirn
Gehirn Genetik Stress
Stress Alkohol
Alkohol/Drogen Drogen
Infektionen Hormonelle Umstellung
Fehlernahrung
O,-Mangel
2. Trimester Pubertit 20. — 30.
Schwangerschaft Lebensjahr

Abb.6: Vulnerabilitats-Stress-Hypothese der Schizophrenie. Die Entwicklung des Gehirns wird
wahrend des zweiten Trimesters der Schwangerschaft durch Umwelteinflisse (first hit)
gestért. Dadurch entsteht eine erhdhte Vulnerabilitdt gegentber wéhrend der Pubertat
auftretenden aversiven Einflissen (second hit). Es kommt zu Stdérungen abschlieBender
Reifungsprozesse und dadurch zur Entstehung einer schizophrenen Symptomatik.

1.2.3 Pathomorphologie

Auf dem ersten internationalen Kongress fir Neuropathologie in Rom 1952 gingen die
meisten Neuropathologen noch davon aus, dass die Schizophrenie eine rein
funktionelle Psychose ohne pathomorphologische Veranderungen darstellt. Erst mit
Beginn der 80er Jahre des 20. Jahrhunderts wurden durch die Entwicklung neuer
morphometrischer und histochemischer Techniken flir die post mortem Analyse sowie
bildgebender Verfahren fir in vivo Studien (Computer Tomographie; Magnetic
Resonance Imaging) strukturelle Veranderungen in verschiedenen Hirnregionen bei
Schizophrenen nachgewiesen, die mit den psychotischen Symptomen der
Schizophrenie korrelieren [BOGERTS, 1999; HARRISON, 1999].

Die Hypothese, dass es sich bei der Schizophrenie um eine Entwicklungsstérung
handelt, stitzt sich auf die Beobachtung, dass im Gegensatz zu klassischen
Demenzerkrankungen, die mit neurodegenerativen Prozessen verbunden sind
(z.B. Morbus Alzheimer), keine Gliose auftritt [FALKAI ET AL., 1999; WooDs, 1998].

Zellschaden rufen erst ab Ende des zweiten Trimesters der Schwangerschaft eine
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Gliose hervor. Deshalb wird eine fehlende Gliose als Marker fir eine friihe
Entwicklungsstérung herangezogen [HARRISON, 1999; TURNER ET AL, 1997,
WEINBERGER, 1995]. Dies deutet darauf hin, dass die Schaden, die spéater zu einer
Schizophrenie flhren, bereits vor dem dritten Trimester induziert wurden. Zusétzlich
weisen einige neuropsychologische Studien darauf hin, dass im Vergleich zu
klassischen neurodegenerativen Erkrankungen keine Progression hinsichtlich der
Symptomatik auftritt. Dies lasst vermuten, dass pathophysiologische Prozesse
wahrend der Entwicklung die Neuritenbildung, die Synaptogenese und das Pruning
beeinflussen und so der Ausbildung schizophrener Symptome vorangehen
[ANDREASEN, 2000; HARRISON, 1999]. In einer neueren Studie von PANTELIS ET AL.
[2003] wurde jedoch nachgewiesen, dass fortschreitende anatomische
Veranderungen mit dem Auftreten psychotischer Symptome verbunden sind.

Bei der Untersuchung der Gehirne schizophrener Patienten wurde eine
Volumenreduktion der cerebralen Hemispharen, ein Verlust der normalen strukturellen
Asymmetrie des Frontal- und Occipitallappens sowie eine Erweiterung der lateralen
Ventrikel nachgewiesen [FALKAI ET AL, 1995; HARRISON, 1999]. Die meisten
morphologischen und zytoarchitektonischen Veranderungen treten im limbischen
System, vor allem in der Hippocampusformation sowie dem Parahippocampus, auf
[BOGERTS, 1999]. Jedoch sind auch andere corticale (prafrontaler Cortex [PFC];
anteriorer cingularer Cortex) und subcorticale Strukturen (Amygdala, Thalamus,
Globus pallidus internus, Basalganglien) betroffen (Box 3) [ANDREASEN, 2000; BENES,
2000]. In zahlreichen morphometrischen Studien wurde eine Reduktion des
Volumens, der Neuronendichte und der NeuronengréBe in diesen Strukturen
nachgewiesen, wahrend hingegen in den Basalganglien eine Zunahme des Volumens
auftritt [ARNOLD ET AL., 1995; HARRISON, 1999; JOYAL ET AL., 2002; LAUER ET AL., 2001;
WRIGHT ET AL., 2000]. Im PFC und anterioren cingularen Cortex tritt zusatzlich eine
Reduktion des Neuropil auf. AuBerdem kommt es vor allem im HIPP und EC zu einer
Desorganisation der corticalen Schichten mit Fehlanordnung der Neurone [ARNOLD ET
AL., 1997; ARNOLD & RIoux, 2001; FALKAI ET AL., 1999; FALKAI ET AL., 2000; JAKOB &
BECKMANN, 1994]. Dies deutet auf synaptische Fehlverschaltungen hin und kann
dadurch die Verbindung mit anderen Hirnregionen behindern. Besonders auffallend ist
ein Verlust der normalen Positionierung der Neuronen vor allem in Schicht Il des EC.
Diese sogenannten pra-a-Zellen, die die Ausgangsneurone des perforant path

darstellen, sind bei schizophrenen Patienten in tiefere Schichten verschoben. Es wird
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vermutet, dass dies die Konsequenz einer abnormen neuronalen Migration wahrend
der Hirnentwicklung darstellt [FALKAI ET AL., 2000; HARRISON, 1999; JAkoB &
BECKMANN, 1986].

Dysfunktionen neuronaler Netzwerke kénnen auch durch eine Reduktion der
Markscheiden von Nervenfasern nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang
lassen neuere Studien vermuten, dass Myelin eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese der Schizophrenie spielt [DAvIS ET AL., 2003]. Eine Demyelinisierung
konnte vor allem in temporalen Regionen des schizophrenen Gehirns nachgewiesen
werden [Foong et al, 2000]. Folge ist eine Dysfunktion cortico-corticaler und
cortico-subcorticaler Interaktionen, die vor allem mit kognitiven Defiziten der
Schizophrenie verbunden ist [DAVIS ET AL., 2003].

In weiteren neuropathologischen Studien wurde mit Hilfe des calcium-bindenden
Proteins Parvalbumin (PV) eine Dysfunktion und/oder ein Verlust GABAerger
(y-Aminobuttersdure) Interneurone bei schizophrenen Patienten nachgewiesen
[ZHANG & REYNOLDS, 2002]. GABAerge Interneurone sind wichtig fir komplexe
kognitive Leistungen und ein Verlust dieser Neurone spielt vermutlich eine Rolle bei
der Pathophysiologie der Schizophrenie [BENES & BERRETTA, 2001]. Eine Reduktion
Parvalbumin-immunreaktiver (PVr) Zellen tritt vor allem im HIPP, aber auch im PFC
auf. PV wird vor allem von sogenannten Kandelaberzellen, einem Subtyp GABAerger
Interneurone, exprimiert. Diese Zellen bilden axo-axonale Synapsen mit dem
Initialsegment des Pyramidenzellaxons und kénnen dadurch die Ausgangsaktivitat der
Pyramidenzellen regulieren. Aber auch Korbzellen, welche die Projektionsneurone
Uber axo-somatische Kontakte beeinflussen, exprimieren PV [BENES & BERRETTA,
2001]. Im HIPP kann ein Verlust der inhibitorischen GABAergen Interneurone zu
einem Anstieg der neuronalen Aktivitdt der Pyramidenzellen flhren
[ZHANG & REYNOLDS, 2002].
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Box 3: Neuropathologische Befunde in corticalen und
subcorticalen Regionen schizophrener Patienten

Gehirn gesamt

Volumenreduktion — fehlende Asymmetrie — Reduktion der anterior-posterior Lange -
Reduktion des Hirngewichtes — Ventrikelerweiterung

Prafrontaler Cortex

Volumenreduktion — Reduktion des Neuropil — Reduktion der Neuronendichte — Reduktion
der NeuronengréBe — Reduktion GABAerger Interneurone

Hippocampus

Volumenreduktion — Reduktion der Neuronendichte — Reduktion der NeuronengréBe —
Fehlpositionierung von Neuronen — Reduktion GABAerger Interneurone — Demyelinisierung
Entorhinaler Cortex

Volumenreduktion — Reduktion der Neuronendichte — Reduktion der NeuronengréBe —
Fehlpositionierung von Neuronen in Schicht Il

Thalamus

Volumenreduktion

Basalganglien

Zunahme des Volumens

1.2.4 Transmittersysteme

Waéhrend entwicklungsbedingte Prozesse eine Pradisposition flr Schizophrenie
hervorrufen kénnen, resultiert der Beginn und Verlauf der Erkrankung vor allem aus
einer Dysregulation der Interaktion verschiedener Transmittersysteme. Besondere
Bedeutung wird dabei dem dopaminergen und glutamatergen System zugeschrieben
[CARLSSON ET AL., 1999].

1.2.4.1 Dopamin

Dopamin (DA) ist ein wichtiger Neurotransmitter im zentralen Nervensystem (ZNS).
DA-Rezeptoren befinden sich vor allem in striatalen und limbischen Gebieten und
werden zwei groBen Gruppen zugeordnet. Zu der Di-Familie gehdéren Dy und
Ds-Rezeptoren, welche an ein erregendes G-Protein (Gs) gekoppelt sind und Uber die
Aktivierung einer Adenylatcyclase wirken. Zu der Dy-Familie zahlen D,, Dz und
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D4-Rezeptoren, die an ein inhibitorisches G-Protein (G;) gekoppelt sind und die
Adenylatcyclase hemmen.

Das DA-System lasst sich in ein nigrostriatales, mesocorticales und
mesolimbisches System unterteilen. Die Zellen des nigrostriatalen DA-System
befinden sich in der Substantia nigra pars compacta und hemmen im dorsalen
Striatum GABAerge Projektionsneurone und cholinerge Interneurone. Die Zellkbrper
des mesocorticalen und mesolimbischen DA-Systems liegen in der VTA des
Mesencephalons und projizieren vor allem zum NAC, aber auch zum Tuberculum
olfactorium sowie zu der Amygdala (mesolimbisch) und zur frontalen, cingularen und
entorhinalen Hirnrinde (mesocortical) [COOPER ET AL., 2003].

Das DA-System ist an der Regulation verschiedener Verhaltensweisen,
insbesondere an motivationalen Prozessen, lokomotorischer Aktivitat und
sensorimotorischer Informationsverarbeitung, beteiligt. Eine Hyperaktivitat vor allem
des mesolimbischen DA-Systems wird als hauptverantwortliche Ursache flr die
Positivsymptomatik der Schizophrenie angesehen. Diese DA-Hypothese der
Schizophrenie beruht auf zwei Beobachtungen. Zum einen verstarken Amphetamin
und andere DA-freisetzende Substanzen schizophrene Psychosen und induzieren bei
Gesunden psychotische Symptome, die der Positivsymptomatik einer Schizophrenie
ahneln [DUNCAN ET AL., 1999]. Zum anderen sind Neuroleptika, die fir die Behandlung
der Schizophrenie eingesetzt werden, wirksame DA-Rezeptor-Antagonisten, wobei
meist eine Praferenz fur D,-Rezeptoren vorliegt [CREESE ET AL., 1976; HARRISON,
1999]. AuBerdem wurde in bildgebenden Verfahren gezeigt, dass eine durch
DA-Rezeptor-Agonisten induzierte DA-Freisetzung im NAC bei schizophrenen
Patienten starker ist als bei Gesunden [ABI-DARGHAM ET AL., 1998].

Die DA-Hypothese der Schizophrenie ist allerdings unzureichend, da eine
vollstandige Blockade der DA-Rezeptoren nur zum Teil antipsychotisch wirkt und
dadurch nur einen limitierten therapeutischen Effekt besitzt. Da DA-Agonisten
hauptsachlich positive Symptome der Schizophrenie nachahmen, kann die
DA-Hypothese die Negativsymptomatik nicht erklaren. Eine besonders wichtige Rolle
wird dabei dem Transmitter Glutamat (Glu) zugeschrieben. Es wird jedoch vermutet,
dass auch andere Neurotransmittersysteme, wie z.B. das serotonerge System,
maBgeblich an der Entstehung der Schizophrenie beteiligt sind. Diese Annahme
basiert auf der Beobachtung, dass die meisten Substanzen, die heutzutage zur
Pharmakotherapie der Schizophrenie eingesetzt werden (z.B. Clozapin, Olanzapin,
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Risperidon), anti-serotonerge Effekte besitzen [AGHAJANIAN & MAREK, 2000;
WADDINGTON, 1995].

1.2.4.2 Glutamat

Glutamat (Glu) ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im ZNS.
Glu-Rezeptoren befinden sich im gesamten Gehirn, jedoch in besonders hoher Dichte
im Cortex, im HIPP, in der Substantia nigra und im Striatum. Glutamaterge
Projektionen sind somit Uber corticale, striatale und limbische Hirnregionen verteilt und
kénnen dadurch verschiedene zentrale Funktionen beeinflussen [MICHAELIS, 1998;
WHITTON, 1997].

Glu-Rezeptoren werden in metabotrope und ionotrope Rezeptoren unterteilt, wobei
die metabotropen Rezeptoren G-Protein gekoppelt sind, wahrend die ionotropen
Rezeptoren Teil eines lonenkanals darstellen, der aus vier Untereinheiten besteht.
lonotrope Rezeptoren lassen sich weiter unterteilen in N-methyl-D-aspartat (NMDA)-
Rezeptoren und in nicht-NMDA-Rezeptoren (Kainat und AMPA [a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxyzolpropionsaure]) [MICHAELIS, 1998].

Der NMDA-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung synaptischer
Verbindungen sowie bei Lernen, Gedéachtnis und neuronaler Plastizitat
[GoFF & CoYLE, 2001]. Er hat das Interesse auf sich gezogen, da er vermutlich an der
Pathophysiologie vieler neurodegenerativer (z.B. Morbus Alzheimer, Morbus
Huntington, Morbus Parkinson) aber auch psychischer Erkrankungen
(z.B. Schizophrenie) beteiligt ist. Post mortem Studien bei Schizophrenen ergaben
eine Reduktion der Glu-Rezeptor-Dichte sowie Veranderungen bei der
Zusammensetzung der Rezeptor-Untereinheiten im PFC, Temporallappen und
Thalamus [MEADOR-WOODRUFF & HEALY, 2000]. Eine NMDA-Rezeptor Hypofunktion
spielt vermutlich eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der schizophrenen
Symptomatik [HIRSCH ET AL., 1997; OLNEY & FARBER, 1995]. Diese sogenannte
Glu-Hypothese stiitzt sich auf die Beobachtung, dass Glu-Rezeptor-Antagonisten, wie
z.B. Phencyclidin (PCP), Ketamin und Dizocilpin (MK-801), vor allem Uber die Wirkung
an NMDA-Rezeptoren bei Gesunden eine Psychose auslésen, die einer akuten
Schizophrenie &hnelt [GOFF & COYLE, 2001; VOLLENWEIDER ET AL., 2000]. Eine solche
psychotische Phase kann bereits nach einmaliger Applikation mehrere Wochen
andauern, wahrend eine chronische Gabe zu einem sogenannten ,PCP-Burnout” mit
kognitiven Defiziten und Sprachstérungen fihrt [ELLISON, 1995]. Bei schizophrenen
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Patienten wird eine bereits bestehende Symptomatik durch NMDA-Rezeptor-
Antagonisten verstarkt [OLNEY ET AL., 1999]. Die sogenannte PCP-Psychose hat in der
Schizophrenieforschung besondere Bedeutung erlangt, da sie anders als die durch
DA-Rezeptor-Agonisten induzierte Psychose nicht nur mit positiven sondern auch mit
negativen und kognitiven Symptomen der Schizophrenie verbunden st
[GoFF & COYLE, 2001; HIRSCH ET AL., 1997].

1.2.4.3 Dopamin-Glutamat-Interaktionen

Zahlreiche Verhaltensweisen werden durch Interaktionen des dopaminergen und
glutamatergen Systems reguliert [CARLSSON & CARLSSON, 1990; CARLSSON ET AL.,
1999]. Eine =zentrale Rolle fir diese Interaktion spielt der NAC, der durch
mesolimbische dopaminerge Fasern aus der VTA innerviert wird und zusatzlich
glutamaterge Afferenzen von verschiedenen Strukturen, wie z.B. dem HIPP, EC, PFC
und der Amygdala, erhalt. Diese interagieren prasynaptisch mit den dopaminergen
Projektionen der VTA und regulieren dadurch die DA-Freisetzung im NAC. Vom NAC
aus verlauft dann eine GABAerge Projektion Uber das ventrale Pallidum (VP) zum
Thalamus (Abb.7) [GRACE, 2000; O'DONNELL & GRACE, 1998; SESACK & PICKEL, 1990].

Die Regulation der DA-Freisetzung kann in striatalen Regionen Uber

zwei Mechanismen ablaufen:

(1) eine tonische DA-Freisetzung, die Uber den glutamatergen Eingang aus dem
HIPP, dem EC, dem PFC und der Amygdala reguliert wird

(2) eine phasische DA-Freisetzung, die von der dopaminergen Aktivitat in der VTA
abhangt und den GABAergen Ausgang zum VP reguliert [GRACE, 2000].

Eine pathologische Unterbrechung cortico-striataler glutamaterger Systeme kann
prasynaptisch die tonische DA-Freisetzung reduzieren und dadurch die Sensitivitat
postsynaptischer DA-Rezeptoren erhéhen und damit die Wirkung der phasischen
DA-Freisetzung verstarken [CSERNANSKY & BARDGETT, 1998; DUNCAN ET AL., 1999;
KESHAVAN, 1999]. Zusétzlich kommt es durch die Reduktion der tonischen
DA-Freisetzung zu einer fehlenden Aktivierung dopaminerger Autorezeptoren. Folge
dieses fehlenden autoregulatorischen inhibitorischen Mechanismus ist ein weiterer
Anstieg der phasischen DA-Freisetzung. Diese durch eine Blockade des
glutamatergen Eingangs hervorgerufene Dysregulation des tonisch-phasischen
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DA-Systems wird vor allem mit positiven Symptomen der Schizophrenie in
Zusammenhang gebracht [MOGENSON ET AL., 1993; O'DONNELL & GRACE, 1998].

Einen weiteren Mechanismus, Uber den die limbisch-striatale DA-Transmission im
NAC reguliert werden kann, stellen exzitatorische Projektionen des HIPP zum PFC
dar. Durch einen Verlust dieser glutamatergen Verbindungen kann sekundar die
Aktivitdt des PFC reduziert werden. Diese sogenannte Hypofrontalitat ist haufig mit
negativen Symptomen und kognitiven Dysfunktionen schizophrener Patienten
verbunden [O'Donnell & Grace, 1998]. Eine Hypofunktion des frontalen Cortex flihrt zu
einer Verringerung der tonischen DA-Freisetzung, welche einer verstarkte Antwort des
DA-Systems auf postsynaptischer Ebene bewirkt. Eine Aktivierung dopaminerger
Neurone induziert dann in solch einem kompensatorisch hochregulierten System eine
UbermaBige phasische DA-Freisetzung, die wiederum mit positiven Symptomen der
Schizophrenie verbunden ist [MEYER-LINDENBERG ET AL., 2002].

|
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Abb.7: Schematische Darstellung des cortico-limbisch-striatalen Kreislaufs, der an der
Entstehung der Positiv- und Negativsymptomatik der Schizophrenie beteiligt ist. Eine
Interaktion zwischen dopaminergen Neuronen der VTA und glutamatergen Neuronen
limbischer Strukturen beeinflusst die DA-Freisetzung im NAC. Erklarung siehe Text.
Abkirzungen: Amyg — Amygdala; DA — Dopamin; EC - entorhinaler Cortex;
GABA - y-Aminobuttersaure; Glu — Glutamat; HIPP — Hippocampus; NAC — Nucleus
accumbens; PFC — préafrontaler Cortex; VP — ventrales Pallidum; VTA — ventrales
tegmentales Areal.
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1.3 Tiermodelle

Aufgrund der Komplexitdt psychischer Erkrankungen und der Stérung typisch
menschlicher Eigenschaften stellt die Entwicklung von Tiermodellen hier eine
besondere Herausforderung dar. Bislang konnte kein Modell die perzeptuellen,
kognitiven und emotionalen Aspekte einer typisch menschlichen Erkrankung, wie der
Schizophrenie, vollstdndig nachbilden. Dennoch wurden in den letzten Jahren
Tiermodelle zur Nachahmung einiger Aspekte psychischer Stérungen, so auch fir die
Schizophrenie, entwickelt, weil der ursachliche Zusammenhang zwischen Noxe,
Neuropathologie und Verhaltensstérung nur in solchen Modellen erforscht werden
kann.

FOr die Validierung eines Tiermodells werden drei Kriterien herangezogen
[KocH, 2002]:

(1) unter Abbild-Validitat (face validity) versteht man, dass bei Mensch und Tier

vergleichbare Verhaltensweisen durch gleiche Reizparameter hervorgerufen werden

(2) préadiktive Validitat (predictive validity) besteht, wenn pharmakologische
Behandlungen bei Tier und Mensch gleichermaBen effektiv sind, so dass in dem

Tiermodell die Wirksamkeit neuer Pharmaka vorhergesagt werden kann

(3) Konstrukt-Validitat (construct validity) fordert, dass die in dem Tiermodell
hervorgerufenen Stdrungen die Atiopathogenese und Pathophysiologie der
menschlichen Erkrankung nachahmen.

1.3.1 Pharmakologische Modelle

Vor dem Hintergrund der DA- (siehe 1.2.4.1) und der Glu-Hypothese (siehe 1.2.4.2)
wurde bei der Entwicklung von Tiermodellen fir die Schizophrenie-Forschung der
Schwerpunkt zundchst auf das dopaminerge und glutamaterge System gelenkt. Da
eine Dysregulation beider Transmitter beim Menschen psychotische Symptome
auslést und zusétzlich strukturelle Veranderungen sowohl des dopaminergen als auch
glutamatergen Systems im Gehirn schizophrener Patienten nachgewiesen wurden,
wird eine Behandlung mit DA-Rezeptor-Agonisten und Glu-Rezeptor-Antagonisten als

Tiermodell flir Schizophrenie eingesetzt.
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1.3.1.1 Dopamin-Rezeptor Agonisten

DA-Rezeptor-Agonisten induzieren sowohl beim Menschen als auch bei der Ratte
einen Anstieg der dopaminergen Aktivitdt vor allem in der VTA und im NAC
(Konstrukt-Validitat) und I6sen beim Menschen dadurch eine Psychose aus, die eng
mit der Positivsymptomatik der Schizophrenie verbunden ist [DUNCAN ET AL., 1999]. Bei
der Ratte induzieren DA-Rezeptor-Agonisten unter anderem motorische Hyperaktivitat
und eine Reduktion der Prapulsinhibition (PPl) der akustisch ausgelésten
Schreckreaktion (ASR; Abbild-Validitat) [GEYER ET AL., 2001]. Diese Verhaltenseffekte
werden durch klinisch wirksame Antipsychotika antagonisiert, die vor allem Uber den
Do-Rezeptor wirken (pradiktive Validitdt). Eine chronische Behandlung mit
DA-Rezeptor-Agonisten bewirkt eine progressive Verstarkung der Verhaltenseffekte
dieser Substanzen, was als Sensitivierung bezeichnet wird und vermutlich eine Rolle
bei der Entstehung und dem Verlauf der schizophrenen Symptomatik spielt
[VANDERSCHUREN & KALIVAS, 2000; WOLF, 1998].

Der DA-Rezeptor-Agonist Amphetamin induziert Uber die Freisetzung von DA
einen Anstieg der synaptischen DA-Konzentration. Zusatzlich besitzt diese Substanz
bereits in geringen Dosierungen einen Einfluss auf das noradrenerge und serotonerge
System. Im Gegensatz dazu verstarkt der direkte DA-Rezeptor-Agonist Apomorphin
(APO; 3,4-Dihydroxyapomorphin; Abb.8) die dopaminerge Neurotransmission
postsynaptisch Uber einen direkten Effekt an Rezeptoren der  D4- (D1a, D1g, Ds) und
Do-Familie (D2, D3, D4) ohne Einfluss auf andere Transmittersysteme und ist deshalb
besonders geeignet, um eine selektive Hyperaktivitdt des dopaminergen Systems zu
induzieren [DEPATIE & LAL, 2001].

APO gehdért zu der Gruppe der Morphinderivate und wirkt hauptsachlich tber
D.-Rezeptoren [DEPATIE & LAL, 2001]. Diese Substanz wurde erstmals 1869
synthetisiert [MATTHIESSEN & WRIGHT, 1869] und als Emetikum, Sedativum, bei
Alkoholismus sowie bei der Behandlung motorischer Stérungen (z.B. bei
Parkinsonpatienten) eingesetzt [DEPATIE & LAL, 2001], wobei die Wirkungen von der
Dosierung abhangig sind. Eine hohe Dosis verstarkt die dopaminerge
Neurotransmission Uber die Wirkung an postsynaptischen D,-Rezeptoren. Dabei
werden jedoch die psychotischen Symptome durch die emetische Wirkung verdeckt.
Im Gegensatz dazu stimuliet APO in niedrigen Dosierungen prasynaptische
DA-Autorezeptoren, wahrend die postsynaptischen Rezeptoren aufgrund der

geringeren Sensitivitdt nicht angesprochen werden. Folge ist eine Hemmung der
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DA-Freisetzung, die mit antipsychotischen Wirkungen verbunden ist [TAMMINGA ET AL.,
1978].

Der experimentelle Einsatz von DA-Rezeptor-Agonisten ist aufgrund der einfachen
und schnell durchzufihrenden Methodik und der sehr guten pradiktiven Validitat in
Bezug auf das DA-System zur Uberpriifung der Wirksamkeit antipsychotischer
Substanzen gut geeignet. Nachteile dieses Modells sind die fehlende Wirkung auf das
glutamaterge System sowie das Fehlen einer Negativsymptomatik. Zusatzlich sind
diese Substanzen nicht nur postpubertdr wirksam, was mit dem Zeitpunkt des
Auftretens der psychotischen Symptomatik bei schizophrenen Patienten

Ubereinstimmen wirde, sondern kénnen bereits prapubertar wirken.

Abb.8: Strukturformel von Apomorphin

1.3.1.2 NMDA-Rezeptor-Antagonisten

NMDA-Rezeptor-Antagonisten (Dizocilpin, PCP, Ketamin) induzieren sowohl beim
Menschen als auch bei der Ratte eine Hypofunktion des glutamatergen Systems,
welche sekundar mit einem Anstieg dopaminerger Funktionen verbunden ist
(Konstrukt-Validitat). Eine Blockade des NMDA-Rezeptors induziert psychotische
Symptome, die stark der Positiv- und Negativsymptomatik einer akuten Schizophrenie
ahneln [GoFF & COYLE, 2001; VOLLENWEIDER ET AL., 2000]. Im Tierversuch bewirken
diese Substanzen unter anderem Hyperlokomotion, Stereotypien, Ataxie,
Unterbrechung der PPl und kognitiven Defizite in zahlreichen verschiedenen Lern-
und Gedachtnisparadigmen (Abbild-Validitat) [BAST ET AL., 2000; JENTSCH & ROTH,
1999; MANSBACH & GEYER, 1989], die durch klinisch wirksamen Antipsychotika
antagonisiert werden kdénnen (pradiktive Validitat). Eine chronische Behandlung mit
NMDA-Rezeptor-Antagonisten induziert eine Sensitivierung der Verhaltenseffekte
dieser Substanz [Xu & DowmiNo, 1994]. Eine Sensitivierung des glutamatergen
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Systems konnte ebenfalls bei schizophrenen Patienten nachgewiesen werden
[JENTSCH & ROTH, 1999].

Far die Wirkungsweise von NMDA-Rezeptor-Antagonisten, ist vermutlich das
cortico-limbische DA-System von Bedeutung [OLNEY ET AL., 1999; WHITTON, 1997].
Einen Hinweis darauf geben verschiedene Studien in denen gezeigt wurde, dass die
durch NMDA-Rezeptor-Antagonisten induzierten Symptome teilweise durch
DA-Rezeptor-Antagonisten (z.B. Haloperidol, Racloprid) blockiert werden kdnnen
[LOSCHER & HONACK, 1992; MARTIN ET AL., 1997; OLNEY & FARBER, 1995]. Desweiteren
wurde in Mikrodialyse-Studien nachgewiesen, dass NMDA-Rezeptor-Antagonisten
sowohl einen Anstieg der extrazellularen Glu- als auch der DA-Freisetzung in
limbisch-striatalen Gebieten hervorrufen [ADAMS & MOGHADDAM, 1998; MILLER &
ABERCROMBIE, 1996] und zusatzlich eine durch Amphetamin induzierte Stimulation der
striatalen DA-Freisetzung potenzieren [BALLA ET AL., 2001].

Die Art und Weise der durch NMDA-Rezeptoren vermittelten Regulation der
DA-Freisetzung im Striatum und anderen limbischen Hirnstrukturen ist nicht

vollstandig geklart, verlauft aber vermutlich Gber zwei Mechanismen:

(1) Uber eine glutamaterge Stimulation inhibitorischer GABAerger und noradrenerger
Interneurone wird normalerweise eine tonische Hemmung der glutamatergen,
cholinergen oder neuropeptinergen exzitatorischen Projektionsbahnen
aufrechterhalten (Abb.9) [HIRSCH ET AL., 1997; OLNEY ET AL., 1999; WHITTON, 1997].
Eine Blockade der NMDA-Rezeptoren inaktiviert diese corticalen GABAergen
Interneurone und bewirkt dadurch eine Disinhibition der drei exzitatorischen Eingange,
die dann eine exzessive Hyperstimulation der Pyramidenneurone mit nachfolgender
DA-Freisetzung im NAC induziert [CARLSSON ET AL., 2001; CSERNANSKY & BARDGETT,
1998; OLNEY ET AL., 1991].

(2) Wé&hrend NMDA-Rezeptor-Antagonisten in limbisch-striatalen Regionen einen
Anstieg der DA-Freisetzung induzieren, wird durch die Blockade der
NMDA-Rezeptoren die Aktivitdt des PFC reduziert (Hypofrontalitat). Da mesocorticale
und mesolimbische DA-Systeme eine inverse Verbindung zueinander besitzen
[JENTSCH & ROTH, 1999], ist diese Hypoaktivitat corticaler dopaminerger Neurone mit
einer Hyperaktivitat subcorticaler DA-Systeme verbunden (siehe 1.2.4.3)
[CARR & SESACK, 2000; JENTSCH ET AL., 1998].
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Abb.9: Schematische Darstellung der durch NMDA-Rezeptoren vermittelten Regulation der
Dopamin-Freisetzung. Glutamat reguliert Gber NMDA-Rezeptoren, die sich auf GABAergen
und noradrenergen Neuronen befinden, die tonische Hemmung cholinerger, glutamaterger
und neuropeptinerger Projektionsbahnen, die wiederum Uber eine Stimulation der
Pyramidenzellen die meso-accumbale Dopamin-Freisetzung regulieren.

Abkirzungen: ACh — Acetylcholin; GABA - y-Aminobuttersdure; Glu — Glutamat; NA —
Noradrenalin;® —hemmend; @ — erregend

NMDA-Rezeptor-Antagonisten induzieren in hohen Dosierungen apoptotische
Reaktionen, die unter anderem durch die Bildung cytoplasmatischer Vakuolen, das
Auftreten von Hitzeschockproteinen sowie durch Induktion der mRNA-Expression fir
c-fos und BDNF (brain derived neurotrophic factor) gekennzeichnet ist [HASHIMOTO ET
AL., 1996; LINDEN ET AL., 1997]. Diese Schaden sind nach niedrigdosierter akuter
Applikation in der Regel reversibel, jedoch bewirken hohe Dosierungen sowie
chronische Behandlungen irreversible nekrotische Schaden [ELLISON, 1995].
Neuronale Degeneration nach Dizocilpin tritt vor allem in frontalen (PFC) und
limbischen (HIPP, Amygdala, EC) Strukturen auf, welche auch bei Schizophrenen
deutliche Veranderungen zeigen [ELLISON, 1995; HORVATH ET AL., 1997].

Dizocilpin (MK-801; (+)-5-methyl-10,11-dihydroxy-5H-dibenzo-[a,d]-cyclohepten-
5,10-imine maleate; Abb.10) ist ein nicht-kompetitiver Antagonist am NMDA-Subtyp
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des Glu-Rezeptor, der an einer Bindungsstelle innerhalb des lonenkanals bindet und
diesen dadurch blockiert. Dizocilpin wurde in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts
als Anasthetikum eingefihrt. Bereits nach kurzer Zeit wurde diese Substanz jedoch
aufgrund starker Nebenwirkungen (z.B. Erregung, bizarres Verhalten, Paranoia,
Halluzinationen) nicht mehr zur Induktion einer Anasthesie eingesetzt.

I
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Abb.10: Strukturformel von Dizocilpin (MK-801)

NMDA-Rezeptor-Antagonisten bieten einige Vorteile als pharmakologisches
Tiermodell far psychische Erkrankungen. Aufgrund der einfachen und schnell
durchzufiihrenden Methodik und der sehr guten pradiktiven Validitat ist dieses Modell
zur Uberpriffung der Wirksamkeit antipsychotischer Substanzen gut geeignet.
NMDA-Rezeptor-Antagonisten induzieren sowohl eine Hypofunktion des Glu-Systems
als auch eine Hyperfunktion des DA-Systems und sind dadurch mit positiven und
negativen Symptomen der Schizophrenie verbunden. Dies stellt einen entscheidenden
Vorteil gegentber den DA-Rezeptor-Agonisten dar. AuBerdem sind die
psychotomimetischen und neurotoxischen Effekte der NMDA-Rezeptor-Antagonisten
bei jungen Ratten (< sechs Wochen) auBerst gering oder nicht vorhanden und eine
vollstandige Sensitivitat gegentber der Toxizitat entwickelt sich erst nach der Pubertat
(drei bis vier Monate). Auch beim Menschen treten die Wirkungen der
NMDA-Rezeptor-Antagonisten bei Kindern selten auf, wahrend Jugendliche und junge
Erwachsene stark auf diese Substanzen reagieren [ELLISON, 1995; FARBER ET AL.,
1995; GoFrF & COVYLE, 2001; KESHAVAN, 1999]. Dies weist darauf hin, dass eine
Dysfunktion oder Dysregulation der durch NMDA-Rezeptoren vermittelten
Neurotransmission eine wichtige Rolle bei psychischen Erkrankungen spielt, die wie
die Schizophrenie durch das postpubertadre Auftreten der Symptomatik charakterisiert
sind [JENTSCH & ROTH, 1999; NEwWCOMER ET AL., 1999]. Die Eigenschaft der
NMDA-Rezeptor-Antagonisten beim Menschen und beim Nager postpubertar
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auftretende Verhaltensdefizite auszulésen, die sowohl auf anatomischer als auch auf
funktioneller Ebene eng mit der Pathophysiologie der Schizophrenie verbunden sind,
hat dazu geflhrt, dass mit Dizocilpin behandelte Ratten und Mause als ein
pharmakologisches Tiermodell fiir zumindest einige Aspekte der Schizophrenie
eingesetzt werden [ELLISON, 1995].

1.3.2 Entwicklungsbiologische Modelle

Da eine abnorme Hirnentwicklung vermutlich an der Entstehung der Schizophrenie
beteiligt ist [DUNCAN ET AL. 1999], hat sich in den letzten Jahren das Interesse immer
mehr den entwicklungsbedingten Aspekten dieser Erkrankung zugewandt. Die
neuronale Entwicklung bei der Ratte entspricht zum Zeitpunkt der Geburt in etwa der
Entwicklung im zweiten Trimester der Schwangerschaft bei Primaten [FINLAY, 2001].
Dies hat den Vorteil, dass Stérungen der Hirnentwicklung bei der Ratte nicht in utero
stattfinden missen sondern postnatal induziert werden kénnen. Deshalb kann die
frihe Hirnentwicklung im Tiermodell durch verschiedene neonatale Eingriffe, wie z.B.
Stress und Lasionen, beeinflusst werden. Folge ist eine Stérung der Neurogenese,
Zellmigration, Differenzierung und Synaptogenese, die eine Fehlentwicklung
neuronaler Kreislaufe und Transmittersysteme in verschiedenen corticalen und
subcorticalen  Gebieten induzieren kann, die dann spater auftretende
Verhaltensdefizite hervorruft. Zu diesen Modellen zdhlen soziale Isolation
prapubertarer Jungtiere (social isolation) [WILKINSON ET AL. 1994], Trennung von der
Mutter (maternal separation) [DANIELS ET AL., 2004], pranatale Vireninfektion (z.B.
Influenza, Borna Virus) [FATEMI ET AL. 2002; SHI ET AL., 2003], Fehlerndhrung und
Proteinmangel [BROWN ET AL., 1996]. Aber auch durch in utero Behandlung z.B. mit
Alkohol [LOHR & BRACHA, 1989] oder Methylazoxymethanol Acetat (MAM) [FIORE ET
AL., 1999; TALAMINI ET AL., 1998], kann die Hirnentwicklung gestért werden. Besondere
Bedeutung hat jedoch die Induktion neonataler L&sionen in verschiedenen
Hirnstrukturen, z.B. im HIPP, PFC und der Amygdala, erlangt [LIPSKA & WEINBERGER,
2000]. Durch die gezielte Lasion bestimmter Hirnstrukturen kann die Beteiligung
dieser Regionen an verschiedenen Verhaltensweisen untersucht werden, wahrend die
zuvor aufgefihrten Methoden unselektive Auswirkungen auf das gesamte Gehirn
besitzen. Zur Ausschaltung von Hirnarealen wurden in der Vergangenheit eine
Vielzahl verschiedener L&sionstechniken entwickelt (Box 4).
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Box 4: Vor- und Nachteile einiger Methoden

zur Lasionierung von Hirnregionen

Physikalische Methoden

Das Gewebe wird z.B. durch elektrische Stréme (Elekirolyse) oder durch Absaugen
(Aspiration) zerstért. Dabei werden jedoch unspezifisch Neurone, Fasern, Gliazellen und
BlutgefaBe zerstdrt. Zusatzlich treten haufig Lasionen in benachbarten Regionen auf.

Messerschnitte

Eine direkte Durchtrennung von Faserbindeln unterbricht selektiv die Verbindungen zwischen
verschiedenen Hirnregionen ohne die Funktionsfahigkeit des Nervengewebes an sich zu
zerstéren. Allerdings ist diese Methode haufig ungenau oder eignet sich aufgrund spezieller
anatomischer Gegebenheiten nicht.

Exzitatorisch wirkende Neurotoxine

Neurotoxisch wirkende Substanzen zerstéren selektiv Neurone. Das Neurotoxin Ibotenat
(o-amino-3-hydroxy-5-isoxazolacetylsédure; Abb.11) wird aus dem Fliegenpilz (Amanita
muscaria) extrahiert. Es handelt sich um einen Glu-Rezeptor-Agonist, der eine Praferenz fir
den NMDA-Rezeptor zeigt. Seine neurotoxischen Wirkungen entfaltet diese Substanz
vermutlich Gber eine langanhaltende Stimulation der NMDA-Rezeptoren, wodurch es zu einer
Uberflutung mit Ca®*-lonen kommt. Folge ist eine exzessive Stimulation von Proteasen und
Phospholipasen, wodurch Neurone zerstdrt werden. Vorbeiziehende Fasern und BlutgefaBe
werden bei entsprechender Dosierung nicht beschadigt [JARRARD, 1989], was einen
entscheidenden Vorteil gegeniiber den physikalischen Lasionstechniken darstellt. Eine
exzessive Uberstimulation durch eine hohe Dosierung des Neurotoxins kann jedoch teilweise
L&sionen im Projektionsgebiet der Neurone induzieren. Durch eine niedrigdosierte lokale
intracerebrale Injektion dieses Neurotoxins entstehen jedoch eng umgrenzte Lasionen an der
Injektionsstelle, ohne dass Projektionsgebiete des Injektionsortes zerstért werden [JOHNSTON
ET AL., 1968].

OH

I I . H,0

Abb.11: Strukturformel von lbotensaure
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Besonders gut charakterisiert ist das von Lipska und Weinberger entwickelte
Tiermodell der neonatalen HIPP-Lasion [LIPSKA ET AL., 1993; LIPSKA & WEINBERGER,
1993]. Dabei werden durch intracerebrale Injektion des Neurotoxins Ibotenat (Abb.11)
in den ventralen HIPP (VH) an PND 7 postpubertar auftretenden kognitive,
pharmakologische und molekulare Dysfunktionen induziert (Tab.1), die durch
Behandlung mit klinisch wirksamen Antipsychotika weitgehend antagonisiert werden
kénnen (pradiktive Validitat) [LIPSKA & WEINBERGER, 1994]. LIPSKA ET AL. konnten
zeigen, dass neonatale Lasionen des VH Defizite an PND 56, nicht aber an PND 35,
induzieren, die mit einer Hyperaktivitdt des striatalen DA-Systems sowie mit
prafrontalen Dysfunktionen verbunden sind [LIPSKA ET AL, 1998; LIPSKA &
WEINBERGER, 2000]. Diese Stérungen stehen in Zusammenhang mit der
Schizophrenie und entsprechen dem Auftreten der psychotischen Symptomatik bei
schizophrenen Patienten in der spaten Adoleszenz (Abbild-Validitat; Tab.1)
[HARROP & TROWER, 2001; KESHAVAN, 1999].

Neonatale Lasionen des VH induzieren Hyperlokomotion in einer neuen
Umgebung [AL-AMIN ET AL., 2000; LIPSKA ET AL., 1993], reduzieren eine durch
Haloperidol induzierte Katalepsie [LIPSKA & WEINBERGER, 1993] und die PPl der ASR
[LE PEN ET AL., 2000; LIPSKA ET AL., 1995], unterbrechen die latente Hemmung des
Lernens [GRECKSCH ET AL., 1999], fihren zu Defiziten des Sozialverhaltens [BECKER ET
AL., 1999] sowie zu kognitiven Dysfunktionen vor allem des WM [LIPSKA ET AL., 2002;
WOLTERINK ET AL., 2000]. Zusétzlich ergaben pharmakologische Studien eine erhdéhte
Vulnerabilitat gegenlber den lokomotionssteigernden und PPI-reduzierenden Effekten
von DA-Rezeptor-Agonisten [SWERDLOW ET AL., 2000; SWERDLOW ET AL., 2001b; WAN
ET AL, 1996] sowie gegenuber den lokomotionssteigernden Effekten von
NMDA-Rezeptor-Antagonisten [AL-AMIN ET AL., 2000].

Die Mechanismen, denen diese Veranderungen unterliegen, sind noch nicht
endgultig geklart, beruhen aber vermutlich auf einer durch die neonatale Inaktivierung
des VH induzierten Fehlentwicklung der direkten Projektionsbahnen vom HIPP zum
PFC, NAC und mediodorsalen Thalamus [LIPSKA & WEINBERGER, 2000; WEINBERGER &
LipskA, 1995], wodurch die Funktionen der glutamatergen Projektionsneurone, die auf
dopaminergen und GABAergen Neuronen enden, beeinflusst werden. Dadurch kommt
es postpubertdr zu einer dopaminergen Hyperaktivitdt in mesolimbischen und

nigrostriatalen Systemen, sowie zu einem Anstieg der Sensitivitdt postsynaptischer
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DA-Rezeptoren (siehe 1.2.4.3) [LIPSKA & WEINBERGER, 2000; SWERDLOW ET AL., 1995;
WAN ET AL., 1996].

In molekularbiologischen Studien wurde gezeigt, dass neonatale Lasionen des VH
Veranderungen der dopaminergen und glutamatergen Neurotransmission [LILLRANK ET
AL., 1999; SCHROEDER ET AL., 1999], eine reduzierte Expression des DA-Transporters
(DAT) sowie des BDNF und der GAD-67 (Glutamat-Decarboxylase) mRNA und eine
Reduktion der NAA- (N-Acetylaspartat) Konzentration, einem neuronalen Marker far
Zellverluste, vor allem im PFC induzieren [LIPSKA & WEINBERGER, 2000]. Desweiteren
ergaben elektrophysiologische Studien, dass bei adulten Ratten mit neonatalen VH
Lasionen Neurone des NAC und PFC auf eine Aktivierung der VTA mit GbermaBigem
Feuern antworten [GOTO & O'DONNELL, 2002].

Neonatale Lasionen des VH scheinen folglich ein breites Spektrum der mit
Schizophrenie verbundenen Phanomene zu reproduzieren. Da diese Effekte nach
Adultlasion nicht auftreten, liefert dies einen Hinweis darauf, dass eine Stérung der
Entwicklungsprozesse sowie eine Fehlentwicklung der mit dem HIPP verbundenen
Regionen, vor allem des PFC, und nicht ein Verlust der hippocampalen Projektionen
per se das Verhalten der I&sionierten Tiere beeinflusst (Konstrukt-Validitat) [AL-AMIN ET
AL., 2001; LIPSKA ET AL., 2002]. Entwicklungsbedingte Dysfunktionen des HIPP sowie
eine exzessive Neurotransmission im mesolimbischen DA-System werden mit der
Pathophysiologie der Schizophrenie in Verbindung gebracht [LIPSKA & WEINBERGER,
2000]. Aus diesem Grund stellt die neonatale HIPP-L&sion ein geeignetes Tiermodell
far einige Aspekte der Schizophrenie dar.



Einleitung 34

Tab.1: Vergleich der durch eine neonatale L&sion des ventralen Hippocampus (VH) bei der
Ratte induzierten Symptome mit denen einer Schizophrenie beim Menschen.

Neonatale VH-Lasion (Ratte) Schizophrenie (Mensch)
Verhalten

Hyperlokomotion gegenlber Stress = Vulnerabilitat gegendber Stress
PPI-Defizit = PPI-Defizit

Defizit bei der latenten Hemmung = Defizit bei der latenten Hemmung
des Lernens des Lernens
Arbeitsgedachtnis-Defizit = Arbeitsgedachtnis-Defizit
Reduzierter Sozialkontakt = Sozialer Rickzug

Pharmakologie

Amphetamin-induzierte Hyperaktivitat = Verstéarkte Antwort auf
DA-Rezeptor-Agonisten
Apomorphin-induzierte Stereotypien = Verstéarkte Antwort auf
DA-Rezeptor-Agonisten
Dizocilpin und PCP-induzierte = Verstéarkte Antwort auf Ketamin
Hyperaktivitat

Molekulare Veranderungen

NAA { = NAA!
GAD-67 mRNA | =  GAD-67mRNA{
BDNF mRNA | =  BDNFmRNA |

Abktrzungen: BDNF — brain derived neurotrophic factor; GAD-67 — Glutamat-Decarboxylase-
67; NAA — N-Acetylaspartat; PPl — Prapulsinhibition der Schreckreaktion; | — reduziert
gegeniber Kontrollen [abgeandert nach LIPSKA & WEINBERGER, 2000].

1.4 Verhaltenstests

Ein GroBteil der schizophrenen Symptomatik umfasst typisch menschliche
Eigenschaften (siehe 1.2.1) und kann aus diesem Grund im Tier nicht nachgebildet
werden. Positive und negative Symptome der Schizophrenie treten jedoch haufig
sekundar als Antwort auf kognitive Dysfunktionen auf [CAPLETON, 1996; VORUGANTI ET
AL., 1997]. Da &aquivalente kognitive Funktionen bei der Ratte gut erfasst werden
kébnnen, besteht hier eine Mdglichkeit im Tiermodell einige Aspekte psychischer
Erkrankungen nachzubilden [JENTSCH & ROTH, 1999].

Tiermodelle basieren auf dem Konzept von ,Endophanotypen®. Ein Endophanotyp
bezeichnet hierbei ein physiologisches Merkmal, das mit der Erkrankung assoziiert ist,
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aber im Vergleich zum klinischen Symptom naher an der biologischen Ursache der
Stérung liegt und daher im Versuchstier abgebildet werden kann. Endophanotypen,
die fir die Nachbildung schizophrener Symptome eine Rolle spielen, sind unter
anderem Stérungen des WM und der Verhaltensflexibilitit sowie eine fehlende
Reaktionsunterdrickung und Aufmerksamkeitsdefizite [KOCH, 2002].

1.4.1 Arbeitsgedéachtnis

Dysfunktionen des WM, also die Fahigkeit Informationen zeitlich begrenzt zu
speichern, kdnnen beim Menschen mit Hilfe des n-back task Uberprift werden
(siehe 1.2.1), der jedoch auf Ratten in dieser Form nicht Gbertragen werden kann. Da
Ratten ein sehr gutes raumliches Orientierungsvermégen besitzen, wurden zur
Messung der WM-Leistung bei Nagern Labyrinthaufgaben entwickelt, die mit den beim
Menschen durchgefihrten Aufgaben vergleichbar sind (Abbild-Validitat).

Ratten sind in der Lage, ein Ziel von verschiedenen unbekannten Startpunkten aus
aufzusuchen und den Rickweg zu finden, auch wenn der direkte Weg blockiert ist.
Diese Fahigkeit des flexiblen, zielorientierten Lernens wurde dahingehend
interpretiert, dass die Ratten Gber die Bildung einer kognitiven Karte ein inneres Abbild
ihrer Umwelt erstellen [TOLMAN, 1948]. Es wird vermutet, dass der HIPP und der EC
eine wichtige Rolle bei der Bildung dieser kognitiven Landkarte und damit beim
raumlichen Lernen spielen [BEST ET AL., 2001].

Eine Vielzahl verschiedener Labyrinthe (z.B. T-Maze, Y-Maze, Cross Maze, Radial
Maze, Water Maze) wurden zur Messung raumlicher Lern- und Gedachtnisleistungen
bei Nagern entwickelt [OLTON, 1979]. Besonders haufig wird das von Olton und
Samuelson eingeflihrte 8-Arm Radial Maze eingesetzt [OLTON & SAMUELSON, 1976], in
dem Ratten darauf trainiert werden, eine Futterbelohnung, die sich am Ende der Arme
befindet, einzusammeln. Dabei kénnen entweder alle Arme (belohnte Alternation) oder
auch nur vier Arme (4-arm-baited 4-arm-unbaited test) oder ein Arm (z.B. beim
Regellernen) belohnt sein. Die Aufgabe flur die Ratte besteht darin, zu behalten,
welcher Bereich des Labyrinthes in vergangenen Durchgangen belohnt wurde und
welcher nicht, sowie welche Gange bereits exploriert wurden. Ein Eintritt in einen Arm,
der nie belohnt ist, wird dabei als MaB fur ein reference memory Defizit
(reference memory error; RME) angesehen, wahrend hingegen ein Wiedereintritt in
einen bereits zuvor besuchten Arm als WM-Fehler (working memory error, WME)
gewertet wird. Dabei stellt das reference memory einen Aspekt des
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Langzeitgedachtnis dar (RM), das WM wird dem Kurzzeitgedachtnis zugeordnet. RM
bezeichnet somit die Fahigkeit, Informationen Uber einen langeren Zeitraum
(Tage/Wochen/Monate) zu behalten, wahrend hingegen das WM Informationen nur
voriibergehend speichern kann (Sekunden/Minuten) [GOLDMAN-RAKIC, 1995]. Zur
Uberpriifung der WM-Leistungen wird haufig die belohnte Alternation eingesetzt, bei
der alle acht Arme des Labyrinthes belohnt werden. Ein RM-Defizit kann jedoch mit
diesem Test nicht aufgedeckt werden. Durch Einfligen einer Verzégerung zwischen
den einzelnen Armeintritten kann die Anforderung an das WM erhéht werden.

Raumliches Lernen ist eine komplexe assoziative Aufgabe, die sowohl beim
Menschen als auch bei der Ratte insbesondere von der Funktion des HIPP und
angrenzender Regionen, z.B. des EC, abhangt (Konstrukt-Validitat). Bei psychischen
Erkrankungen, die mit Dysfunktionen des HIPP und EC verbunden sind, ist vor allem
das raumliche WM beeintrachtigt [GOLDBERG & GoLD, 1995; MCGRATH ET AL., 2001;
MENON ET AL., 2001]. Eine besondere Rolle spielt dabei der NMDA-Rezeptor-Komplex
im medialen Temporallappen [ZOLA-MORGAN & SQUIRE, 1993]. Bei Nagern induzieren
exzitotoxische Lasionen des HIPP [HOCK & BUNSEY, 1998; JARRARD, 1993] und
extrahippocampaler Strukturen [AGGLETON ET AL., 1996; LIU & BILKEY, 1999] sowie
intra-hippocampale Infusionen des NMDA-Rezeptor-Antagonisten AP-5 oder knockout
der hippocampalen CA1 NMDA-Rezeptoren Funktionsstérungen dieses Komplexes,
die mit rdumlichen Defiziten, insbesondere des WM, verbunden sind [TSIEN ET AL.,
1996] und durch Klinisch wirksame Antipsychotika antagonisiert werden kénnen
(pradiktive Validitat). Akute und auch chronische systemische Applikation kompetitiver
(AP-5) und nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonisten (Dizocilpin) induziert
ebenfalls Defizite beim Erlernen raumlicher Aufgaben (Akquisition), vor allem nach
Einfligen einer Verzdgerung [JENTSCH ET AL., 1997; JENTSCH & ROTH, 1999; SCHACTER
ETAL., 1989].

Raumliche Gedachtnisfunktionen werden jedoch nicht nur von glutamatergen
sondern auch von dopaminergen und cholinergen (nicotinerg und muscarinerg)
Systemen moduliert. Dysfunktionen des rdumlichen Lernens kdnnen durch Injektion
von DA-Rezeptor-Agonisten induziert werden [BARON ET AL., 1998]. Eine Blockade der
cholinergen Systeme, z.B. durch Lé&sionen, Erkrankungen (Morbus Alzheimer) oder
durch Antagonisten (wie z.B. Mecamylamin oder Scopolamin) unterbricht die
Interaktionen mit dem dopaminergen System und flhrt dadurch ebenfalls zu schweren
WM-Defiziten [Kim & LEVIN, 1996].
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1.4.2 Verhaltensflexibilitat

Die Verhaltensflexibilitat kann beim Menschen mit Hilfe des WCST Uberprift werden
(siehe 1.2.1). Da die Durchfihrung eines solchen Tests bei Ratten nicht praktikabel
ist, wird dieser Test zur Messung der Verhaltensflexibilitaét im Labyrinth durch das
Wechseln zwischen einer rdumlichen und einer nicht-rdumlichen Strategie
nachgebildet.

Ratten kénnen auf zwei unterschiedliche Arten in ihrer Umwelt navigieren. Zum
einen kbénnen sie sensorische Informationen aus der Umwelt zur Orientierung
einsetzen, so dass jeder Ort in der Umwelt mit einer bestimmten Anordnung
verschiedener, meist visueller Stimuli verbunden ist. Das Erlernen des Auffindens
solcher Orte anhand externer Landmarken wird als allozentrisches Lernen bezeichnet
(place learning). Zum anderen kdnnen die Tiere ihre Position unabhangig von
externen Landmarken anhand ihrer eigenen Bewegungsablaufe bestimmen. Dabei
wird die Kdérperposition in Relation zu einem Startpunkt analysiert. Diese Form der
Orientierung  wird als  egozentrisch bezeichnet  (response  learning)
[DECOTEAU & KESNER, 2000; RAGOZZINO ET AL., 1999; WHISHAW ET AL., 1997].

Zur Messung der Verhaltensflexibilitat erlernen die Ratten zunachst eine
allozentrische und dann eine egozentrische Strategie, um eine Belohnung zu erhalten.
Bei der allozentrischen Strategie befindet sich die Belohnung wahrend der gesamten
Versuche immer in demselben, durch eine visuelle Landmarke gekennzeichneten
Arm, wahrend sie sich bei der egozentrischen Orientierung hingegen z.B. immer in
dem rechts vom Startarm gelegenen Arm befindet. Nach Erlernen dieser beiden
Strategien wird zwischen den Regeln gewechselt und gemessen, wie schnell die Ratte
ihr Verhalten der neuen Regel entsprechend anpasst. Ein Beharren auf der zuvor
angewendeten Strategie wird als Perseveration gedeutet und dient als MaB fir die
kognitive Flexibilitat der Tiere (Abbild-Validitat). Zusatzlich ist eine Uberpriifung der
WM- und RM-Leistungen mdglich.

Die Verhaltensflexibilitat wird, wie auch das WM, insbesondere vom HIPP, aber
auch vom Striatum und PFC reguliert (Konstrukt-Validitat). Es wurde gezeigt, dass
Lasionen des HIPP allozentrisches Lernen unterbrechen, wahrend hingegen
egozentrisches Lernen sensitiv auf Schaden des Striatums reagiert [CHANG & GOLD,
2003; DECOTEAU & KESNER, 2000; JARRARD, 1995; KESNER ET AL., 1993]. Desweiteren
reduziert eine chronische Behandlung mit NMDA-Rezeptor-Antagonisten die Fahigkeit

zwischen zwei Strategien zu wechseln [JENTSCH & TAYLOR, 2001].
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1.4.3 Motivation

Ein Test, der als Tiermodell zur Nachbildung der Anhedonie und der Avolition, einem
Aspekt der negativen Symptome der Schizophrenie, eingesetzt wird und in den letzten
Jahren immer mehr Aufmerksamkeit erregt hat, ist der progressive ratio (PR) Test der
operanten Konditionierung [BARR & PHILLIPS, 1999]. Instrumentelles Verhalten ist ein
komplexer Prozess, an dem Lernmechanismen aber auch motorische und
motivationale Aspekte beteiligt sind [SALAMONE & CORREA, 2002]. Bei dem PR Test
wird die Ratte zunéachst in einer Skinner-Box darauf trainiert fir eine Futterbelohnung
einen Hebel zu dricken. Nach Erreichen eines stabilen Leistungsniveaus wird die
operante Anforderung (Hebeldriicken) flr den Erhalt einer Belohnung schrittweise
angehoben bis die Tiere abhangig von der Motivation das Hebeldriicken einstellen.
Dieser sogenannte breakpoint charakterisiert den maximalen Aufwand, den die Tiere
bereit sind zu erbringen um eine Belohnung zu erhalten [BARR & PHILLIPS, 1999; HO ET
AL., 2003]. AuBerdem stellt er ein MaB fir die relative Starke der Belohnung dar
[CHEETA ET AL., 1995; HODOS, 1961]. Der breakpoint gibt somit den Punkt an, an dem
der belohnende Wert geringer ist als die Bereitschaft der Ratte den geforderten
Aufwand fir den Erhalt der Belohnung zu erbringen [ELLENBROEK & CooLs, 2000].
Dabei bestimmt der Motivationszustand der Ratte die Wirksamkeit der Belohnung. Bei
hungrigen Ratten steigt der breakpoint mit zunehmendem belohnenden Wert, z.B.
steigender Konzentration einer Zuckerlésung oder Anzahl der Futterpellets, wéahrend
bei durstigen Ratten die Konzentration der Zuckerldsung keinen Einfluss auf die
Antworteigenschaften im PR Test besitzt [REILLY, 1999]. Der breakpoint wird allerdings
nicht nur von der Starke der Belohnung und der Motivation des Individuums sondern
auch von nicht-motivationalen Faktoren, wie z.B. motorischen Defiziten, der Héhe des
Hebels oder der Kraft, die fur einen Hebeldruck erforderlich ist, beeinflusst. Ein
weiterer Faktor, der die Leistung im PR Test beeinflussen kann, ist aversive
Frustration beim Ausbleiben einer Belohnung (Abbild-Validitét) [ELLENBROEK & COOLS,
2000; STEWART, 1975].

Der breakpoint kann durch Dysfunktionen des limbisch-striato-pallidalen Systems
(motive circuit) reduziert werden, das wichtig fiir die Ubersetzung von Motivation in
zielgerichtetes Verhalten ist [MOGENSON ET AL., 1980; MOGENSON ET AL., 1993]. Viele
limbische Strukturen, einschlieBlich des HIPP und des EC, senden Informatinen zum
ventralen Striatum, vor allem zur Shell Region des NAC, die dann in einen

striato-thalamo-corticalen Kreislauf gelangen. Zusatzlich besteht ein direkter



Einleitung 39

limbischer Eingang zu diesem Kreislauf auf Ebene des Thalamus, wo er sich mit dem
indirekten limbisch-striato-pallidalen Signal verbindet [BROWN & PLUCK, 2000;
SWANSON, 2000]. Die Ubersetzung von Motivation in eine Verhaltensantwort erfolgt
daher vermutlich Ober dopaminerge Interaktionen auf der Ebene des NAC
[RoBBINS & EVERITT, 1996]. Dabei moduliert eine corticale DA-Freisetzung die cortico-
striatalen Fasern und beeinflusst dadurch die Aktivitdt des striato-thalamo-corticalen
Kreislaufes (Konstrukt-Validitat). Die Motivation und das damit verbundene
Fressverhalten werden vor allem Uber eine Disinhibition und damit eine Aktivierung
der Neurone des lateralen Hypothalamus induziert [KELLEY & BERRIDGE, 2002].

Eine Reduktion des breakpoint kann durch die Injektion psychotogener
Substanzen, wie z.B. von Amphetamin oder PCP, induziert werden [CILIA ET AL., 2001;
FREDERICK ET AL., 1995; PAULE, 1994]. Dabei wird in erster Linie die praparatorische
und nicht die konsumatorische Phase beeinflusst [ROBBINS & EVERITT, 1996;
SALAMONE ET AL., 1994]. Somit ist das meso-cortico-limbische System nicht
erforderlich fUr die Vermittlung der hedonischen Reaktion auf die Belohnung (/iking),
jedoch fir die Motivation ein zielgerichtetes Verhalten auszulésen um diese
Belohnung zu erhalten (wanting) [BERRIDGE & ROBINSON, 1998; SALAMONE & CORREA,
2002]. Das atypische Antipsychotikum Clozapin, das auch zur Behandlung der
Negativsymptomatik der Schizophrenie eingesetzt werden kann [BRUNELLO ET AL.,
1995; WORREL ET AL., 2000], hebt den breakpoint an, wahrend das typische
Antipsychotikum Haloperidol, welches vor allem auf positive Symptome wirkt, keinen
Einfluss auf den breakpoint besitzt [CILIA ET AL., 2001] oder diesen reduziert [MOBINI ET
AL., 2000] (pradiktive Validitat).

1.4.4 Lokomotorische Aktivitat

Bei der Ratte initiiert eine unbekannte Umgebung motorische Aktivitat, die durch
verschiedene Verhaltensweisen, z.B. Exploration, Lokomotion, Aufrichten und Putzen,
gekennzeichnet ist. Durch dieses Verhalten erhalt die Ratte Informationen Uber die
neue Umgebung, die in der freien Natur fir die Nahrungssuche, den Nestbau, das
Finden von Sexualpartnern und den Schutz vor Feinden wichtig sind. Die Aktivitat
nimmt normalerweise Uber die Zeit ab, wenn die Ratte genug Informationen
gesammelt und sich an die neue Umgebung gewdhnt hat (Habituation). Im
Tierversuch wird die Lokomotion in der Regel in einer Aktivitdtsbox mit Hilfe von

Lichtschranken gemessen.
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Die lokomotorische Aktivitat wird Uber einen komplexen Schaltkreis reguliert, an
dem die Basalganglien sowie limbische und motorische Strukturen beteiligt sind
(Abb.12). Die Interaktionen zwischen dem cortico-limbischen und motorischen System
finden vor allem auf Ebene des dorsalen (Caudate putamen [CPu]) und ventralen
Striatums (NAC) statt, die dopaminerge Projektionen aus der VTA und glutamaterge
Projektionen aus cortico-limbischen Regionen (z.B. aus der Amygdala, dem HIPP,
dem EC und dem PFC) erhalten und die wichtigsten Eingangsstrukturen der
Basalganglien darstellen. Der NAC projiziert hauptsachlich zum VP, das einerseits
direkt und andererseits Uber den pedunculopontinen tegmentalen Kern (PPTg) die
Aktivitdt des Thalamus beeinflusst. Der Thalamus projiziert dann seinerseits zu
motorischen Arealen des Cortex. Vom PPTgQ ziehen zusatzlich Projektionen, die an
der Induktion einer motorischen Antwort beteiligt sind, Uber die mediale medullare
Formatio reticularis des Hirnstamms ins Rickenmark [SKINNER & GARCIA-RILL, 1993].

Der CPu-Komplex projiziert hingegen GABAerg Uber zwei miteinander
interagierende Bahnen zur Substantia nigra pars reticulata (SNr) und dem Globus
pallidus internus (GPi=Nucleus entopeduncularis bei Nagern), die die
Ausgangsstrukturen der Basalganglien darstellen. Dabei inhibiert die direkte
striato-nigrale Bahn monosynaptisch GABAerge Neurone im GPi oder der SNr und
bewirkt nachfolgend eine Enthemmung des Thalamus. Die indirekte striato-pallidale
Bahn reguliert die thalamische Aktivitat Uber eine polysynaptische Verschaltung.
Dabei verlauft zunachst eine inhibitorische Projektion vom NAC zum Globus pallidus
externus (GPe). Dadurch wird die GABAerge Hemmung pallidaler Neurone auf den
Nucleus subthalamicus (STN) reduziert, der dann tber glutamaterge Projektionen eine
exzitatorische Wirkung auf den GPi und die SNr ausubt. Folge ist eine verstarkte
Hemmung des Thalamus. Die indirekte Bahn reduziert somit die exzitatorische
Wirkung des Thalamus auf verschiedene, fir die Motorik verantwortliche Cortexareale,
wahrend die direkte Bahn diese verstarkt. Dabei ist ein Gleichgewicht zwischen
diesen beiden Projektionsbahnen fir die Bewegungskoordinierung von Bedeutung
[MINK, 1999].

Eine wichtige Bedeutung bei der Regulation der lokomotorischen Aktivitat kommt
dem DA-System zu. Es wird vermutet, dass ein Anstieg des striatalen DA zum
Uberwiegen des direkten striato-nigralen Projektionsweges fiihrt, wodurch der GPi und
die SNr verstarkt gehemmt werden. Folge ist eine Disinhibition des Thalamus, die mit
einer verstarkten Aktivitat thalamo-corticaler Neurone verbunden ist [WICHMANN &
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DELONG, 1996]. Eine Hyperlokomotion kann zum einen durch einen Anstieg der
DA-Freisetzung oder eine Aktivierung der DA-Rezeptoren im Striatum mittels Injektion
von DA-Rezeptor-Agonisten [PIUNENBURG ET AL., 1976; WEINER ET AL., 1996], zum
anderen aber auch Uber eine Unterbrechung der limbischen glutamatergen Bahnen,
z.B. durch Injektion von NMDA-Rezeptor-Antagonisten oder durch L&sionen
limbischer Strukturen, induziert werden [MOGENSON ET AL., 1993].

Es wird angenommen, dass das mesolimbische System innere motivationale und
auBere sensorische Reize Uber den NAC zu zielgerichtetem motorischen Verhalten
verarbeitet, wahrend das nigrostriatale System Uber das dorsale Striatum die
Bewegungsausfihrung reguliert. Der NAC stellt somit eine Zwischenstation (interface)
zwischen den Strukturen dar, die flir die Umwandlung motivierender Reize in
zielgerichtetes motorisches Verhalten zustandig sind [MOGENSON ET AL., 1993;
RoBBINS & EVERITT, 1996].

Eine dopaminerge Hyperaktivitdt spielt eine wichtige Rolle bei zahlreichen
psychischen Erkrankungen. Da dem dopaminergen System ebenfalls eine zentrale
Bedeutung bei der Regulation der lokomotorischen Aktivitat zukommt, kénnen in
diesem Verhaltenstest Aspekte der DA-Hypothese der Schizophrenie nachgebildet
werden (Konstrukt-Validitat), obwohl Hypoaktivitat kein prominentes Symptom der
Schizophrenie ist und deshalb nur bedingte Abbild-Validitat besteht. Die durch eine
dopaminerge Hyperaktivitat ausgeléste Lokomotion kann jedoch durch Klinisch
wirksame Antipsychotika reduziert werden. Aufgrund dieser pradiktiven Validitat ist die
Messung der lokomotorischen Aktivitdt bei der Ratte ein geeignetes Modell zur
Uberpriifung der Wirksamkeit antidopaminerger Substanzen.
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Abb.12: Schematische Darstellung der cortico-limbisch-striato-pallido-thalamo-corticalen
feedback-Schleife, die an der Regulation der lokomotorischen Aktivitat beteiligt ist. Erklarung
siehe Text.

Abklrzungen: Amyg — Amygdala; CPu — Caudate putamen; DA — Dopamin; EC — entorhinaler
Cortex; GABA — y-Aminobuttersaure; Glu — Glutamat; GPe — Globus pallidus externus;
GPi — Globus pallidus internus; HIPP — Hippocampus; MED - mediale medullare Formatio
reticularis; NAC — Nucleus accumbens; PFC — préfrontaler Cortex; PPTg — pedunculopontiner
tegmentaler Kern; SNr — Substantia nigra pars reticulata; STN — Nucleus subthalamicus;
VP — ventrales Pallidum; VTA — ventrales tegmentales Areal.



Einleitung 43

1.4.5 Prapulsinhibition der akustisch ausgeldsten Schreckreaktion

Die akustisch ausgeléste Schreckreaktion (ASR) ist eine natlrliche Abwehr- und
Schutzreaktion auf plétzlich auftretende, intensive, akustische Reize. Sie ist
charakterisiert durch ein stereotypes Muster bestehend aus Kontraktionen der
Gesichts- und Skelettmuskulatur und kann bei Mensch und Ratten durch identische
Reizparameter ausgeldést werden. Die Messung erfolgt beim Menschen
elektromyographisch Uber den Musculus orbicularis oculi, also tber den Lidschlag,
und bei der Ratte in der Regel als Ganzkérperreaktion mit Hilfe einer
bewegungssensitiven Plattform. Die ASR wird Uber eine oligosynaptische Bahn auf
Hirnstammniveau vermittelt. Eine zentrale Rolle spielt dabei der Nucleus reticularis
pontis caudalis (PnC), der auch als ,sensomotorisches Interface” betrachtet wird. Der
akustische Reiz wird von Neuronen des vestibulo-cochledren Ganglions (cochlear
root) Uber glutamaterge Bahnen auf Riesenneurone des PnC Ubertragen. Von dort
erfolgt dann die Projektion auf spinale und craniale Motoneurone, die fir die
motorische Antwort zustandig sind [KOCH & SCHNITZLER, 1997; KoOCH, 1999;
YEOMANS & FRANKLAND, 1996].

Die ASR kann durch einen Prapuls gehemmt werden, der 30 — 500 ms vor dem
Schreckreiz prasentiert wird und selbst keine Schreckreaktion hervorruft (Abb.13).
Dieses Phanomen wird als PPI bezeichnet und ist sowohl beim Menschen als auch
bei der Ratte ein operationales MaB flir die sensorimotorische
Reaktionsunterdriickung [KOCH & SCHNITZLER, 1997; KOCH, 1999; SWERDLOW ET AL.,
2001a). Dabei aktiviert der Prapuls vermutlich eine neuronale Hemmschleife, die eine
Verarbeitung  nachfolgender, md&glicherweise  konkurrierender  sensorischer,
motorischer und kognitiver Sinneseingange unterdriickt und dadurch die ungestérte
Verarbeitung des Prapulses gewahrleistet sowie Interferenzen von Verhaltensablaufen
verhindert [KOCH & SCHNITZLER, 1997]. Dieser Mechanismus schitzt somit die
Verarbeitung des initialen Stimulus, dient der Filterung von Informationen und
verhindert dadurch sensorische Uberflutung und kognitive Fragmentierung, die bei
zahlreichen psychiatrischen Erkrankungen auftritt [GEYER ET AL., 2001; KOCH & FENDT,
2003; VAN DEN BUUSE ET AL., 2003].
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Abb.13: Schema zur Prapulsinhibition (PPI) der akustisch ausgeldsten Schreckreaktion (ASR).
Ein Prapuls, der selbst keine Schreckreaktion auslést, hemmt die ASR, wenn er 30 — 500 ms
vor dem Reiz présentiert wird (A). Bei einer Reduktion der PPI besitzt der Préapuls keinen
Effekt auf die Reaktionsamplitude (B) [abgeandert aus KOCH & SCHNITZLER, 1997].

In neuroanatomischen und elektrophysiologischen Studien wurde ein cortico-limbisch-
striato-pallido-pontiner Schaltkreis ermittelt, der vermutlich firr die Regulation der PPI
verantwortlich ist. Der akustische Prapuls aktiviert die aufsteigende Hoérbahn auf
Mittelhirnniveau. Dabei wird der Reiz Uber den Colliculus inferior und den Colliculus
superior zum PPTg geleitet [FENDT ET AL., 2001]. Von dort aus verlauft eine
inhibitorische  cholinerge  Projektion zum PnC (Abb.14 Mitte), Uber die
PnC-Riesenneurone der primaren Schreckbahn gehemmt werden (Abb.14 linke Seite)
[CARLSON & WiLLOTT, 1998]. Folge ist eine Abschwachung der Verarbeitung des
nachfolgenden Schreckreizes. Dieser Kreislauf kann durch das cortico-limbisch-
striatale System beeinflusst werden. Der NAC spielt dabei eine wichtige Rolle als
Zwischenstation fir die Interaktion corticaler und limbischer Regionen mit dem PPTqg.
Der NAC erhalt glutamaterge Afferenzen vom septohippocampalen System, der
Amygdala und dem PFC sowie dopaminerge Afferenzen von der VTA. Uber direkte
und indirekte (Ober das VP) GABAerge Projektionen zum PPTg beeinflusst der NAC
die Hemmung der primaren Schreckbahn (Abb.14 rechte Seite) [KOCH & SCHNITZLER,
1997; KocH, 1999].

Ein PPI-Defizit kann im Tierversuch durch Stimulation der D»-Rezeptoren im NAC
und im medialen Striatum (z.B. durch Amphetamin oder APQO), Blockade
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nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptoren (z.B. durch PCP oder Dizocilpin), Blockade der
5-HT.-Rezeptoren, Stimulation der 5-HT-Rezeptoren, Stimulation von o4-adrenergen
Rezeptoren (Cirazoline), und in utero Applikation des Mitose-Inhibitors MAM
induziert werden [GEYER ET AL., 2001; KOocH, 1999; SWERDLOW ET AL., 1990]. Auch
nicht-pharmakologische Eingriffe wie zum Beispiel prapubertare soziale lIsolation
(social isolation) [GREENE ET AL., 2002], Trennung von der Mutter fir 24 Stunden
(maternal separation) [ELLENBROEK ET AL., 1998; VAN DEN BUUSE ET AL., 2003] oder
Stdérung neuronaler Kreislaufe durch Lasionen des HIPP [LiPSKA ET AL., 1995], NAC
[WAN & SWERDLOW, 1993] oder PPTg [KOCH ET AL., 1993; SWERDLOW & GEYER, 1993]
kénnen ein PPI-Defizit hervorrufen. Die experimentell induzierten Defizite kdénnen
ebenso wie die Defizite bei Schizophrenen durch atypische (Clozapin, Olanzapin,
Risperidon) und typische (Haloperidol) Antipsychotika reduziert werden [BAKSHI ET AL.,
1994; GEYER ET AL., 2001; KOCH & BUBSER, 1994].

Die Tatsache, dass viele der pharmakologischen Manipulationen der PPI bei
Versuchstieren auf den Menschen Ubertragbar scheinen, lasst vermuten, dass eine
Homologie der Hirnstrukturen, die die PPl vermitteln und modulieren, besteht
(Konstrukt-Validitat). Die Fahigkeit der Antipsychotika ein PPI-Defizit zu normalisieren,
korreliert mit der klinischen Wirksamkeit dieser Substanzen beim Menschen, sowie mit
ihrer D>-Rezeptor-Affinitat [SWERDLOW ET AL., 1994]. Mit diesem Modell lasst sich also
die antipsychotische Wirksamkeit einer Substanz mit relativ guter Verlasslichkeit
profen (pradiktive Validitat). Zusatzlich rufen fast identische Reizparameter bei
Mensch und Tier vergleichbare Reaktionen hervor (Abbild-Validitat).

Da viele neuropsychiatrische Erkrankungen mit einem PPI-Defizit verbunden sind,
stellt die Messung der PPI sowie die Studie der Mechanismen, die der PP| zugrunde
liegen, ein gutes Tiermodell mit Konstrukt-, Abbild- und pradiktiver Validitat zur
Erforschung der neuronalen Basis neuropsychiatrischer Erkrankungen dar
[KocH & FENDT, 2003].
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Abb.14: Neuronaler Schaltkreis der primaren Schreckbahn (ASR), der Prapulsinhibition (PPI)
durch einen auditorischen Prapuls sowie der Reduktion der Prépulsinhibition. Erklérung siehe
Text.

Abklrzungen: ACh - Acetylcholin; DA - Dopamin; GABA - y-Aminobuttersaure;
Glu — Glutamat; HIPP — Hippocampus; PFC — préafrontaler Cortex; PnC — Nucleus reticularis
pontis caudalis; PPTg — pedunculopontiner tegmentaler Kern; VTA — ventrales tegmentales
Areal; (+) — erregend; (-) — hemmend.

1.5 Ziel der Arbeit

Die Entwicklung geeigneter Tiermodelle fir psychische Erkrankungen, wie z.B. die
Schizophrenie, ist von groBer Bedeutung fir die weitere Klarung der
pathophysiologischen Mechanismen. Ein Problem stellt jedoch die Komplexitat der
Symptome dar. AuBerdem kdnnen typisch menschliche Eigenschaften im Tiermodell
nicht oder nur schwer nachgebildet werden, so dass eine Reproduktion dieser
Erkrankungen in ihrer Gesamtheit nicht méglich ist. Einen Ansatzpunkt bietet hier die
Strategie, gezielt einzelne Aspekte der Symptomatik auszuwéhlen, die

Endophanotypen darstellen. Kognitive Defizite, wie z.B. Stérungen des WM und der
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Verhaltensflexibilitdt, Antriebslosigkeit und Aufmerksamkeitsdefizite stellen die
Grundlage fir die Positiv- und Negativsymptomatik der Schizophrenie dar und kénnen
gut im Tiermodell nachgebildet werden [VORUGANTI ET AL., 1997].

In den letzten Jahren hat sich das Interesse immer mehr den
entwicklungsbedingten Aspekten psychischer Erkrankungen zugewandt, da eine
Vielzahl neuropsychiatrischer Stérungen vermutlich auf einer Fehlentwicklung
cortico-limbischer Hirnregionen beruht [WEINBERGER, 1995]. Bei verschiedenen
neurologischen und psychiatrischen Stérungen sind anatomische Verédnderungen des
EC mit kognitiven Defiziten verbunden [BRAAK & BRAAK, 1992; HYMAN & GOMEZ-ISLA,
1996; KORDOWER ET AL., 2001]. Der EC besitzt zudem zahlreiche Verbindungen zum
HIPP und zu verschiedenen anderen subcorticalen Bereichen [WITTER ET AL., 1989].
Deshalb wird eine Unterbrechung der Entwicklung des EC durch neonatale Lasionen
vermutlich Reifungsprozesse der Kreislaufe, an denen der EC beteiligt ist,
beeinflussen und dadurch Dysfunktionen im gesamten Netzwerk hervorrufen.

Ziel dieser Arbeit war deshalb, den EC durch eine selektive intracerebrale Injektion
des NMDA-Rezeptor-Agonisten Ibotenat an PND 7 zu I&sionieren. Dieses
Entwicklungsstadium entspricht in etwa dem zweiten Trimester der Schwangerschaft
beim Menschen [FINLAY, 2001] und stellt deshalb eine besonders vulnerable Periode
dar, in der Lasionen zur Entstehung von Verhaltensstérungen beitragen kdnnen. Als
Folge der neonatalen L&sion wird eine Stérung der Entwicklung glutamaterger
Projektionen zum HIPP sowie zu weiteren subcorticalen Strukturen (z.B. Amygdala,
NAC) erwartet. Aufgrund der starken Projektionen zum HIPP sind Defizite beim
raumlichen Lernen, insbesondere des WM und der Verhaltensflexibilitdt zu erwarten,
wahrend hingegen die Unterbrechung der Projektionen zum Striatum einen Einfluss
auf die Ilokomotorische Aktivitat, die Motivation und die sensorimotorische
Informationsverarbeitung haben kann. Daher sollten in der vorliegenden Studie die
Effekte der neonatalen EC-L&sion auf kognitive, motivationale, lokomotorische sowie
sensorimotorische Leistungen adulter Ratten in verschiedenen Verhaltens-
paradigmen untersucht werden.

Zahlreiche psychotische und kognitive Symptome werden durch eine dopaminerge
Hyperfunktion sowie eine glutamaterge Hypofunktion erklart. In der vorliegenden
Arbeit wurden daher die Effekte einer akuten Behandlung mit dem DA-Rezeptor-
Agonisten APO auf die lokomotorische Aktivitdt und die sensorimotorische
Informationsverarbeitung gemessen. Dabei sollte untersucht werden, ob durch die
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Fehlentwicklung des EC eine Hypersensitivitdt gegenlber den Verhaltenseffekten von
APO induziert wurde. Zusatzlich besteht die Mdglichkeit, dass durch die Lé&sion
Veranderungen des DA-Systems auftreten, die zunachst nicht direkt zu
Verhaltensdefiziten fihren. Aus diesem Grund sollte Uberprift werden, ob diese
maskierten Effekte durch die Behandlung mit dem DA-Rezeptor-Agonisten APO
aufgedeckt werden kénnen. In einem weiteren Ansatz wurden die Effekte einer
chronischen Behandlung mit dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten Dizocilpin auf die
Verhaltensflexibilitat, die lokomotorische Aktivitdt und die sensorimotorische
Informationsverarbeitung gemessen. Dabei wurde geprift, ob durch die neonatale
Lasion des EC die nach einer chronischen hochdosierten Dizocilpin-Behandlung
auftretenden Verhaltenseffekte potenziert werden. Da in verschiedenen Studien
gezeigt wurde, dass eine wiederholte Applikation von Dizocilpin eine Sensitivierung
der Effekte dieser Substanz induzieren kann [JENTSCH & ROTH, 1999], wurde
zusatzlich die Auswirkung einer akuten niedrigdosierten Dizocilpin-Behandlung auf die
sensorimotorische Informationsverarbeitung gemessen.

Nach einer entwicklungsbedingten Stérung vor allem limbischer Regionen kénnen
strukturelle Veranderungen in den Zielregionen der jeweiligen Struktur erwartet
werden. Myelin spielt eine wichtige Rolle flr die Stabilisierung der entorhinalen-
hippocampalen Projektionen wahrend der spaten Entwicklung [SAVASKAN ET AL.,
1999]. Die Expression des calcium-bindenden Proteins PV findet im HIPP ebenfalls in
der frilhen postnatalen Periode statt [SOLBACH & CELIO, 1991]. Neonatale Lasionen
des EC kbénnen diese Entwicklung vermutlich Gber die Stérung der Verbindungen zum
HIPP unterbrechen und dadurch die inhibitorische GABAerge Regulation im HIPP
beeinflussen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie abschlieBend
untersucht, ob eine experimentell induzierte Entwicklungsstérung des EC einen
Einfluss auf die Myelinisierung sowie die Expression GABAerger Interneurone in
prominenten Gebieten des limbischen Systems (HIPP, Amygdala) besitzt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tiere

Fir die Versuche wurden insgesamt 86 mannliche Ratten verwendet. Hierbei handelte
es sich um die Nachkommen der Verpaarung von Elterntieren des Stammes Wistar
Hannover (Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland) am hiesigen Institut. Die
Verpaarung der Elterntiere erfolgte jeweils in einem Standard-Makrolon®-Kéfig
(Typ-1V, tecniplast, HohenpeiBenberg, Deutschland), in dem sich ein Holzhaus als
Versteckmdglichkeit befand. Drei Wochen nach der Verpaarung wurde das Mannchen
aus dem Kaéfig entfernt und einzeln in einem Standard-Makrolon®-Kafig Typ-IlI
gehalten. Wurfdatum war das jeweilige Tagesdatum bis 17:00 Uhr. Erfolgte die Geburt
nach 17:00 Uhr, wurde sie auf den nachsten Tag datiert. Der Tag der Geburt wurde
als PND 0 definiert. Direkt nach der Geburt fand eine Reduktion der Anzahl der
Jungtiere pro Wurf auf acht statt. Waren weniger als acht ménnliche Jungtiere
vorhanden, so wurde die Wurfgr6Be mit weiblichen Tieren aufgefiillt. An PND 21
wurden die mannlichen Jungtiere von ihren Muttern getrennt und in Gruppen von vier
bis sieben Tieren in Standard-Makrolon®-Ké&figen (Typ-1V) in einem separaten
Haltungsraum, in dem sich keine weiblichen Ratten befanden, gehalten.

Sowohl die Zucht- als auch die Versuchstiere wurden in klimatisierten R&dumen
(22 = 1°C) gehalten. Ein Lichtprogramm regelte den Hell-Dunkel-Zyklus in
12-Stunden-Intervallen (Licht von 7:00 — 19:00 Uhr). Die Futterung der Zuchttiere
erfolgte ad libitum (nohrlin 10Z10, Nohrlin GmbH, Bad Salzuflen, Deutschland).
Jungtiere wurden nach dem Absetzen von ihren Mattern weiterhin ad libitum geflttert,
bis sie ein Kdérpergewicht von etwa 180 g erreicht hatten. Ab diesem Zeitpunkt erfolgte
eine restriktive Futterung (12 g Haltungsfutter/Tier/Tag; nohrlin 10H10, Nohrlin GmbH,
Bad Salzuflen, Deutschland), wodurch das Kérpergewicht wahrend der gesamten
Versuchsdauer auf ungefahr 85% des Gewichtes, welches die Tiere bei ad libitum
Fltterung erreichen, gehalten wurde. Alle Ratten hatten freien Zugang zu
Leitungswasser, welches sich in Makrolonflaschen befand. Die Kafige wurden bei den
Zuchttieren einmal wdéchentlich und bei den Versuchstieren zweimal wdchentlich
gereinigt.

Ab PND 21 wurden die Ratten bis zu Beginn der Verhaltensversuche an PND 70
taglich funf Minuten gehandelt und an Caseinpellets (Dustless Precision Pellets,
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BioServ, Frenchtown, USA), die in den Verhaltensversuchen als Belohnung eingesetzt
wurden, gewodhnt. Alle Verhaltensversuche erfolgten wéahrend der Lichtphase
zwischen 7:00 und 19:00 Uhr. Die operante Konditionierung (siehe 2.5) wurde
zwischen 13:00 und 19:00 Uhr, alle anderen Verhaltensversuche zwischen 7:00 und
13:00 Uhr durchgefihrt. Die Ratten wurden jeweils 30 min vor Versuchsbeginn in den
Versuchsraum gebracht, um eine Erholung von dem Transport und eine Gewéhnung
an den Versuchsraum zu gewahrleisten. Wahrend der Lichtphase spielte sowohl im
Haltungsraum als auch in den Versuchsrdumen leise ein Radio, wodurch ein
konstantes Hintergrundgerausch erzeugt wurde. Dadurch sollte eine Beeinflussung
der Ratten durch plétzlich auftretende externe auditorische Reize minimiert werden.

2.2 Neonatale Lasionen des entorhinalen Cortex

Bilaterale neonatale Lasionen des EC wurden an PND 7 durch eine intracerebrale
Injektion des  Glu-Rezeptor-Agonisten  Ibotenat  (Sigma-Aldrich,  Steinheim,

Deutschland) induziert.

2.2.1 Vorversuche

Zunachst wurden die Koordinaten fiir die Lage des EC bei neonatalen Ratten sowie
die Ibotenat-Konzentration, welche selektive Lé&sionen des EC induziert, in
Vorversuchen bestimmt.

In Anlehnung an Literaturdaten, die sich auf neonatale HIPP-Lasionen bezogen
[FLORES ET AL., 1996], wurden neonatale Lasionen des EC zunachst mit 1 ug in 0,2 ul
0,01 M phosphatgepufferter Saline (PBS) sowie mit 1,5 ug in 0,3 ul PBS induziert. Die
intracerebrale Injektion erfolgte in Anlehnung an den Hirnatlas von PAXINOS und
WATSON [1998] zunachst bei folgenden stereotaktischen Koordinaten: +2,0 mm
rostrocaudal (AP), £3,5 mm oder 4,0 mm lateral (L), 5 mm ventral (V) in Bezug zu
Lambda. Eine Auswertung der Lasionen zeigte bei beiden Konzentrationen jedoch nur
sehr kleine L&sionen, die zu weit rostral gelegen waren. In weiteren Versuchen wurde
deshalb eine hdhere Ibotenat-Konzentration eingesetzt (1,3 ug in 0,2 ul PBS) und die
rostrocaudalen Koordinaten auf +1,5 mm in Bezug zu Lambda geandert. Die gut
sichtbaren Lasionen befanden sich nun im dorsalen Bereich des EC, wobei jedoch

Teile des angrenzenden Subiculums sowie des VH betroffen waren, wahrend
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hingegen der ventrale Bereich des EC keine Lasion aufwies. Aus diesem Grund
wurden schlieBlich bei gleichbleibender Dosierung folgende Koordinaten in Bezug zu
Lambda eingesetzt: AP +1,5 mm, L4+3,5 mm, V 6,0 mm. Zusétzlich wurde die
Schnauze der Ratte wahrend der Operation so weit abgesenkt, dass sich Bregma
5 mm unter Lambda befand. Da der EC durch seine stark ventrocaudale Lage schwer
erreichbar ist, erméglichte die Schragstellung des Kopfes einen besseren Zugang zu
dieser Struktur. Zusatzlich verlief dadurch der Einstichkanal innerhalb des EC, so dass
eine Schadigung anderer Strukturen (VH, Subiculum) durch eventuell auftretende
Diffusion des Neurotoxins entlang des Einstichkanals minimiert werden konnte. Die
Auswertung der nun auftretenden L&sionen ergab eine im EC zentriert gelegene
Lasion. Angrenzende Regionen waren nur geringfligig beschadigt.

FUr die Herstellung der Injektionslésung wurden zunachst 5 mg Ibotenat in 470 pl
PBS gelést. Da der pH-Wert dieser Ldésung unter finf und damit unter dem
physiologischen pH von sieben lag, wurden etwa 25 pul 1 M NaOH hinzugeflgt.
AnschlieBend wurde das Volumen mit PBS (pH 7,4) auf 500 ul aufgeflllt. Die so
hergestellte Stammlésung besaB eine Konzentration von 10 ug/ul und wurde in 10 pl
Aliquoten bei —20°C aufbewahrt. Um flr die intracerebrale Injektion eine Konzentration
von 1,3 ug Ibotenat in 0,2 ul PBS zu erhalten, wurde jeweils ein Aliquot aufgetaut und
mit 5 ul PBS verdinnt.

2.2.2 Stereotaktische Lasion

Vor der Operation wurden die Ratten randomisiert in eine Lasions- (Ibotenat-Injektion;
n=34), Scheinlasions- (Sham; Vehikel-Injektion; n=26) oder Kontrollgruppe
(unoperiert; n=26) eingeteilt. Tiere der Lasions- und Scheinldsionsgruppe wurden
durch Hypothermie anasthesiert. Daflr wurden sie zundchst in ein feuchtes Tuch
gewickelt und dann fir 15 — 20 Minuten in Eis gelegt. AnschlieBend wurden die Ratten
in einem mit Ohrkranzen und einer Schnauzenklemme an neonatale Ratten
angepassten Stereotakten (TSE, Bad Homburg, Deutschland) fixiert. Die
Schnauzenklemme wurde hierbei soweit abgesenkt, dass Bregma 5 mm unterhalb
von Lambda lag. Bregma bezeichnet den rostralen und Lambda den caudalen
Kreuzungspunkt der Schadelknochennédhte. Es folgte eine Inzision der Kopfhaut um
die Schadeldecke freizulegen. Da die Schadeldecke bei neonatalen Ratten noch nicht

vollstéandig verkndchert ist, konnte diese mit der Kantle (Durchmesser: 0,63 mm) einer
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Mikroliterspritze (1BR-5, 1 pl, SGE GmbH, Darmstadt, Deutschland), durchstochen
werden. Die Kantle wurde in den EC abgesenkt und Ibotenat (1,3 ug in 0,2 ul PBS;
Lasionsgruppe) oder PBS (0,2 ul; Sham-Gruppe) wurde bilateral injiziert (AP +1,5;
L £3,5; V 6,0). Dafir wurde die Spitze der Kanlle zunachst eine Minute an der
Injektionsstelle belassen. Dann wurde Ibotenat oder PBS Uber einen Zeitraum von drei
Minuten appliziert (0,07 pl/min). AnschlieBend verblieb die Injektionskanile weitere
finf Minuten an der Injektionsstelle, um eine Diffusion in das umgebende Gewebe zu
ermoglichen und ein ZurlckflieBen des Neurotoxins entlang des Einstichkanals zu
minimieren. AbschlieBend wurde der Hautschnitt mit Einkomponenten-Klebstoff
(SICOMET 85, Sichel-Werke GmbH, Hannover, Deutschland) verschlossen und die
Ratten erhielten eine kodierte Ohrmarkierung, so dass alle Verhaltensversuche blind
gegentber der Behandlung der Ratten durchgefihrt werden konnten. Die Ratten
wurden auf eine elektrische Warmeplatte (Typ SP12, MEDAX Nagel KG, Kiel,
Deutschland) gelegt bis sie aufgewadrmt waren und wieder ein normales

Bewegungsmuster zeigten. Dann wurden sie zu ihren Mittern zurtickgebracht.

2.3 Lernverhalten im 8-Arm Radial Maze

2.3.1 Aufbau des 8-Arm Radial Maze

Das raumliche Lernverhalten adulter Ratten wurde in einem 8-Arm Radial Maze (TSE,
Bad Homburg, Deutschland) analysiert, welches aus hellgrauem Polyvinylchlorid
(PVC) bestand. Es besalB eine octagonale zentrale Plattform mit einem Durchmesser
von 48 cm und acht davon ausgehenden Armen (42,5 cm lang; 14,5 cm breit), die von
grauen Seitenwanden (22,5 cm hoch) umgeben waren (Abb.15). Die Arme befanden
sich in einem 45°Winkel zueinander. Die Arme und die zentrale Plattform wurden
wahrend der Versuche mit Platten aus transparentem Plexiglas abgedeckt. Am Ende
jedes Armes befand sich ein Futterschalchen (2,5 cm hoch x 4 cm Durchmesser), in
das mit Hilfe eines automatischen Futterspenders als Belohnung ein 45 mg
Caseinpellet gelegt werden konnte, das fiir die Ratten wahrend der Versuche nicht
sichtbar war. Jeder Arm konnte durch eine undurchsichtige, elektrische Falltir von der
Zentralplattform abgetrennt werden, so dass die Ratten flir einen bestimmten Zeitraum
in den Armen oder auf der zentralen Plattform festgehalten werden konnten. Die
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Versuche wurden mit einer Video Kamera (ViewCam VC 1026A, Conrad Electronic,
Hirschau, Deutschland), die sich 2 m Uber dem Zentrum des Maze befand, auf einen
sich auBerhalb des Versuchsraumes befindenden Fernsehmonitor (Supercolor,
Grundig) Ubertragen. Der Experimentator konnte so direkt nach dem Einsetzen der
Ratte in das Maze den Raum verlassen, so dass das Tier vollig ungestort alleine im
Versuchsraum war. In dem Versuchsraum befanden sich verschiedene visuelle

Landmarken (Tur, Schrankchen, ungleichm&Bige Beschaffenheit der Wand) und es

herrschten konstante Lichtverhaltnisse.

Abb.15: Abgebildet ist das 8-Arm Radial
Maze, mit welchem Versuche zum
raumlichen Lernen durchgefiihrt wurden.
Erklarung siehe Text.

2.3.2 Eingewohnung

Zur Eingewdhnung wurden die Ratten drei Tage vor Beginn des Trainings in Gruppen
von vier bis sieben Tieren in das Zentrum des Maze gesetzt. Die Ratten durften das
Maze zehn Minuten lang frei explorieren. Dabei wurden Caseinpellets in allen Armen,
auf der zentralen Plattform sowie in den Futterschélchen des Maze verteilt. Wenn alle
Pellets eingesammelt waren, wurden die Futterschélchen am Ende der Arme bis zum
Ende der Eingewbhnungsphase immer wieder aufgeflllt, damit die Ratten lernen
konnten, dass Belohnungen nur in den dafir vorgesehenen Futterschéalchen
vorhanden sind. Zusatzlich wurden die Fallttiren mehrfach geschlossen und geéffnet,
um die Ratten an die Bewegung der Tiren und an das Gerausch des Motors zu
gewdhnen.
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2.3.3 Belohnte Alternation

Bei der belohnten Alternation handelt es sich um eine Standardaufgabe zur Messung
des WM (ein Konstrukt zur Erklarung der Fahigkeit, Informationen tber einen kurzen
Zeitraum zu speichern). Dabei wurde zunachst jeder der acht Arme des Maze mit
jeweils einem Caseinpellet belohnt. Zu Beginn des Versuchs waren alle Falltiren
geschlossen. Jede Ratte wurde mit zufalliger Orientierung in das Zentrum des Maze
gesetzt. Mit dem gleichzeitigen Offnen aller Tiiren begann die Aufzeichnung der
Versuchsparameter. Das Experiment war beendet, wenn die Ratte alle acht Pellets
gefunden hatte oder zehn Minuten vergangen waren. Als Armeintritt wurde gewertet,
wenn das Tier mit allen vier Beinen den Arm betreten hatte. Zun&achst wurden die
Ratten zehn Tage lang bei einem Lauf pro Tag trainiert. AnschlieBend wurde eine
Verzégerung von 30 sec zwischen den Armeintritten eingefiihrt, um die Anforderung
an das WM zu erhéhen. Wahrend der Verzégerung wurden die Ratten durch
SchlieBen der Falltliren in dem zuletzt besuchten Arm festgehalten, egal ob es sich
um einen noch belohnten oder um einen bereits zuvor besuchten Arm handelte. Die

Leistung der Tiere wurde weitere zehn Tage (ein Lauf pro Tag) gemessen.

Folgende Parameter wurden aufgezeichnet:

(1) Anzahl der Arbeitsgedachtnisfehler (Wiedereintritt in einen bereits zuvor besuchten
Arm; WME)

(2) Anzahl der Perseverationsfehler (mehrfacher Eintritt in einen bereits zuvor
besuchten Arm; PE)

3) Anzahl der Gesamtfehler ( WME + PE)

4) Dauer bis zum Auffinden des letzten Pellets (maximal 600 sec)

5)

)

6) Prozentuale Haufigkeit gelaufener Winkel zwischen aufeinanderfolgenden

(
(
(5) Prozentuale Haufigkeit der Eintritte in die einzelnen Arme

(

Armbesuchen, um das Muster der Armbesuche und damit die Explorations-
strategie zu erfassen. Daflr wurden die Werte der 90° 135° und 180°-Winkel
zusammengefasst und mit denen der 45°-Winkel verglichen.

(7) Anzahl der Versuchstage, bis folgendes Lernkriterium erreicht wurde: mindestens
80% der Eintritte pro Tag ohne Fehler an mindestens drei aufeinanderfolgenden
Tagen oder mindestens 60% Eintritte pro Tag ohne Fehler an mindestens finf
aufeinanderfolgenden Tagen
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Das Maze wurde nach jedem Tier mit einem milden Desinfektionsmittel gereinigt.

2.3.4 Egozentrisches Lernen

Egozentrisches Lernen erfordert die Orientierung im Raum in Bezug auf den eigenen
Kérper. Bei dieser Aufgabe wurde stets der Arm, der 45° rechts des Startarmes lag,
belohnt (Abb.16). Der Start- und damit auch der Zielarm wechselten zufallig von Lauf
zu Lauf, so dass die Tiere keine allozentrische Strategie (Orientierung mit Hilfe distaler
Landmarken) zur Lésung der Aufgabe anwenden konnten. Zu Beginn eines Laufes
waren alle Falltiren geschlossen. Jede Ratte wurde in den zufallig ausgewahlten
Startarm gesetzt. Mit dem gleichzeitigen Offnen aller Tiiren begann die Aufzeichnung
der Versuchsparameter. Der Lauf war beendet, wenn die Ratte den korrekten Zielarm
erreicht und das Pellet konsumiert hatte. Nach jedem Lauf wurde die Ratte in den
nachsten zuféllig ausgewahlten Startarm gesetzt und durch SchlieBen der Falltiren fir
30 sec in dem Arm festgehalten. Der flr den nachsten Lauf relevante Zielarm wurde
mit einem Caseinpellet belohnt. Das Experiment war beendet, wenn die Ratte zehn
Laufe absolviert hatte oder 30 min vergangen waren. Jede Ratte wurde in zehn
Laufen pro Tag an 20 Tagen getestet.

Folgende Parameter wurden aufgezeichnet:

(1) Anzahl der Langzeitgedachtnisfehler (erster Eintritt in einen bei dieser Strategie
nicht belohnten Arm; RME)

(2) Anzahl der wiederholten Langzeitgedachtnisfehler (Wiedereintritt in einen bei
dieser Strategie nicht belohnten Arm; WRME)

(3) Anzahl der Perseverationsfehler (erster Eintritt in den Zielarm des vorherigen
Laufes; PE)

(4) Anzahl der wiederholten Perseverationsfehler (Wiedereintritt in den Zielarm des
vorherigen Laufes; WPE)

(5) Anzahl der Perseverationsfehler gesamt (PE + WPE)

(6) Anzahl der Arbeitsgedachtnisfehler gesamt (WRME + WPE)

(7) Zeit, die flr zehn Laufe benétigt wurde
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(8) Anzahl der Versuchstage, bis folgendes Lernkriterium erreicht wurde: mindestens
80% der zehn Laufe pro Tag ohne Fehler an mindestens drei aufeinander
folgenden Tagen oder mindestens 60% der zehn Laufe pro Tag ohne Fehler an

mindestens funf aufeinander folgenden Tagen.

Das Maze wurde nach jedem Tier, nicht jedoch zwischen den einzelnen Laufen pro

Tier, mit einem milden Desinfektionsmittel gereinigt.

O lels

O

Abb.16: Schematische Darstellung der egozentrischen Lernaufgabe. Bei diesem Test mussten
die Ratten ohne externe Orientierungshilfen in Relation zum eigenen Korper navigieren.
Wahrend der gesamten Versuche war stets derjenige Arm, der 45° rechts des Startarmes
gelegen war, belohnt. Sowohl der Start- als auch der Zielarm wechselten zuféllig von Lauf zu
Lauf.

2.3.5 Allozentrisches Lernen

Allozentrisches Lernen erfordert die Orientierung im Raum anhand distaler
Landmarken. Da durch die hohen Seitenwande des Radial Maze visuelle Reize, die
sich auBerhalb des Maze an der Wand befanden, fir die Ratten nicht sichtbar waren,
wurden zur Orientierung Landmarken am Ende von vier der acht Armen auf der Wand
des Maze befestigt (Abb.17). Bei diesem Experiment musste jeweils einer der durch
eine visuelle Landmarke markierten Zielarme von den Ubrigen sieben Armen aus
aufgefunden werden (Abb.18). Die Aufgabe fir die Tiere bestand darin, die rdumlichen

Relationen zwischen den Armen des Labyrinths und den visuellen Hinweisreizen aus
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der Umgebung zu erlernen und zu behalten, welcher Bereich des Maze in dem
vergangenen Lauf belohnt war.

Zu Beginn des Versuchs waren alle Falltiren geschlossen. Die Ratte wurde in den
Startarm gesetzt, der zufallig von Lauf zu Lauf gewechselt wurde. Der durch eine
Landmarke gekennzeichnete Zielarm blieb innerhalb eines Tages gleich, wurde
jedoch zufallig von Tag zu Tag gewechselt. Zunachst wurde an jedem Versuchstag
ein Orientierungslauf durchgefihrt, in dem die Ratte die Position des belohnten Armes
in Relation zu den Landmarken lernen sollte. AnschlieBend erfolgten zehn weitere
Laufe, in denen die Gedachtnisleistung der Ratte Uberprift wurde. Mit dem
gleichzeitigen Offnen aller Tiiren begann die Aufzeichnung der Versuchsparameter.
Der Lauf war beendet, wenn die Ratte den korrekten Zielarm erreicht und das Pellet
konsumiert hatte. Nach jedem Lauf wurde die Ratte in den nachsten zuféllig
ausgewahlten Startarm gesetzt und durch SchlieBen der Falltiiren fir 30 sec in dem
Arm festgehalten. Der Zielarm wurde mit einem Caseinpellet nachbelohnt. Das
Experiment war beendet, wenn die Ratte die zehn Laufe absolviert hatte oder 30 min
vergangen waren. Jede Ratte wurde in zehn Laufen pro Tag an 20 Tagen getestet.
Die aufgezeichneten Parameter waren dieselben wie bei der egozentrischen
Lernaufgabe (siehe 2.3.4). Im Unterschied zu der egozentrischen Lernaufgabe wurde
jedoch als PE ein Eintritt in den Zielarm des Vortages definiert und folglich ein WPE
als wiederholter Eintritt in den Zielarm des Vortages. Nach jedem Tier, nicht aber

zwischen den Laufen, wurde das Maze mit einem milden Desinfektionsmittel gereinigt.

O

O
OO

Arm 2 Arm 4 Arm 6 Arm 8

O

Abb.17: Abgebildet sind die Symbole, die am Ende des jeweils angegebenen Armes an der
Wand des 8-Arm Radial Maze angebracht waren. Diese Landmarken dienten wéhrend der
allozentrischen Lernaufgabe der Orientierung der Ratten in dem Maze.
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Abb.18: Schematische Darstellung der allozentrischen Lernaufgabe. Bei diesem Test waren
als Orientierungshilfe vier der acht Arme durch Landmarken gekennzeichnet, deren Position
wahrend der gesamten Versuche nicht verdndert wurde. Bei jedem Lauf eines Tages diente
derselbe markierte Arm als Zielarm, der Startarm dagegen wechselte zufallig von Lauf zu
Lauf.

2.4 Verhaltensflexibilitat im Cross Maze

2.4.1 Aufbau des Cross Maze

Das Cross Maze bestand aus vier Armen, die aus 1 cm dicken, schwarzen
Polyamidplatten hergestellt wurden (77 x 14 cm; Abb.19A). Sie waren in einer Héhe
von 80 cm Uber dem Boden Uber eine zentrale Plattform (14 x 14 cm) miteinander
verbunden und von einem 1,5 cm hohen Rand umgeben um ein Abrutschen und
Herunterfallen der Ratten zu erschweren. Jeder Arm besaB ein Futterschalchen aus
Metall (Durchmesser: 4 cm; Randhéhe: 1,5 cm), das in 4 cm Entfernung vom distalen
Ende des Armes angebracht war (Abb.19B). Das Futter war daher fir die Ratte nicht
sichtbar. Das Cross Maze war in einem Versuchsraum aufgestellt, in dem zahlreiche
externe visuelle Landmarken (Laboreinrichtung, graues Pappquadrat als Poster)

vorhanden waren.
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Futterschéalchen Seitenkante

Abb.19: Abgebildet ist das Cross Maze, mit welchem die Versuche zur Verhaltensflexibilitat
durchgefihrt wurden (A) sowie eine Nahaufnahme eines einzelnen Armes (B). Erklarung
siehe Text.

2.4.2 Eingewdéhnung

Die Eingewdhnung der Ratten im Cross Maze erfolgte wie bereits unter
2.3.2 beschrieben. Im Unterschied zum 8-Arm Radial Maze waren jedoch keine

elektrischen Falltiiren vorhanden.

2.4.3 Verhaltensflexibilitat

Bei den Versuchen im Cross Maze stand die Fahigkeit der Ratten zwischen einer
allozentrischen und egozentrischen Strategie zu wechseln (Verhaltensflexibilitat) im
Vordergrund. Um den Ratten das Erlernen der beiden Strategien zu erleichtern und
damit die Voraussetzung fir eine zeitlich praktikable Durchfihrung eines
Strategiewechsels zu schaffen, wurde in diesem Test die Methodik im Vergleich zu
den Versuchen im 8-Arm Radial Maze wie folgt abgeandert:

(1) Statt der acht Arme wurden nur vier Arme benutzt, wodurch die Anzahl der
maoglichen Zielarme reduziert wurde.

(2) Da die Arme nicht von einer Wand umgeben waren, waren externe Landmarken
besser sichtbar.

(3) Durch die angstauslésende Hohe des Maze wurden uniberlegte, zufallige Eintritte

reduziert.
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(4) Die Ratten wurden nach einem Fehleintritt zur Wiederholung des Laufes zuriick in
den Startarm gesetzt. Dies erleichterte den Ratten einen Zusammenhang
zwischen Start- und Zielarm zu herzustellen.

(5) Wéahrend bei der allozentrischen Aufgabe im 8-Arm Radial Maze der Zielarm
zufallsverteilt von Tag zu Tag wechselte, blieb er im Cross Maze wahrend der
gesamten Versuchszeit (Training und Tests) konstant.

(6) Zur Steigerung des Belohnungswertes und damit der Attraktivitdt des Zielarmes

erfolgte die Belohnung statt mit einem Pellet mit vier Pellets.

2.4.3.1 Allozentrisches Lernen

Alle Ratten wurden zunachst in einer allozentrischen Lernaufgabe darauf trainiert,
immer denselben Zielarm im Cross Maze aufzusuchen, egal aus welchem Arm sie
gestartet sind. Der Zielarm wurde fir jede Ratte zuféllig gewahlt und war jeweils mit
einem grauen Quadrat aus Pappe (42 x 42 cm), das sich an der Wand befand,
gekennzeichnet. FUr jede Ratte blieb der Zielarm wahrend der gesamten
Trainingsperiode konstant, die Lokalisation des Startarmes wechselte dagegen zufallig
von Lauf zu Lauf. Zu Beginn des Trainings wurden vier Pellets in die Futterschale des
Zielarmes gelegt. Die Ratte wurde in den Startarm gesetzt und durfte dann das Maze
explorieren. Wenn die Ratte den korrekten Zielarm aufgesucht hatte, durfte sie die
Pellets konsumieren und wurde dann fir den néchsten Lauf in den zufallig gewahlten
nachsten Startarm gesetzt. Gleichzeitig wurde der Zielarm wiederum mit vier Pellets
belohnt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Ratte nicht sehen konnte, welcher
Arm belohnt wurde. Nach einem Fehleintritt in einen nicht-belohnten Arm wurde die
Ratte zurlick in den Startarm gesetzt um den Lauf zu wiederholen. Dies wurde
solange wiederholt, bis die Ratte den korrekten Zielarm aufgesucht hatte. Der Versuch
war beendet, wenn die Ratte finf Laufe absolviert hatte oder wenn 30 min vergangen
waren. Jede Ratte wurde in finf Laufen pro Tag bis zum Erreichen des folgenden
Lernkriteriums traininert: mindestens 80% der Laufe/Tag fehlerfrei an drei
aufeinanderfolgenden Tagen oder mindestens 60% der Laufe/Tag fehlerfrei an finf
aufeinanderfolgenden Tagen. Als Armeintritt wurde gewertet, wenn die Ratte mit allen

vier Beinen die Mitte des Armes erreicht hatte.
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Folgende Parameter wurden aufgezeichnet:

(1) Anzahl Langzeitgedachtnisfehler (erster Eintritt in einen unbelohnten Arm ohne PE
[siehe Punkt 3]; RME)

(2) Anzahl der wiederholten Langzeitgedachtnisfehler (Wiedereintritt in einen
unbelohnten Arm ohne PE; WRME)

(3) Anzahl der Perseverationsfehler (Anwenden der zuvor gelernten Strategie; PE)

(4) Anzahl der wiederholten Perseverationsfehler (wiederholtes Anwenden der zuvor
gelernten Strategie; WPE)

(5) Anzahl der Arbeitsgedachtnisfehler gesamt (WRME + WPE)

(6) Zeit, die fur finf Laufen bendtigt wurde

(7) Anzahl der Versuchstage bis zum Erreichen des Kriteriums

Das Maze wurde nach jedem Tier, nicht jedoch zwischen den einzelnen Laufen pro

Tier, mit einem milden Desinfektionsmittel gereinigt.

2.4.3.2 Egozentrisches Lernen

Nach Erreichen des Kriteriums in der allozentrischen Aufgabe wurden die Ratten in
einer egozentrischen Lernaufgabe wiederum bis zum Erreichen des hier festgesetzten
Kriteriums trainiert. Nachdem die Tiere zuvor darauf trainiert wurden, sich anhand
visueller Landmarken zu orientieren (allozentrische Strategie), sollte nun eine
Orientierung in Bezug auf den eigenen Korper stattfinden (egozentrische Strategie).
Die Ratten mussten also zur Lésung dieser neuen Aufgabe ihre Verhaltensstrategie
andern. Bei der egozentrischen Strategie wurde jeweils der 90°rechts vom Startarm
liegende Arm als korrekter Zielarm mit vier Caseinpellets belohnt. Der Start- und damit
auch der Zielarm wechselten zuféllig von Lauf zu Lauf. Ein Lauf begann jeweils mit
dem Einsetzen der Ratte in den Startarm und war beendet, wenn die Ratte den
korrekten Zielarm aufgesucht und die Pellets konsumiert hatte. Daraufhin wurde sie
fir den nachsten Lauf in den zuféllig ausgewahlten nachsten Startarm gesetzt.
Gleichzeitig wurde der daraus resultierende Zielarm wiederum mit vier Pellets belohnt.
Wenn die Ratte einen nicht-belohnten Arm aufsuchte, wurde sie zurlck in den
Startarm gesetzt um den Lauf zu wiederholen. Dies wurde solange wiederholt, bis die
Ratte den korrekten Zielarm aufgesucht hatte. Daraufhin wurde die Ratte in den
nachsten Startarm gesetzt und der entsprechende Zielarm wurde belohnt. Wie auch

wahrend des allozentrischen Trainings wurden finf Laufe pro Tag durchgefihrt und
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der Versuch war beendet, wenn alle finf L&ufe durchgeflhrt wurden oder 30 min
vergangen waren. Die aufgzeichneten Parameter waren dieselben wie bei der
allozentrischen Strategie (siehe 2.4.3.1).

Nach Erreichen des Kriteriums sollten die Ratten zur Uberpriifung der Fahigkeit
zwischen den gelernten Strategien zu wechseln zunachst wieder die zu Beginn
gelernte allozentrische Strategie anwenden und dann, nach Erreichen des
festgelegten Kriteriums, wieder in die egozentrische Strategie wechseln.

2.5 Motivation in einem progressive ratio Test der operanten
Konditionierung

2.5.1 Apparatur zur Messung des operanten Verhaltens

Fir die Durchfihrung des PR Tests wurden zwei Computer- lberwachte operante
Kammern (27,5 x 27,5 x 29 cm; Operant Behavior System, Version 1.73; TSE, Bad
Homburg, Deutschland) eingesetzt (Abb.20A). Die Wande jeder Kammer bestanden
aus hellgrauem PVC, der Boden war dunkelgrau und die Frontklappe bestand aus
durchsichtigem Plexiglas. Die Kammern waren mit je zwei Hebeln (3,5 x 2,0 cm)
ausgestattet, die sich in einem Abstand von 15 cm voneinander 5,5 cm Uber dem
Boden befanden. Zwoélf cm Uber jedem Hebel waren drei Lampchen (rot, grin, weil3)
angebracht, wobei das weiBe Lampchen bei einem korrekten Hebeldruck auf den
rechten Hebel aufleuchtete. Der linke Hebel war wahrend der Versuche inaktiviert.
Zwischen den beiden Hebeln befand sich eine Futterschale, in die bei einem korrekten
Hebeldruck mit Hilfe eines automatischen Futterspenders ein Caseinpellet
transportiert wurde. Vor der Futterschale war eine transparente Klappe (5,0 x 5,0 cm)
befestigt, welche die Ratte mit ihrer Nase aufstoBen musste, um an die Pellets zu
gelangen. Zusatzlich war ein Hauslicht vorhanden, welches jedoch wahrend der
Versuche ausgeschaltet war (Abb.20B).
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Abb.20: Abgebildet ist die fir die operante Konditionierung eingesetzte Kammer (A) sowie
eine Nahaufnahme der Innenausstattung (B). Erklarung siehe Text.

2.5.2 Progressive ratio Test

Vor Beginn des Trainings wurde jede Ratte flir 30 min an die operante Kammer sowie
das Gerausch des Futterspenders gewdhnt und darauf trainiert, die Klappe der
Futterschale aufzustoBen um ein Caseinpellet einzusammeln (shaping). Dazu wurden
zunachst mehrere Pellets in die Futterschale gelegt. Die Klappe wurde manuell
mehrfach gedéffnet und geschlossen, so dass die Ratte die Futterschale mit den
Pellets finden konnte. Gleichzeitig wurde der Futterspender aktiviert um eine
Assoziation zwischen den Pellets und dem Gerdusch des Futterspenders
herzustellen. Bereits nach kurzer Zeit waren alle Ratten in der Lage die Klappe
selbstandig zu 6ffnen. Ab dem folgenden Tag wurden die Ratten einmal taglich
drei Tage lang darauf trainiert, den rechten Hebel der Kammer zu driicken um ein
Pellet in einem continuous reinforcement (CRF) Modus (jeder Hebeldruck wird mit
einem Pellet belohnt) zu erhalten (Abb.21). Um die Attraktivitat des Hebels zu steigern
wurde dieser zunachst mit in Wasser aufgeldsten Caseinpellets bestrichen. AuBerdem
half der Experimentator zunéchst bei zu schwachem Druck der Ratte den Hebel
vollstandig herunterzudriicken, so dass der Futterspender aktiviert und ein Pellet in die
Futterschale abgegeben wurde. Dies wurde solange wiederholt bis die Ratte
selbstandig in der Lage war den Hebel zu dricken (in der Regel bereits innerhalb der
ersten Trainingseinheit). Jede Trainingseinheit umfasste 30 min und erfolgte flr jede
Ratte immer in derselben Box. Einen Tag nach der letzten Trainingseinheit wurde ein
PR Test durchgefiihrt (30 min). Die Anzahl der fir eine Belohnung erforderlichen
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Hebeldriicke wurde basierend auf der Formel 5.€%2"-5 alle 2 min kontinuierlich erhdht,
wobei n die jeweils aktuelle Phase des Tests darstellt [MOBINI ET AL., 2000]. Es ergibt
sich fur die instrumentelle Anforderung an die Ratte folgender exponentieller Verlauf:
1,2,4,6,9, 12, 15, 20, 25, 32 .... 32. Da die Software des ,Operant Behavior System*
nur zehn unterschiedliche Phasen abspeichern kann, blieb die Anforderung an die
Ratte in den Phasen 10 — 15 konstant.

Folgende Parameter wurden aufgezeichnet:

(1) Anzahl der Hebeldriicke wahrend der 30-minltigen Trainingsphase am letzten
Trainingstag

(2) Kumulative Hebeldruckrate wahrend des PR Tests in zwei-Minuten-Intervallen

(3) Zeitpunkt, an dem die Ratten den breakpoint erreichen. Der breakpoint wurde
definiert als die erste Phase in der die Anzahl der Hebeldriicke mindestens 50% im
Vergleich zu der vorherigen Phase abnimmt, ohne in der darauffolgenden Phase

erneut um mindestens 100% anzusteigen.

Tag 5
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 PR Test

; Training Training Training
shaping | crr-Modus [ cRF-Modus [—®| CRF-Modus [P 5.6°25

(1,2,4,6,9,12, ...)

Abb.21: Zeitlicher Verlauf des Trainings und des PR Tests

2.5.3 Futter-Praferenz Test

Etwa drei Wochen nach Abschluss des PR Tests wurde mit allen Tieren ein
Futter-Praferenz Test durchgeflhrt, um einen Lasionseffekt auf die Futter-Praferenz
auszuschlieBen. Die Ratten wurden einzeln in Standard-Makrolon®-Kafige (Typ-IIl)
gesetzt und hatten freien Zugang zu jeweils 20 g Caseinpellets und 20 g Zuchtfutter
(Energiegehalt jeweils 3,6 kcal/g). Die Menge der konsumierten Pellets und des

konsumierten Zuchtfutters wurde nach einer zehn-minutigen Testperiode gewogen.
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2.6 Lokomotorische Aktivitat in der Aktivitatsbox

2.6.1 Apparatur zur Messung der lokomotorischen Aktivitat

Die lokomotorische Aktivitat wurde in drei Photocell-Boxen (ActiMot, TSE, Bad
Homburg, Deutschland) gemessen, die aus durchsichtigem Plexiglas bestanden
(45 x 45 x 44 cm, Abb.22). Der Boden jeder Box bestand aus hellgrauem PVC.
Zwischen den Boxen befanden sich Pappwande, um einen Sichtkontakt zwischen den
Ratten und damit eine gegenseitige Beeinflussung der Tiere zu verhindern. Jede Box
war zur Messung der horizontalen Aktivitat mit einem Raster von 16 x 16 parallelen
photoelekirischen Lichtschranken ausgestattet, die in einem Abstand von 2,8 cm
voneinander 3 cm Uber dem Boden der Box angebracht waren. Zusatzlich waren
Lichtschranken entsprechend der GréBe der Tiere entweder 8 cm (an PND 35) oder
13 cm (an PND 56 und bei adulten Ratten) Gber dem Boden vorhanden, mit deren
Hilfe vertikale Aktivitat (Aufrichtverhalten) erfasst werden konnte. Unterbrechungen
der Lichtschranken wurden als Aktivitat Gber die Zeit registriert und in fanf-Minuten-
Intervallen von der zugehdrigen Software des Kontrollsystems (System-TSE ActiMot,

Version 05.08) aufgezeichnet.

Abb.22: Dargestellt ist eine der drei Photocell-
Boxen, mit deren Hilfe die lokomotorische
Aktivitdt gemessen wurde. Erkldrung siehe
Text.
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2.6.2 Lokomotorische Aktivitat

Zu Beginn der Messung wurde die Ratte in das Zentrum der Aktivitatsbox platziert. Die
Aktivitat wurde 35 min lang aufgezeichnet.

Folgende Parameter wurden ausgewertet:
(1) Gelaufene Distanz gesamt sowie in fiinf-Minuten-Blécken [m]
2) Aktivitat gesamt sowie in funf-Minuten-Blécken [min]

(2)
(3) Haufigkeit des Aufrichtens gesamt sowie in finf-Minuten-Blécken
(4) Zeit, die die Ratten in der Mitte der Box verbracht haben gesamt sowie in

funf-Minuten-Blécken [sec]

2.7 Sensorimotorische Informationsverarbeitung

2.7.1 Apparatur zur Messung der Prapulsinhibition der akustisch ausgeldsten
Schreckreaktion

Zur Messung der PPl der ASR wurde ein Startle Response System (TSE, Bad
Homburg, Deutschland) eingesetzt. Das System bestand aus zwei Startle-Boxen,
einer Steuereinheit und einem Computer mit Steuer- und Auswertungssoftware (TSE
Startle Response Software, Version 2.00 und 2.03). Jede Box bestand aus einer durch
Schaumstoff schallgeddmmten Kammer aus undurchsichtigem, schwarzen Plexiglas
(37 x42 x 40 cm; Abb.23). An der Kammerdecke war ein Hauslicht vorhanden,
welches wahrend der Versuche ausgeschaltet war. Akustische Stimuli wurden Gber
ein Lautsprechersystem prasentiert, das links und rechts in 4 cm Entfernung neben
der Ratte angebracht war. Wahrend der Versuche befanden sich die Ratten in jeweils
einem schalldurchlassigen Drahtkéfig (24,5 x 9 x 10 cm), der auf eine bewegungs-
empfindliche Messplattform (piezoelektrischer Akzelerometer) gestellt wurde.
Bewegungen der Ratte verursachten Veranderungen des Spannungs-Outputs des
Akzelerometers, die proportional zur Bewegungsstarke waren. Diese Veranderungen
wurden flr weitere Analysen Uber einen Analog-Digital-Wandler (A/D Konverter) zu

dem Computer Ubertragen.
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Abb.23: Abgebildet ist die zur Messung der
Prapulsinhibition der akustisch ausgeldsten
Schreckreaktion eingesetzte Startle-Box von
innen. Erklarung siehe Text.

~Me ssplattform

Lautsprechersystem

2.7.2 Prapulsinhibition der akustisch ausgelésten Schreckreaktion

Die Messung der PPI der ASR begann mit einer vier-minttigen Akklimatisationsphase
bei einem Hintergrundrauschen von 60 dB (weiBes Rauschen). Als Abschluss der
Akklimatisationsphase wurden funf aufeinanderfolgende Schreckreize mit einer
Intensitat von 100 dB SPL (sound pressure level), die eine Dauer von 20 ms (ohne
An- und Abstiegsflanken) aufwiesen, prasentiert. Das Interstimulus-Intervall betrug
zehn sec. Nach der Akklimatisationsphase begann das Experiment, welches aus
sieben verschiedenen Trial-Typen bestand, die den Tieren jeweils zehnmal
randomisiert mit einem Intertrial Intervall von 20 — 30 sec prasentiert wurden:

(1) Schreckreiz (Breitbandrauschen mit 100 dB SPL und einer Dauer von 20 ms)

(2,3) Préapuls (10 kHz Ton mit 68 oder 72 dB SPL und 20 ms Dauer)

(4, 5, 6) Prapuls (10 kHz Ton mit 64, 68 oder 72 dB SPL und 20 ms Dauer) gefolgt von
einem Schreckreiz 100 ms nach dem Prapuls-Onset

(7) kein Stimulus

Die Intensitat des Hintergrundrauschens betrug wahrend des gesamten Experiments
60 dB SPL.

Da die Messapparatur und die Software gedndert wurden, konnten diese
Messparameter in einem spateren Stadium der Doktorarbeit nicht aufrechterhalten

werden. Durch Austauschen der Startle Response Software Version 2.00 durch
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Version 2.03 mussten die Startle- und Prépulsintensitaten neu ermittelt werden. Die
Intensitat des Startlereizes betrug dann 105 dB, die Intensitat der Prapulse 72 und
80 dB.

Als MaB fur die PPI diente die prozentuale Abnahme der Reaktionsamplitude nach
Prasentation des Schreckreizes im Vergleich zu der Reaktionsamplitude nach

vorheriger Prasentation des Prapulses:

100 x (Schreckreiz - [Schreckreiz + Prapuls])/Schreckreiz

2.8 Histologie

2.8.1 Gehirnpraparation und Anfertigung von Gewebeschnitten

Nach Beenden der Verhaltensexperimente wurden die Ratten zur Perfusion mit
Chloralhydrat (720 mg/kg, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) tief narkotisiert.
AnschlieBend wurden sie auf dem Ricken liegend fixiert. Der Brustkorb wurde mit
einer Schere erdffnet und das Herz freigelegt. Dann wurde durch die linke
Herzkammer eine Knopfkantle bis in die Aorta geschoben und der rechte Vorhof
erdffnet, wodurch ein AbflieBen des Blutes und der Perfusionslésung aus dem
Kérperkreislauf ermdglicht wurde. Die Kantile war Gber einen Dreiwegehahn mit zwei
Behaltern verbunden, von denen einer mit 0,01 M PBS (pH 7,4) und der andere mit
Fixanslésung (4% Paraformaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer [PB]; Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) gefillt war. Beide Behalter befanden
sich 1 m Uber dem Tier. Zunachst erfolgte durch Schwerkraftperfusion eine Spulung
mit PBS, um das Blut aus dem Kérperkreislauf zu entfernen. Dann wurde zur Fixation
mit 250 ml 4%igem Paraformaldehyd (pH 7,4; 4°C) perfundiert. AnschlieBend wurde
die Schadeldecke vorsichtig eréffnet, das Gehirn enthnommen und zur Kryoprotektion
mindestens drei Tage in einer 0,1 M phophatgepufferten 30%igen Saccharose-Lésung
aufbewahrt.

Nach dem Absinken der Gehirne wurden mit Hilfe eines Gefriermikrotoms (Jung
CM 3000, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) in sechs Serien
Coronalschnitte (Schnittdicke: 40 um) von +2,2 mm bis —8,3 mm ausgehend von
Bregma angefertigt, die in 0,1 M PB aufgefangen wurden. Die Schnitte der jeweils



Material und Methoden 69

ersten sowie vierten Serie wurden zusammengefasst und die Nissl-Substanz mit
Thionin geféarbt (Abstand der Schnitte 120 um, siehe 2.8.2). Von den verbleibenden
Serien wurde jeweils eine mit Goldchlorid (siehe 2.8.3) sowie PV (siehe 2.8.4) geféarbt.
Der Abstand der Schnitte bei diesen Farbungen betrug 240 um. Die beiden letzten
Serien dienten als Ersatzserien und wurde nach Abschluss der Auswertungen
verworfen.

Bei allen Tieren erfolgte eine qualitative Auswertung der LasionsgréBe anhand
der Thioninschnitte. Die quantitative Auswertung der LasionsgroBe, der
Myelinisierungsstarke (Goldchlorid) sowie der PVr-Zellen erfolgte bei den Tieren der

Versuchsgruppe | (siehe 2.10.2/Tab.3).

2.8.2 Thionin-Farbung

Die angefertigten Schnitte wurden aus einer Gelatine-Chromalaun-Lésung (Tab.2A)
auf entfettete Objekitrager aufgezogen. Nach dem Trocknen erfolgte durch eine
absteigende Alkoholreihe eine Rehydratation der Schnitte. Hierzu wurden die
Objekttrager jeweils drei Minuten in 100%iges, 96%iges, 70%iges sowie 50%iges
Ethanol und dann in Aqua dest. gestellt. Danach erfolgte durch eine wassrige
Thioninlésung (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland; Tab.2A), denen die Schnitte
70 — 90 sec ausgesetzt waren, die Farbung der Nissl-Substanz in den Neuronen und
Gliazellen. Zur Entwéasserung wurden die Schnitte anschlieBend durch eine
aufsteigende Alkoholreihe gezogen (Konzentrationen und Dauer entsprechend der
absteigenden Alkoholreihe) und in Terpineol und Roti®-Histol (Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland) fixiert. AbschlieBend wurden die Schnitte mit einem
Deckglaschen und Entellan® (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt.

2.8.3 Goldchlorid-Farbung

Zum Nachweis von Myelin wurden die Schnitte aus einer Gelatine-Chromalaun-
Lésung (Tab.2A) auf entfettete Objekttrager aufgezogen und nach dem Trocknen
zwei bis vier Stunden mit einer 0,2%igen Goldchlorid-Lésung (pH 6,8 —7;
tetrachloroaurate-trinydrate; Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland; Tab.2B)
gefarbt. Die Inkubation war beendet, wenn CA1 — CA3 des HIPP eine makroskopisch
deutlich sichtbare braun-rote Farbung aufwiesen. Die Schnitte wurden dann in Aqua

dest. gespult und fur finf Minuten in einer 2,5%igen Natriumthiosulfat-Lésung (Merck,
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Darmstadt, Deutschland; Tab.2B) fixiert. AbschlieBend wurden die Schnitte 30 min
unter flieBendem Leitungswasser und anschlieBend nochmals kurz in Aqua dest.
gespult. Die Schnitte wurden dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, in

Terpineol und Roti®-Histol fixiert und mit Entellan® eingedeckt.

2.8.4 Immunhistochemie: Parvalbumin

Um GABAerge Interneurone sichtbar zu machen, wurde eine Schnittserie
immunhistochemisch mit einem Antikérper (AK) gegen PV geféarbt. Die ,Free-Floating*
Schnitte wurden dreimal fur jeweils finf Minuten in jeweils 5 ml Tris-gepufferter Saline
(TBS, pH 7,6; Tab.2C) gewaschen (alle weiteren Waschschritte erfolgten ebenfalls
dreimal flr jeweils finf Minuten in jeweils 5 ml TBS). AnschlieBend wurden sie 30 min
in 5 ml TBS unter Zusatz von 75 ul Wasserstoffperoxid (H2O.; Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) vorinkubiert, um die endogene Peroxidase-Aktivitat zu
hemmen. Die Schnitte wurden wiederum gewaschen und dann 60 min in 4 ml
Blocking Solution (Tab.2C) inkubiert, um die Hintergrundfarbung zu reduzieren. Es
folgte die Inkubation in dem primaren AK (monoklonal Anti-Parvaloumin; Maus 1gG1
Isotyp; clone PA-235, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) bei einer Verdiinnung
von 1:2000 in Carrier (Tab.2C) fir 20 Stunden bei 4°C. Nach der Inkubation wurden
die Schnitte gewaschen und daraufhin eine Stunde bei Raumtemperatur in dem
sekundaren AK (Kaninchen-anti-Maus 1IgG, biotinyliert; DAKO A/S, Danemark) bei
einer Verdinnung von 1:500 in Carrier inkubiert. Nach dem erneuten Waschen der
Schnitte wurden diese in Streptavidin-Meerrettichperoxidase (1:375, DAKO A/S,
Danemark) fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurden
wiederum gewaschen und dann 15 min in einer 3,3 -Diaminobenzidin-Lésung (DAB)
in Tris/Nickel (Tab.2C) inkubiert. Dann wurde 1 pl HxO, pro 4 ml DAB-L&sung
hinzugeftgt und es folgte eine weitere finf-minGtige Inkubation in deren Verlauf es zu
einer Oxidation des DAB mit Niederschlagbildung kam. Um die Farbreaktion
abzubrechen wurden die Schnitte abschlieBend nochmals gewaschen, dann von
anterior nach posterior sortiert und schlieBlich aus einer Gelatine-Chromalaun-Lésung
(Tab.2A) auf entfettete Objekttrager aufgezogen. Nach dem Trocknen wurden die
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, in Terpineol und Roti®-Histol
fixiert und mit Entellan® eingedeckt.
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Tab.2: Ansatz der bei der Histologie eingesetzten Lésungen

A Thioninfarbung

Thionin

Gelatine-Chromalaun

B Goldchloridfarbung
Goldchlorid

Natrium-Thiosulfat

C Parvalbumin-lmmunhistochemie

TBS

Carrier

Blocking Solution

Tris/Nickel

DAB

864 ml
100 ml
36 ml
1,25 ¢

500 ml
3549

0,35¢g
etwas

500 ml
45¢g

250 ml
6,259

Aqua dest.

1 M Essigsaure

1 M Natronlauge
Thionin

Aqua dest.

Gelatine
Kaliumchrom(lll)sulfat
Thymol

0,02 M Phosphatpuffer
Natriumchlorid
Goldchlorid

Aqua dest.
Natriumthiosulfat

Aqua dest.
Natriumchlorid
0,05m Tris-Puffer

TBS

20% Triton X-100
Kaninchen-Serum
Rinderserumalbumin

Carrier
Kaninchen-Serum .
Rinderserumalbumin

TBS
Nickelammoniumsulfat

Ansatz (=3,3 mg 3,3"-Diamino-
benzidin x 4 HCI)
Tris/Nickel-Lésung
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2.8.5 Lokalisation der Lasionen und Bestimmung des Volumens des

entorhinalen Cortex

Die Lokalisation der Lasionen erfolgte anhand des Atlas von PAXINOS und WATSON
(1998) im Thioninschnitt mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Axioskop 2 mot., Carl Zeiss,
Géttingen, Deutschland) bei 25-facher VergréBerung. Volumetrische Messungen
wurden mit Hilfe eines Bildanalysesystems, bestehend aus einer Kamera (RT Slider
Spot, Visitron Systems GmbH, Puchheim, Deutschland) und einer Bildanalysesoftware
(MetaMorph, Version 4.6., Universal Imaging Corp., Downington, PA 19335 USA)
durchgefihrt. Das mikroskopische Bild wurde zundchst mit Hilfe der Kamera
digitalisiert und auf einen Computer Gbertragen. Die Auswertung der LasionsgrdBe
erfolgte mit Hilfe der Software des Bildanalysesystems.

Zunéachst wurde der EC anhand des Atlas von PAXINOS und WATSON (1998) in
einen lateralen und einen medialen Bereich unterteilt, wobei LEA rostrolateral von
MEA gelegen ist. Dorsolateral ist LEA von dem rhinalen Sulcus und dem perirhinalen
Cortex begrenzt. MEA nimmt innerhalb des EC eine caudomediale Position ein und
wird lateral von LEA und dorsal vom Parasubiculum begrenzt. (Abb.24). Als
Anhaltspunkt fir die Lokalisation der Lasion diente die corticale Amygdala, die
ab —6,3 mm posterior zu Bregma nicht mehr sichtbar ist. Der Schnitt, auf dem die
Bezugsstruktur zuletzt sichtbar war (—6,0 mm von Bregma) sowie die Schnitte, auf
denen eine Lasion erkennbar war, wurden ermittelt. Durch Auszéhlen der dazwischen
liegenden Schnitte konnte mit Hilfe des bekannten Abstandes zwischen den einzelnen
Schnitten (120 um) die Lokalisation der Lasion bestimmt werden.

Die Flache des EC, sowie des LEA und des MEA wurde auf jedem Schnitt
ausgehend von der Position 6,3 mm posterior zu Bregma anhand von sieben
Schnitten bilateral in caudaler Richtung ausgemessen. Fir die Unterteilung in LEA
und MEA wurde MEA zunachst durch einen 15°-Winkel ausgehend vom Subiculum
abgeteilt (—6,3 mm). Bei —-6,8 mm von Bregma wurde der Winkel auf 20° und ab
—7,3 mm auf 70° vergrdBert (Abb.24, linke Halfte). Flr die Bestimmung des Volumens
wurde jeder zweite der angefertigten Schnitte ausgemessen. Durch Kenntnis der
Schnittdicke (40 um) und damit des Abstandes zwischen den ausgemessenen
Schnitten (240 um, da nur jeder zweite Schnitt ausgemessen wurde und der Abstand
der Schnitte innerhalb einer Serie 120 um betrug) konnte das Volumen (Vol) des EC

und seiner Teilgebiete nach folgender Formel bestimmt werden:
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Vol = (2 Flache: + Flache, + Flaches + ... + 2 Flache,) x Abstand zwischen den Schnitten

Abb.24: Schematische Darstellung der Lage des medialen und lateralen Areals des
entorhinalen Cortex. Abgebildet sind Coronalschnitte nach PAXINOS und WATSON [1998],
deren Lage in mm von Bregma jeweils angegeben ist. Innerhalb des entorhinalen Cortex
nimmt das laterale entorhinale Areal (LEA) eine rostrolaterale Position ein und grenzt
dorsolateral an den perirhinalen Cortex. Das mediale entorhinale Areal (MEA) ist caudomedial
gelegen und grenzt lateral an LEA und dorsomedial an das Parasubiculum (rechte Halfte). Auf
der linken Halfte ist jeweils die fur die Messung des Volumens vorgenommene Unterteilung
des entorhinalen Cortex in LEA (quergestreift) und MEA (schwarz) eingezeichnet.
Abklrzungen: APir — amygdalopiriformes Gebiet; DSC — Lamina dissecans; LEA — laterales
entorhinales Gebiet; MEA - mediales entorhinales Gebiet; PaS — Parasubiculum;
PMCo — Nucleus der posteriomedialen corticalen Amygdala; PRh — perirhinaler Cortex
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2.8.6 Messung der Myelinisierungsstarke

Die Myelinisierung wurde bei 100-facher VergréBerung mit Hilfe des oben
beschriebenen Bildanalysesystems (siehe 2.8.5) im Stratum lacunosum moleculare,
Stratum radiatum und Stratum oriens des HIPP sowie im basolateralen (BLA) und
lateralen (LA) Kern der Amygdala gemessen. Die Methodik ist in Abb.25 dargestellt.
Zusatzlich wurden die Flache und das Volumen der ausgemessenen Regionen
bestimmt (siehe 2.8.5). Mit der Messung im HIPP wurde bei —3,3 mm relativ zu
Bregma begonnen. Als Bezugsstruktur fir die Lokalisation des auszumessenden
Bereiches diente die CA1 — CA3-Region des dorsalen HIPP wobei die CA1- und
CA2-Region ab —2,3 mm von Bregma erstmals sichtbar sind. Mit Hilfe des bekannten
Abstandes zwischen den einzelnen Schnitten (240 um) konnten die Schnitte fir die
Messung der Faserdichte ermittelt werden. Die Amygdala wurde beginnend von
2,3 mm posterior von Bregma ausgemessen. Als Anhaltspunkt flr die Lokalisation
diente hier der Nucleus intercallaris, der direkt an die Amygdala angrenzt. Er kommt
auf Coronalschnitten bei —1,8 mm zum Vorschein, besitzt bei —2,1 mm einen
langlichen Querschnitt und teilt sich bei —2,3 mm in 2 Teile (Abb.26). Die Messung
erfolgte sowohl fir den HIPP als auch fir die Amygdala jeweils an drei
aufeinanderfolgenden Schnitten/Tier mit einem Abstand von jeweils 240 pm zwischen
den Schnitten.
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Mit einer digitalen Kamera (Spot RT Slyder) wird zuné&chst der gewlinschte
Bereich des histologischen Praparates als Schwarz-Wei8 Aufnahme
digitalisiert und in das Bildanalyseprogramm (MetaMorph) Ubertragen.
Hierbei wird jeder Graustufe auf einer Skala ein bestimmter Zahlenwert

~ von 0 (schwarz) bis 4096 (weiB) zugeordnet

Die Pixel, die durch Goldchlorid markierte Fasern reprasentieren, zeichnen
sich durch abrupte Ubergange der Graustufenintensitaten gegeniiber
benachbarten Pixeln aus. Jedes Pixel sowie seine unmittelbar
benachbarten Pixel werden nach einer bestimmten Formel multipliziert,
wobei der zentral gelegene Pixel das starkste Gewicht bekommt. Dadurch
werden die Fasern noch stérker hervorgehoben, so dass sich deren Werte
innerhalb der Graustufenskala stark abheben und automatisiert markiert
werden kénnen.

.. Die markierten Werte werden nun als binéres Bild in eine Schwarz-WeiB
- Matrize Uberfiihrt. Diese Matrize wird anschlieBend auf das Originalbild

addiert, so dass herausgerechneten Fasern (ber den Fasern des

_" Originalbildes liegen. Dadurch ist eine Kontrolle mdglich, ob tatséchlich die
- Fasern selektiv hervorgehoben wurden.

Die Region, in der die Myelinisierung
gemessen werden soll, wird nun auf
dem Bild mit den hervorgehobenen
¢ Fasern markiert und anschlieBend
auf das bindre Bild Gbertragen. Die
Myelinisierung in % sowie die Flache
der Region in um2 fiir den jeweils
= markierten Bereich wird automatisiert
gemessen.

Abb.25: Methode zur Bestimmung der Myelinisierung im Goldchlorid-Schnitt.
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Abb.26: Coronalschnitte durch das Rattengehirn nach PAXINOS und WATSON [1998], deren
Lage in mm von Bregma jeweils angegeben ist. Speziell bezeichnet sind die Hirnregionen, die
zur histologischen Auswertung herangezogen wurden.

Abkirzungen: BLA - basolaterale Amygdala; CA1 — CA1-Region des Hippocampus;
CA3 — CA3-Region des Hippocampus; LA — laterale Amygdala; lac mol — Stratum lacunosum
moleculare; oriens — Stratum oriens; pyr — Stratum pyramidale; rad — Stratum radiatum

2.8.7 Zahlung der Parvalbumin-immunreaktiven Interneurone

FOr die Z&ahlung der PVr-Interneurone wurde das bereits oben beschriebene
Bildanalysesystem (siehe 2.8.5) eingesetzt. Mit Hilfe der dazugehdrenden Kamera
wurde ein Live-Bild der jeweils auszuzdhlenden Region erstellt. PVr-Interneurone
wurden dann bei 400-facher VergréBerung in der gesamten Region beider
Hemispharen ausgezahlt. Eine stereologische Zahimethode war hier nicht mdglich, da
die Interneuronendichte sehr gering war und sich die Zellen im histologischen Schnitt
in einer Ebene befanden. Deshalb wurden die PVr-Interneurone nicht nur in einem
kleinen Teilbereich sondern jeweils in der gesamten Region ausgezéahlt. Dabei wurde
jedes Neuron, das sich bei der Fokussierung der Schnitte scharf stellen lieB3, farbig
markiert, so dass Doppelzédhlungen und Auslassungen minimiert wurden. Geféarbte
Zellen wurden in der Pyramidenzellschicht (Stratum pyramidale; pyr) der CA1- und
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CAB3-Region des HIPP sowie in der BLA und LA ausgezahlt (Abb.26). Mit der Zahlung
der PVr-Interneurone im HIPP wurde wie auch bei der Messung der
Myelinisierungsstéarke bei —3,3 mm relativ zu Bregma begonnen. Die Amygdala wurde
wiederum beginnend von 2,3 mm posterior von Bregma ausgezahlt. Die Zahlung
erfolgte sowohl fir den HIPP als auch fir die Amygdala jeweils an drei
aufeinanderfolgenden Schnitten/Tier mit einem Abstand von jeweils 240 pm zwischen
den Schnitten.

Im Anschluss wurde die Flache, in der die Interneurone ausgezahlt wurden,
ausgemessen und das Volumen (siehe 2.8.5) sowie die Interneuronen-Dichte in

Interneurone/mm?® ermittelt.

2.9 Statistische Versuchsauswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der EDV-Programme Sigma-Stat 2.0 und
SPSS 11.5 (Statcon, Witzenhausen, Deutschland) unter Windows durchgeflhrt. Alle
Parameter wurden als Mittelwert + Standardfehler (S.E.M.) angegeben. Alle
statistischen Tests wurden zweiseitig durchgeflihrt und eine Irrtumswahrscheinlichkeit

von p<0,05 als signifikant betrachtet.

2.9.1 Verhaltensversuche

Der Einfluss neonataler Lasionen auf das Verhalten in den verschiedenen Paradigmen
wurde mittels Varianzanalysen (analysis of variance, ANOVA) statistisch ausgewertet.
Vergleiche zwischen den drei Lasionsgruppen wurden mit Hilfe einer einfaktoriellen
ANOVA durchgefiihrt (one-way ANOVA). Signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden post hoc mit einem Tukey t-Test weiter ausgewertet. Die Auswertung
wiederholter Messungen Uber die Zeit, nach Substanzgabe oder bei unterschiedlichen
Prapulsintensitaten erfolgte anhand einer zweifaktoriellen ANOVA fir wiederholte
Messungen (two-way RM ANOVA), ebenfalls gefolgt von einem Tukey tTest flr
multiple Vergleiche. Waren mehr als zwei Faktoren vorhanden (L&sionsstatus,
Prapulsintensitat, Substanzgabe), wurde eine dreifaktorielle ANOVA (three-way
ANOVA) durchgefiuhrt, gefolgt von einer einfaktoriellen ANOVA oder einem t-Test.
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2.9.2 Histologische Untersuchungen

Zunachst wurde ein Vergleich der Mittelwerte zwischen den beiden Hirnhalften
innerhalb der Tiergruppen durchgefuhrt, um festzustellen, ob Unterschiede zwischen
beiden Hemispharen bestanden. Dies geschah mittels eines t-Tests flr verbundene
Stichproben. Da sich bei keiner Behandlungsgruppe signifikanten Unterschiede
zwischen linker und rechter Hemisphare ergaben, wurden die Werte beider Hirnhalften
zusammengefasst. Die statistische Auswertung der Unterschiede zwischen den
Tiergruppen erfolgte dann durch eine einfaktorielle ANOVA, gefolgt von einem Tukey
t-Test fir multiple Vergleiche.

2.10 Versuchsablaufe

2.10.1 Substanzen

2.10.1.1 Apomorphin

Der DA-Rezeptor-Agonist APO (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurde jeweils
kurz vor Gebrauch frisch in 0,1% Ascorbinsdure (Asc; Merck, Darmstadt,
Deutschland) gelést. Fur die Messung der Effekte einer akuten APO-Applikation
(siehe 2.10.3) auf die lokomotorische Aktivitdt adulter Ratten wurde eine Lésung mit
0,5 mg APO in 1 ml 0,1% Asc und fir die Messung der Effekte auf die PPl der ASR
eine Lésung mit 2 mg APO in 1 ml 0,1% Asc eingesetzt. Hierfir wurden 2,5 mg bzw.
10 mg APO und 5 mg Asc in 5 ml Aqua dest. gelést. Da die Injektionslésung
lichtempfindlich ist, wurde das GefaB mit Aluminiumfolie umwickelt und bis zum

Gebrauch im Kihlschrank aufbewahrt.
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2.10.1.2 Dizocilpin

Zur Messung der Effekte einer hochdosierten chronischen sowie einer
niedrigdosierten akuten Behandlung wurde Dizocilpin (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) in Saline geldst. Fir die Herstellung der Stammlésung wurden 25 mg
Dizocilpin in 25 ml Saline geldst (1 mg/ml). Diese Stammldésung wurde in 1 ml
Aliguoten bei —20°C aufbewahrt. Um fiir die chronische Behandlung der Ratten (siehe
2.10.4) eine Lésung mit 0,5 mg Dizocilpin in 1 ml Saline zu erhalten, wurde jeweils ein
Aliquot aufgetaut und mit 1 ml Saline verdinnt. Fir die Messung der akuten Effekte
einer Dizocilpin-Behandlung (siehe 2.10.4) auf die PPl der ASR wurde eine Ldsung
mit 0,15 mg Dizocilpin in 1 ml Saline eingesetzt. Hierfir wurden 1 ml der Stammldsung
mit 5,67 ml Saline verdinnt.

2.10.2 Versuchsgruppen und Zeitplan

Zur Durchfihrung der Verhaltensversuche wurden die Ratten in drei Gruppen
aufgeteilt (Versuchsgruppe [VG] I, Il und lll; Tab.3). Bei allen Ratten wurde die
lokomotorische Aktivitdt an PND 35, PND 56 und bei adulten Ratten gemessen.
Zusatzlich wurde bei allen adulten Tieren ein PR Test durchgefihrt und die PPI der
ASR bestimmt. Raumliches Lernen bei einer belohnten Alternation im 8-Arm Radial
Maze wurde mit den Tieren der VG | durchgefiihrt. Ratten der VG Il erlernten im
8-Arm Radial Maze eine egozentrische Strategie, wahrend die Tiere der VG Il in einer
allozentrischen Lernaufgabe trainiert wurden. Zusétzlich wurden die Effekte einer
akuten Behandlung mit APO auf die lokomotorische Aktivitat (VG Il) sowie die PPI der
ASR (VG Ill) untersucht (siehe 2.10.3). AbschlieBend wurde bei den Ratten der VG Il
und Il die F&higkeit zwischen zwei Lernstrategien zu wechseln und zwar mit und ohne
chronischer Dizocilpin Behandlung gemessen und zusétzlich die Effekte dieser
Behandlung auf die lokomotorische Aktivitdt sowie die PPl der ASR analysiert
(siehe 2.10.4). Nach Beenden der Verhaltensversuche wurden alle Ratten perfundiert
und die Gehirne histologisch aufgearbeitet.
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Tab.3: Ubersicht iiber den Versuchsplan fiir die Versuchsgruppen I-1lI

PND Versuchsgruppe | Versuchsgruppe Il Versuchsgruppe lii
Ibotenat-Lasion: n=11 Ibotenat-Lasion: n=10 Ibotenat-Lasion: n=13
Scheinlasion: n=8 Scheinlasion: n=8 Scheinlasion: n=10
Kontrolle: n=8 Kontrolle: n=9 Kontrolle: n=9

0 Geburt; Reduktion der Jungtiere auf 8 pro Wurf (siehe 2.1)
7 Neonatale Lasion des entorhinalen Cortex (siehe 2.2)
21 Absetzen der Jungtiere (siehe 2.1)
35 Messung der lokomotorischen Aktivitat in der Aktivitatsbox (siehe 2.6.2)
56 Messung der lokomotorischen Aktivitat in der Aktivitatsbox (siehe 2.6.2)
ab 70 | Belohnte Alternation im Egozentrisches Lernen im Allozentrisches Lernen im
8-Arm Radial Maze (siehe 8-Arm Radial Maze 8-Arm Radial Maze
2.3.3) (siehe 2.3.4) (siehe 2.3.5)
ab 130 | Breakpoint-Bestimmung in einem progressive ratio Test der operanten Konditionierung
(siehe 2.5.2)
ab 160 | Messung der lokomotorischen Aktivitét in der Aktivitatsbox (siehe 2.6.2)
ab 170 | Bestimmung der Prapulsinhibition (PPI) der akustisch ausgeldsten Schreckreaktion (ASR)
(siehe 2.7.2)
ab 200 | Perfusion, Gehirnentnahme | Systemische Applikation von | Systemische Applikation von
und histologische Apomorphin (0,5 mg/kg, s.c.) | Apomorphin (2 mg/kg, s.c.)
Aufarbeitung (siehe 2.8) Messung der lokomotorischen | Bestimmung der PPI der
Aktivitat in der Aktivitatsbox ASR (siehe 2.10.3)
(siehe 2.10.3)
ab 350 Pharmakologische Studie mit Dizocilpin:
- Verhaltensflexibilitdt im Cross-Maze vor Dizocilpin
(siehe 2.4.3)
- Bestimmung der PPI der ASR (siehe 2.10.4)
- Systemische Applikation von Dizocilpin (0,5 mg/kg s.c.,
2x tgl., 7 Tage) (siehe 2.10.4)
- Verhaltensflexibilitdt im Cross-Maze nach Dizocilpin
(siehe 2.4.3)
- Messung der lokomotorischen Aktivitat (siehe 2.10.4)
- Bestimmung der PPI der ASR (siehe 2.10.4)
Ab 500 Perfusion, Gehirnentnahme und histologische Aufarbeitung

(siehe 2.8)
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2.10.3 Verhalten adulter Ratten nach akuter Apomorphin-Behandlung

Der Einfluss einer akuten APO Behandlung auf die lokomotorische Aktivitdt wurde bei
der VG Il gemessen (Tab.3). Daflir wurde jede Ratte zunachst in einem 35-minltigen
Test an die Aktivitdtsbox gewdhnt. Nach dieser Adaptationsphase wurde jeder Ratte
als Vehikel 0,1% Asc (1 ml/kg, s.c.) injiziert und die Lokomotion weitere 35 min
aufgezeichnet. AnschlieBend wurde den Ratten APO appliziert (0,5 mg/kg, s.c.). Das
Verhalten wurde dann weitere 120 min aufgezeichnet. Die Dauer des Tests wurde in
Vorversuchen ermittelt, die ergaben, dass Veranderungen der Lokomotion, die durch
APO mit dieser Dosierung induziert wurden, nicht langer als 120 min andauern, so
dass die Lokomotion nach dieser Zeit das Ausgangsniveau wieder erreicht hatte. Die
Auswertung der Versuchsparameter (siehe 2.6.2) erfolgte in fliinf-Minuten-Blécken.

Die PPl wurde bei der VG Ill nach akuter Injektion von APO bestimmt (Tab.3).
Hierfir wurde am ersten Tag die basale PPl gemessen (keine Substanz). Am dritten
Tag wurden alle Ratten mit Vehikel (0,1% Asc; 1 ml/kg, s.c.) und am flnften Tag mit
APO (2 mg/kg, s.c.) behandelt. Die Akklimatisationsphase begann jeweils direkt nach
der Injektion. Die Intensitdt des Startlereizes betrug wahrend dieser Experimente
105 dB, die Intensitat der Prapulse 72 und 80 dB (siehe 2.7.2).

2.10.4 Verhalten adulter Ratten nach chronischer Dizocilpin-Behandlung

Der Einfluss einer hochdosierten chronischen Dizocilpin Behandlung auf die
Verhaltensflexibilitat im Cross Maze (Fahigkeit zwischen verschiedenen Strategien zu
wechseln), die sensorimotorische Informationsverarbeitung (PPI) sowie die
lokomotorische Aktivitdt wurde bei den VG Il und Il untersucht (Tab.3). Der zeitliche
Ablauf der Versuche ist in Abb.27 dargestellt.

Far die chronische Dizocilpin Behandlung der Ratten wurden diese in eine
Vehikel- (Saline) und eine Substanz-Gruppe (Dizocilpin) eingeteilt. Die Einteilung
erfolgte zuféllig unter Berlicksichtigung der im Cross Maze wéahrend des Trainings
erbrachten Leistung (siehe 2.4.3), so dass keine Unterschiede zwischen diesen
beiden Gruppen innerhalb der Lasionsgruppen (lbotenatlasion, Scheinlasion,
Kontrolle) auftraten. Die Applikation von Dizocilpin (0,5 mg/kg, s.c.) erfolgte zweimal
taglich in einem Abstand von etwa zehn Stunden an sieben aufeinanderfolgenden
Tagen. Als Vehikel wurde Saline (1 mlkg) injiziert. Wahrend der sieben
Behandlungstage wurden keine Verhaltenstests durchgefiihrt. Nach der letzten
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Injektion wurden weitere sieben Tage keine Versuche durchgefihrt, um akute Effekte
der Substanz auf das Verhalten in spateren Versuchen ausschlieBen zu kbénnen
(,Washout“ Periode; Abb.27).

Die Ratten wurden zunéachst im Cross Maze darauf trainiert bis zum Erreichen
eines vorgegebenen Kriteriums eine allozentrische (siehe 2.4.3.1) und anschlieBend
eine egozentrische Lernaufgabe (siehe 2.4.3.2) zu I6sen. Daraufhin wurde die
Fahigkeit der Ratten zwischen den gelernten Strategien zu wechseln
(Verhaltensflexibilitdt) gemessen. Hierflr sollten die Ratten nach Erreichen des
Lernkriteriums bei der egozentrischen Lernaufgabe wieder die zu Beginn gelernte
allozentrische Strategie anwenden und dann wieder zu der egozentrischen Strategie
wechseln. AnschlieBend wurde die PPl der ASR bei allen Tieren bestimmt (siehe
2.7.2). Einen Tag danach begann die chronische Behandlung der Ratten mit
Dizocilpin. Sieben Tage nach der letzten Injektion wurde der Einfluss dieser
Behandlung auf die Verhaltensflexibilitat gemessen. Dabei wurde den Ratten zunachst
eine allozentrischen Aufgabe prasentiert, um sich nach der zweiwdchigen Pause
wieder an das Maze und die Aufgabenstellung zu gewdhnen. Zusatzlich stellte dies
bereits einen Wechsel zu der direkt vor der Behandlung durchgeflhrten
egozentrischen Strategie dar. Es folgte ein Wechsel zu einer egozentrischen und
abschlieBend nochmals zu einer allozentrischen Strategie. Nach Abschluss der
Verhaltensversuche im Cross Maze wurde zusétzlich die lokomotorische Aktivitat
gemessen (siehe 2.6.2). Bei dieser Gruppe erfolgte die Auswertung der Parameter als
Gesamtwerte Uber die 35-minltige Testperiode. AnschlieBend erfolgte die
Bestimmung der PPl um den Einfluss der hochdosierten chronischen Dizocilpin-Gabe
auf die PPl der ASR zu untersuchen. AbschlieBend sollte der Einfluss der
hochdosierten chronischen Behandlung mit Dizocilpin auf eine einmalige
niedrigdosierte Gabe von Dizocilpin beobachtet werden. Dafiir wurde allen Ratten
zwei Tage nach der Messung der basalen PPI Saline (1 ml/kg) injiziert. Nach weiteren
zwei Tagen erhielten alle Ratten eine niedrige Dosis Dizocilpin (0,15 mg/kg, s.c.). Die
Ratten wurden nach der Injektion von Dizocilpin bzw. Saline jeweils sofort in die
Startle Box gesetzt. Die Intensitdt des Startlereizes betrug wéahrend dieser
Experimente 105 dB, die Intensitat der Prapulse 72 und 80 dB (siehe 2.7.2).
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Abb.27: Ubersicht (iber den Versuchsablauf zur Messung der Effekte einer chronischen
Behandlung mit Dizocilpin auf das Verhalten adulter Ratten, die eine neonatale L&sion des
entorhinalen Cortex erhalten haben.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Histologie

3.1.1 Lokalisation der Lasionen und Volumenbestimmung des entorhinalen

Cortex

Die L&sionen waren zwei Tage nach der bilateralen Ibotenat-Infusion durch Gliose
und den Verlust von Neuronen charakterisiert (Abb.28B1). Die Lasionen adulter Tiere
wiesen keine Gliose auf. Hier konnte eine deutliche bilaterale Einstlilpung des EC
beobachtet werden (Abb.28B,), die weder bei scheinlasionierten noch bei naiven
Kontrollratten auftrat (Abb.28Bs.4). Sowohl die mediale als auch die laterale
Untereinheit des EC war durch die Lasion betroffen. An den EC angrenzende
Regionen waren nur marginal beeintrachtigt (< 10%). Die Lasionen erstreckten sich
Uber eine Lange von etwa 2 mm zwischen —5,80 und —7,80 mm caudal von Bregma.
Abb.28A zeigt die jeweils grdBte und kleinste Lasion abgebildet auf Coronalschnitten
des Rattengehirns nach PAXINOS und WATSON [1998].

Es wurden nur diejenigen Ratten in die Auswertung einbezogen, welche eine
beidseitige Ibotenat-induzierte Lasion des EC hatten. Fir die endglltige Auswertung
konnten von den insgesamt 34 l|asionierten Ratten 28 Tiere verwendet werden. Im
Folgenden werden Ratten, die eine neonatale Ibotenat-Lasion erhalten haben als
Jlasionierte Ratten® und Ratten mit einer Scheinlasion als ,Sham Ratten® bezeichnet.
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Abb.28: Lokalisation und AusmaR bilateraler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen
Cortex (EC). Die maximale (schwarze+schraffierte Flache) und minimale (schwarze Flache)
Ausdehnung der Lasionen wurde auf Coronalschnitte nach PAXINOS und WATSON [1998]
projiziert, deren Lage in mm von Bregma jeweils angegeben ist (A). Die Lasionen erfassten
in anteriorer-posteriorer Richtung groBe Teile des EC auf einer Lange von ungefédhr 2 mm
(-5,80 bis -7,80 mm von Bregma). Die Abbildungen Bi4 zeigen histologische Aufnahmen
coronaler Gehirnschnitte des rechten EC einer Ibotenat-lasionierten (B ), scheinldsionierten
(Bs) und Kontrollratte (B4) zwei Tage nach Ibotenat-Infusion (B;) sowie bei adulten Tieren
(B24). Ibotenat bewirkte eine Gliose zwei Tage nach der Injektion sowie eine Reduktion des
EC bei adulten Ratten. Bei scheinlasionierten und Kontrolltieren war der EC unveréndert.
Kalibrierbalken: 500um

Bei der quantitativen Auswertung des EC Volumens traten innerhalb der Gruppen
keine signifikanten Unterschiede zwischen der rechten und linken Hirnhalfte auf (alle
Gruppen: p>0,259; gepaarter t-Test; Tab.4). Fir den Vergleich zwischen den
Gruppen wurden deshalb fir die weitere Auswertung die Volumina beider
Hemispharen zusammengefasst. Das Volumen des gesamten EC sowie seiner
Teilgebiete LEA und MEA war bei lasionierten Ratten im Vergleich zu Sham und
Kontrollratten reduziert (EC gesamt: F»24=8,951, p=0,001; LEA: F,,4=8,757,
p=0,002; MEA: F,24=6,731, p=0,005; one-way ANOVA, post hoc Tukey tTest
p<0,05; Abb.29).
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Tab.4: Volumen des entorhinalen Cortex (EC) sowie des lateralen (LEA) und medialen
(MEA) Areals in der rechten und linken Hemisphéare

o . Volumen (mm3)
Lasions- | Tier-

gruppe | zahl EC EC LEA LEA MEA MEA
rechts links rechts links rechts links
Lasion 9 3,42+0,19 3,68+0,26 3,16+£0,17 3,42+0,26 | 0,26+0,03 | 0,27+0,03
Sham 8 4,70+0,36 4,86+0,30 4,35+0,32 4,50+0,28 | 0,37+0,05 | 0,36%0,04
Kontrolle 8 4,92+0,31 5,12+0,24 4,54+0,28 4,67+0,24 | 0,41+£0,04 | 0,36%0,04

Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-l&sionierten (L&sion), scheinlésionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl. Innerhalb der Gruppen
bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen der linken und rechten Hirnhalfte.

12 .
* * 1 Lé&sion
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10 mmmm Kontrolle
™
E 81
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EC LEA MEA

Abb.29: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex (EC) auf
das Gesamtvolumen sowie auf das Volumen des lateralen (LEA) sowie medialen (MEA)
Areals. Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion; n=9; weiBe
Balken), scheinlasionierten (Sham; n=8; karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle; n=8;
schwarze Balken). Die dargestellten Volumina in mm® sind die Summe aus linkem und
rechtem Volumen. Signifikante Unterschiede zu Ibotenat-lasionierten Ratte sind durch Sterne
gekennzeichnet (*p<0,05; one-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).



Ergebnisse 87

3.1.2 Messung der Myelinisierungsstarke

Die Myelinisierung wurde im Stratum lacunosum moleculare (lac mol), im Stratum
radiatum (rad) und im Stratum oriens (oriens) des HIPP sowie in der BLA und der
angrenzenden LA bei neun lasionierten, acht Sham und acht Kontrollratten an jeweils
drei aufeinanderfolgenden Schnitten/Tier ausgemessen.

Zunachst wurde das Volumen der ausgewahlten Hirnregionen in beiden
Hemispharen bestimmt. Es traten innerhalb der Gruppen bei keiner der
ausgemessenen Regionen signifikante Unterschiede zwischen der rechten und
linken Hirnhalfte auf (alle _Gruppen: p>0,101; gepaarter t-Test; Tab.5). Fir den

Vergleich zwischen den Gruppen wurden daher die Volumina beider Hemisphéaren
zusammengefasst. Es traten keine signifikanten Unterschiede zwischen lasionierten,
Sham und Kontrollratten hinsichtlich der Volumina auf (alle Regionen: F<2,840,
p>0,080; one-way ANOVA).

Tab.5: Volumen des Stratum lacunosum moleculare (lac mol), Stratum radiatum (rad) und
Stratum oriens (oriens) des Hippocampus sowie der basolateralen (BLA) und lateralen
Amygdala (LA) in der rechten und linken Hemisphare

) Volumen (mm?3)
Lasions- | Tier-

lac mol | lac mol rad rad | oriens | oriens| BLA BLA LA LA

gruppe | zahl . . . . .
rechts links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links

0,13 0,12 0,45 0,46 0,22 0,28 0,26 | 0,27 | 0,04 | 0,04

Lasion |9 | 1501 | 40,01 | 001 | 20,01 | 0,03 | 0,05 | 20,01 | 20,02 20,004 | 0,003

0,14 0,13 0,47 0,45 0,21 0,20 0,27 | 0,24 | 0,04 | 0,04

Sham 8 +0,01 +0,01 | +0,02 | +0,02 | +0,01 | +0,01 | +0,01 | £0,02 |+0,005 | +0,005

0,14 0,14 0,47 0,49 0,22 0,22 0,26 | 0,24 | 0,03 | 0,04

Kontrolle | 8 { 15 005 | +0.01 | 20,02 | 0,02 | 20,01 | 0,02 | 0,02 | 40,02 | 0,003 | 20,005

Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion), scheinlasionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl. Es bestanden in keiner
Region signifikante Unterschiede zwischen den Lasionsgruppen sowie zwischen der rechten
und linken Hirnhalfte innerhalb der Gruppen.
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Bei der Auswertung der Myelinisierung traten in keiner der ausgewerteten Regionen
signifikante Unterschiede zwischen rechter und linker Hirnhalfte innerhalb der
Gruppen auf (alle_Gruppen: p>0,074; gepaarter t-Test; Tab.6). Fur die weitere

Auswertung zwischen den Gruppen wurden deshalb die Werte flr beide

Hemispharen jeder Region zusammengefasst.

Tab.6: Myelinisierung im Stratum lacunosum moleculare (lac mol), Stratum radiatum (rad)
und Stratum oriens (oriens) des Hippocampus sowie in der basolateralen (BLA) und lateralen
Amygdala (LA) in der rechten und linken Hemisphare

Myelinisierung (%)
Lasions- | Tier-

lac mol | lac mol rad rad | oriens | oriens| BLA BLA LA LA
gruppe | zahl . . . . .

rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links

18,81 18,10 9,78 8,27 | 12,72 | 11,00 | 15,15 | 12,72 | 14,70 | 13,86
Lasion |9 1 181 | +211 | +1,.89 | +1,95 | +1.38 | +2,00 | 3,27 | +3.02 | +3.55 | +2.76

31,97 | 30,67 | 21,32 | 21,97 | 24,96 | 23,84 | 26,47 | 23,92 | 27,36 | 23,21
Sham 8

+1,25 | +1,27 | +1,53 | £2,38 | £1,66 | £2,01 | £2,85 | £3,50 | £3,75 | +4,16

31,22 | 32,76 | 27,55 | 28,28 | 27,57 | 28,46 | 27,74 | 25,24 | 25,90 | 23,76

Kontrolle | 8 {1150 | +1.30 | 2222 | 42,26 | 2227 | 174 | +1.34 | 12,45 | +1,84 | 2,64

Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion), scheinlasionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl. Innerhalb der Gruppen
bestanden in keiner Region signifikante Unterschiede zwischen der rechten und linken
Hirnhalfte.

Bei der Auswertung der Myelinisierung ergab sich ein Lasionseffekt in allen
ausgemessenen Regionen (lac_mol: F,24=28,458, p<0,001; rad: F;24=25,696,
p<0,001; oriens: F224=23,511, p<0,001; BLA: F224=6,617, p=0,006; LA: F2,4=4,422,
p=0,024; one-way ANOVA). Ein post hoc Test zeigte, dass lasionierte Ratten im
Vergleich zu Sham und Kontrollratten in allen Regionen eine signifikante Reduktion
der Myelinscheide aufwiesen (p<0,05; Abb.30). Abb.31/32 zeigen reprasentative
histologische Bilder der ausgemessenen Hirnregionen bei jeweils einem |asionierten

Tier, einem Sham und einem Kontrolltier.
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Abb.30: Myelinisierung im Stratum lacunosum moleculare (lac mol), Stratum radiatum (rad)
und Stratum oriens (oriens) des Hippocampus sowie in der basolateralen (BLA) und lateralen
Amygdala (LA). Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-l&sionierten (Lasion, n=9,
weiBe Balken), scheinlasionierten (Sham, n=8, karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle,
n=8, schwarze Balken). Signifikante Unterschiede zu Ibotenat-lasionierten Ratten sind durch
Sterne gekennzeichnet (*p<0,05; one-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).
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Abb.31: Histologische Darstellungen myelinisierter Fasern im rechten Hippocampus jeweils
einer Ibotenat-lasionierten (Lasion; A), scheinlasionierten (Sham; B) und Kontrollratte
(Kontrolle; C). Dargestellt sind coronale Gehirnschnitte des dorsalen Hippocampus in der
Ebene 3,5 mm posterior von Bregma (A:/B1/C+). A2/Bo/C, sind VergréBerungen aus dem
jeweils in A1/B4+/C1 markierten Bereich. Beim Vergleich der Aufnahmen zeigte sich im Stratum
lacunosum moleculare, im Stratum radiatum und im Stratum oriens eine Reduktion der
Myelinscheide bei Ibotenat-lasionierten Ratten im Vergleich zu scheinlasionierten und
Kontrollratten.

Kalibrierbalken: A1/B1/C+: 400 um; Ao/B,/Co: 100 um
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Abb.32: Histologische Darstellungen myelinisierter Fasern in der rechten Amygdala jeweils
einer Ibotenat-lasionierten (L&sion; A), scheinldsionierten (Sham; B) und Kontrollratte
(Kontrolle; C). Dargestellt sind coronale Gehirnschnitte der Amygdala in der Ebene 2,8 mm
posterior von Bregma (A:/B1/C+). Ax3/B23/Css sind VergroBerungen aus den jeweils in
A,/B4/Cy markierten Bereichen der basolateralen (BLA; A./B,/C,) und lateralen Amygdala
(LA; As/Bs/Cs3). Beim Vergleich der Aufnahmen zeigte sich in beiden Regionen eine Reduktin
der Myelinscheide bei Ibotenat-l&sionierten Ratten im Vergleich zu scheinlasionierten und
Kontrollratten.

Kalibrierbalken: A1/B1/C+: 400 um; A.3/B2.3/Cs3: 100 um
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3.1.3 Zahlung der Parvalbumin-immunreaktiven Interneurone

PVr-Interneurone wurden in der Pyramidenzellschicht der Regionen CA1 und CA3
des HIPP sowie in der BLA und der angrenzenden LA bei neun lasionierten, acht
Sham und acht Kontrollratten an jeweils drei aufeinanderfolgenden Schnitten/Tier
ausgezahlt.

Zunachst wurde das Volumen der ausgewahlten Hirnregionen in beiden
Hemispharen der Lasionsgruppen bestimmt. Es traten innerhalb der Gruppen bei
keiner der ausgemessenen Regionen signifikante Unterschiede zwischen der rechten
und linken Hirnhalfte auf (alle Gruppen: p>0,120; gepaarter t-Test; Tab.7). Fir den
Vergleich zwischen den Gruppen wurden daher die Volumina beider Hemisphéaren

zusammengefasst. Es traten keine signifikanten Unterschiede zwischen lasionierten,
Sham und Kontrollratten hinsichtlich der Volumina der CA1- und CA3-Region sowie
der BLA und LA auf (alle Regionen: F<1,230, p>0,312; one-way ANOVA).

Tab.7: Volumen der CA1- und CA3-Region des Hippocampus sowie der basolateralen (BLA)
und lateralen Amygdala (LA) in der rechten und linken Hemisphéare

Volumen (mm3)

CA1 CA1 CA3 CA3 BLA BLA LA LA
gruppe |zahl | \ochts | links | rechts | links | rechts | links | rechts | links

Lasions- | Tier-

0,12 0,11 0,10 0,10 0,23 0,24 0,05 0,06

Lasion | 9 | 1901 | =001 | +0,003| 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02
042 | 042 | 040 | 042 | 026 | 024 | 005 | 005
Sham 8 | +0004| 001 | 001 | 001 | 001 | 2002 | +0002| +0,006

012 | 012 | 011 011 023 | 023 | 004 | 005
Kontrolle | 8 | 1901 | +0,01 | 001 | 001 | 002 | =002 | +0.004| +0,007

Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-l&sionierten (L&sion), scheinlé@sionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl. Es bestanden in keiner
Region signifikante Unterschiede zwischen den Lasionsgruppen sowie zwischen der rechten
und linken Hirnhalfte innerhalb der Gruppen.
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Nach Zahlung der PVr-Interneurone konnte mit Hilfe des zuvor ausgemessenen
Volumens die Interneuronendichte bestimmt werden. Beim Vergleich der Mittelwerte
der PVr-Interneuronendichte (Interneurone/mm?) traten in keiner der ausgewerteten
Regionen signifikante Unterschiede zwischen rechter und linker Hirnhalfte innerhalb
der Gruppen auf (alle Gruppen: p>0,139; gepaarter t-Test; Tab.8). Fir die weitere

Auswertung wurden deshalb die Werte fir beide Hemispharen jeder Region

zusammengefasst.

Tab.8: Dichte Parvalbumin-immunreaktiver (PVr) Interneurone in der CA1- und CA3-Region
des Hippocampus sowie in der basolateralen (BLA) und lateralen Amygdala (LA) in der
rechten und linken Hemisphare

oL . PVr-Interneuronendichte (Interneurone/mms)
Lasions- | Tier-

CA1 CA1 CA3 CA3 BLA BLA LA LA
gruppe | zahl rechts | links | rechts | links | rechts | links |rechts | links
587,02 | 594,81 | 696,97 | 697,56 | 332,10 | 331,93 | 245,25 | 247,96
Lasion 9 | 446,08 | +39,.42 | +61,92 | +63,19 | +35,62 | +39,38 | +37,38 | +36,35
926,76 | 1027,97 | 753,68 | 735,57 | 423,94 | 411,13 | 345,43 | 281,26
Sham 8 | 453,71 |+106,74| +32,33 | +4510 | +27,67 | +33,19 | +19,55 | +43,93
960,80 | 945,38 | 884,34 | 843,05 | 466,56 | 520,41 | 310,14 | 307,91
Kontrolle | 8 | 194098 | +7545 | +138,21 | 89,40 | +62,36 | +51,67 | +53,62 | +57,69

Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion), scheinlasionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl. Innerhalb der Gruppen
bestanden in keiner Region signifikante Unterschiede zwischen der rechten und linken
Hirnhalfte.

Bei der Auswertung der PVr-Interneuronendichte ergab sich ein Lasionseffekt in der
CA1-Region des Hippocampus sowie in der BLA (CA1: F224=13,018, p<0,001; BLA:
F204=4,265, p=0,027; one-way ANOVA), nicht jedoch in der CA3-Region und der LA
(CAS3: F224=1,357, p=0,278; LA: F224=2,001, p=0,159; one-way ANOVA). Ein post
hoc Test zeigte, dass lasionierte Ratten in der CA1-Region und der BLA eine
signifikant geringere PVr-Interneuronendichte aufwiesen als Kontrollratten (p<0,05).
In der CA1-Region trat zusatzlich eine Reduktion gegeniber Sham Ratten auf
(p<0,05; Abb.33). Abb.34/35 zeigen reprasentative histologische Bilder der
ausgezahlten Hirnregionen bei jeweils einem lasionierten Tier, einem Sham und

einem Kontrolltier.
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Abb.33: Dichte der Parvalbumin-immunreaktiven (PVr)-Interneurone in der CA1- und
CA3-Region des Hippocampus sowie in der basolateralen (BLA) und lateralen Amygdala
(LA). Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion, n=9, weiBe Balken),
scheinlasionierten (Sham, n=8, karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle, n=8, schwarze
Balken). Signifikante Unterschiede zu Ibotenat-lasionierten Ratten sind durch Sterne
gekennzeichnet (*p<0,05; one-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).
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Abb.34: Histologische Darstellungen von Parvalbumin-immunreaktiven (PVr)-Interneuronen
im rechten Hippocampus jeweils einer Ibotenat-asionierten (L&sion; A), scheinlasionierten
(Sham; B) und Kontrollratte (Kontrolle; C). Dargestellt sind coronale Gehirnschnitte des
dorsalen Hippocampus in der Ebene 3,5 mm posterior von Bregma (A/B1/C+). Az.3/B23/Cs.3
sind VergréBerungen aus den jeweils in A,/B/Cy markierten Bereichen der CA1- (A,/B,/C,)
und CA3- (As/B3/C3) Region des Hippocampus. Beim Vergleich der Aufnahmen zeigte sich in
der CA1-, nicht jedoch in der CA3-Region des Hippocampus eine reduzierte Dichte der
PVr-Interneurone bei lbotenat-lasionierten Ratten im Vergleich zu scheinlasionierten und
Kontrollratten.

Kalibrierbalken: A1/B1/C1: 400 um; A2.3/Bg.3/C2.3: 25 um
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Abb.35: Histologische Darstellungen von Parvalbumin-immunreaktiven (PVr)-Interneuronen
in der rechten Amygdala jeweils einer Ibotenat-l&sionierten (L&sion; A), scheinlasionierten
(Sham; B) und Kontrollratte (Kontrolle; C). Dargestellt sind coronale Gehirnschnitte der
Amygdala in der Ebene 2,8 mm posterior von Bregma (Ai/Bi/Cq). As3/B23/Co3 sind
VergrdéBerungen aus den jeweils in A;/B1/C; markierten Bereichen der basolateralen (BLA;
A./Bo/C,) und lateralen Amygdala (LA; As/Bs/Cs). Beim Vergleich der Aufnahmen zeigte sich
in der BLA, nicht jedoch in der LA eine reduzierte Dichte der PVr-Interneurone bei
Ibotenat-lasionierten Ratten im Vergleich zu Kontrollratten.

Kalibrierbalken: A;/B1/C+: 400 um; Az.3/Bo3/Co3: 25 um
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3.2 Lernverhalten im 8-Arm Radial Maze

3.2.1 Belohnte Alternation

Wahrend der belohnten Alternation ohne zeitliche Verzégerung, die bei den Tieren
der VG | durchgefiihrt wurde, traten bei keinem der aufgezeichneten Parameter
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen auf. Nach Einflgen einer
Verzégerung von 30 sec zwischen den Armeintritten war die Leistung bei l&sionierten
Ratten im Vergleich zu Kontrollratten jedoch reduziert.

Die Auswertung der Daten der belohnten Alternation ohne Verzégerung mittels
one-way ANOVA ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen lasionierten,
Sham und Kontrollratten hinsichtlich der Anzahl der Tage bis zum Erreichen des
Lernkriteriums sowie der Zeit, die fur die Lésung der Aufgabe benétigt wurde (Tab.9).
Die Anzahl der Gesamtfehler, WME und PE an den zehn Versuchstagen insgesamt
war ebenfalls bei allen Gruppen ahnlich (alle Parameter: F<1,404, p>0,267; Abb.36).

Nach dem Einfligen einer zeitlichen Verzdgerung von 30 sec zwischen den einzelnen
Armeintritten erhéhte sich die Zeit, die zur Lésung der Aufgabe bendtigt wurde, bei
den lasionierten Ratten im Vergleich zu Kontrollratten (F224=5,172, p=0,014; one-way
ANOVA, post-hoc Tukey t-Test p<0,05; Tab.9). Zusatzlich zeigten lasionierte Ratten
signifikant mehr Gesamtfehler an den zehn Versuchstagen als Kontrollen
(F2,24=4,098; p=0,031; one-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test p<0,05). Da sich die
Anzahl der WME zwischen den Gruppen nicht signifikant unterschied (F,24=2,487,
p=0,106), war dieser Anstieg hauptsachlich auf eine Erhdhung der PE
zurickzufihren (F224=6,077; p=0,008; one-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test
p<0,05; Abb.36). Es traten jedoch auch nach Einfligen einer Verzégerung keine
signfikanten Unterschiede zwischen den Lasionsgruppen hinsichtlich der Anzahl der
Tage, die benétigt wurde, um das Lernkriterium zu erreichen auf (Fz24=1,793,
p=0,190; one-way ANOVA; Tab.9). Bei keinem Parameter konnten signifikante
Unterschiede zwischen Sham und Kontrollratten sowie zwischen l&sionierten und
Sham Ratten beobachtet werden (p>0,05).
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Tab.9: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf das
rdumliche Lernen im 8-Arm Radial Maze wéahrend einer belohnten Alternationsaufgabe mit
und ohne zeitlicher Verzégerung

Verzégerung: 0 sec Verzégerung: 30 sec
Parameter Lasion Sham Kontrolle | Lasion Sham Kontrolle
n=9 n=8 n=8 n=9 n=8 n=8

Kriterium [Tage] | 5,22+0,40 | 6,50+1,30 | 4,63+0,42| 7,33%+1,47 | 6,13+0,58 4,63+0,53

Zeit [min] 15,98+2,34 | 17,68+7,43 | 13,98+2,37 | 61,61+9,04* | 59,21+£7,11 |50,55+5,13

Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion), scheinlasionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl. Dargestellt ist die Anzahl
der Tage bis zum Erreichen des Lernkriteriums sowie die Zeit, die insgesamt zur Lésung der
Aufgabe benétigt wurde. Signifikante Unterschiede zwischen lbotenat-lasionierten und
Kontrollratten sind durch Sterne gekennzeichnet (*p<0,05; one-way ANOVA, post hoc
Tukey t-Test).
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Abb.36: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf das
raumliche Lernen im 8-Arm Radial Maze wéahrend einer belohnten Alternationsaufgabe mit
und ohne zeitlicher Verzégerung. Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-lasionierten
(Lasion; n=9; weiBe Balken), scheinlasionierten (Sham; n=8; karierte Balken) und
Kontrollratten (Kontrolle; n=8; schwarze Balken). Dargestellt ist die Anzahl der Gesamtfehler
(Fehler; A), Arbeitsgedachtnisfehler (WME; B) und Perseverationsfehler (PE; C). Signifikante
Unterschiede zwischen |botenat-lasionierten und Kontrollratten sind durch Sterne
gekennzeichnet (*p<0,05; one-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).



Ergebnisse 99

FUr die Auswertung der prozentualen Haufigkeit der gelaufenen Winkel zwischen den
Armbesuchen wurden die Werte der 90°, 135° und 180° Winkel zusammengefasst
und mit denen der 45°-Winkel verglichen, um die Explorationsstrategie zu erfassen
(egozentrisch [45°-Winkel] versus allozentrisch [andere Winkel]). Alle Ratten
bevorzugten unabhangig von der Verzégerung jeweils den benachbarten Arm, also
45°-Winkel.

Eine two-way ANOVA ergab einen signifikanten Effekt fir den Faktor Winkel
(ohne Verzdgerung: Fi49=724,122, p<0,001; mit Verzégerung: F149=315,657,

p<0,001), nicht jedoch fir den Faktor L&sion (ohne Verzdgerung: F»49=0,396,

p=0,678; mit Verzdgerung: F»49=0,384, p=0,685) oder die Interaktion zwischen

diesen beiden Faktoren (ohne Verzdégerung: F»49=0,331, p=0,727; mit Verzégerung:

F249=1,314, p=0,289). Eine post hoc Analyse zeigte, dass sowohl bei lasionierten als
auch bei Sham und Kontrollratten bevorzugt 45° Winkel auftraten (p<0,05; Abb.37A).

Zusétzlich wurden bei allen Gruppen alle Arme des Maze mit gleicher Haufigkeit
aufgesucht, so dass keine Bevorzugung einzelner Arme zu beobachten war. Die
Auswertung mit einer two-way ANOVA ergab weder einen signifikanten Unterschied
fir die Faktoren Arme (ohne Verzdgerung: F7199=1,446, p=0,191; mit Verzdgerung:
F7.199=1,497, p=0,172) und L&sion (chne Verzdgerung: Fz199=0,110, p=0,896; mit
Verzégerung: F2199=0,089, p=0,916) noch fir die Interaktion zwischen diesen

Faktoren (ohne Verzégerung: Fi4,199=1,067, p=0,392; mit Verzégerung: F14,199=0,764,
p=0,707; Abb.37B).
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Abb.37: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter L&sionen des entorhinalen Cortex
auf die angewendete Strategie im 8-Arm Radial Maze wahrend einer belohnten
Alternationsaufgabe mit und ohne zeitlicher Verzégerung. Daten sind Mittelwerte + S.E.M.
von |botenat-lasionierten (Lasion, n=9, weiBe Balken), scheinldsionierten (Sham, n=8,
karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle, n=8, schwarze Balken). Dargestellt ist die
prozentuale Haufigkeit gelaufener Winkel zwischen den Armbesuchen (A) sowie die
prozentuale Haufigkeit der Eintritte in die einzelnen Arme des 8-Arm Radial-Maze (B).
Signifikante Unterschiede zwischen den Winkeln sind durch Sterne gekennzeichnet
(*p<0,05; two-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).

3.2.2 Egozentrisches Lernen

Waéhrend der egozentrischen Lernaufgabe, die mit den Tieren der VG |l durchgeflhrt
wurde, war bei lasionierten Ratten im Vergleich zu Sham und Kontrollratten die
WM-, nicht aber die RM-Leistung reduziert. Eine one-way ANOVA ergab einen
signifikanten Lasionseffekt hinsichtlich der Anzahl der WRME (F» 25=6,569, p=0,006),
WPE (F225=5,530, p=0,011) und WRME+WPE (F225=7,377, p=0,003) sowie der Zeit,
die zur Lésung der Aufgabe bendtigt wurde (F225=4,477, p=0,023). Eine post hoc
Analyse zeigte, dass lasionierte Tiere signifikant mehr WRME, WPE und
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WRME+WPE machten als Sham und Kontrollratten (p<0,05; Abb.38). Zusatzlich
bendtigten lasionierte Ratten daflrr signifikant mehr Zeit als Kontrollratten (p<0,05)
und tendenziell mehr Zeit als Sham Ratten (p=0,08; Tab.10). Neonatale Lasionen
hatten jedoch keinen Einfluss auf die Anzahl der Tage bis zum Erreichen des
Kriteriums sowie auf die Anzahl der RME, PE und PE+WPE (alle Parameter:
F<1,342, p>0,281; one-way ANOVA; Abb.38/Tab.10).

Tab.10: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf das
Erlernen einer egozentrischen Strategie im 8-Arm Radial Maze

Parameter Lasion Sham Kontrolle

n=9 n=8 n=9
Kriterium [Tage] 12,67£2,10 11,88+1,25 9,22+1,14
Zeit [min] 200,49+5,94* 182,3446,33 178,81+4,41

Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-l&sionierten (L&sion), scheinlésionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl. Dargestellt ist die Anzahl
der Tage bis zum Erreichen des Lernkriteriums sowie die Zeit, die insgesamt zur Lésung der
Aufgabe benétigt wurde. Signifikante Unterschiede zwischen lbotenat-lasionierten und
Kontrollratten sind durch Sterne gekennzeichnet (*p<0,05; one-way ANOVA, post hoc
Tukey t-Test).
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Abb.38: Effekte neonataler lbotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf das
Erlernen einer egozentrischen Strategie im 8-Arm Radial Maze. Daten sind
Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion, n=9, weiBe Balken),
scheinlasionierten (Sham, n=8, karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle, n=9, schwarze
Balken). Dargestellt ist die Anzahl der Langzeitgedachtnisfehler (RME; A),
Perseverationsfehler (PE; B), wiederholten Langzeitgedachtnis- (WRME; C) und
Perseverationsfehler (WPE; D), sowie der Summe aus WRME und WPE (E) und aus WPE
und PE (F). Signifikante Unterschiede zu Ibotenat-lasionierten Ratten sind durch Sterne
gekennzeichnet (*p<0,05, one-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).
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3.2.3 Allozentrisches Lernen

Bei der allozentrischen Orientierung, die mit den Tieren der VG Il durchgefiihrt
wurde, hatten neonatale Lasionen des EC ebenfalls einen Einfluss auf die
WM-Leistung wahrend das RM nicht betroffen war. Eine one-way ANOVA ergab
einen Lasionseffekt hinsichtlich der Anzahl der WRME (F;25=5,456, p=0,011), WPE
(F2,28=3,712, p=0,038) und WRME+WPE (F,25=5,549, p=0,010) sowie der Zeit, die
zur Lésung der Aufgabe benétigt wurde (F228=6,936, p=0,004). Eine post hoc
Analyse zeigte, dass lasionierte Tiere signifikant mehr WPE als Kontrollratten und
signifikant mehr WRME und WRME+WPE als Sham und Kontrollratten machten
(p<0,05; Abb.39). Zusatzlich bendtigten lasionierte Ratten zur Lésung der Aufgabe
signifikant mehr Zeit als Sham und Kontrollratten (p<0,05; Tab.11). Neonatale
Lasionen hatten jedoch keinen Einfluss auf die Anzahl der Tage bis zum Erreichen
des Kriteriums sowie die Anzahl der RME, PE und PE+WPE (alle Parameter:
F<2,159, p>0,136; one-way ANOVA; Tab.11/Abb.39).

Tab.11: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf das
Erlernen einer allozentrischen Strategie im 8-Arm Radial Maze

Parameter Lasion Sham Kontrolle
n=10 n=10 n=9
Kriterium [Tage] 15,60+1,98 14,20+1,97 16,33%1,51
Zeit [min] 193,52+7,33 175,30+4,06* 166,23+2,96*

Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion), scheinlasionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl. Dargestellt ist die Anzahl
der Tage bis zum Erreichen des Lernkriteriums sowie die Zeit, die insgesamt zur Lésung der
Aufgabe bendtigt wurde. Signifikante Unterschiede zu Ibotenat-lasionierten Ratten sind
durch Sterne gekennzeichnet (*p<0,05; one-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).
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Abb.39: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf das
Erlernen einer allozentrischen Strategie im 8-Arm Radial Maze. Daten sind
Mittelwerte + S.E.M.  von Ibotenat-lasionierten  (Lasion, n=10, weiBe Balken),
scheinlasionierten (Sham, n=10, karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle, n=9,
schwarze Balken). Dargestellt ist die Anzahl der Langzeitgedachtnisfehler (RME; A),
Perseverationsfehler (PE; B), wiederholten Langzeitgedachtnis- (WRME; C) und
Perseverationsfehler (WPE; D), sowie der Summe aus WRME und WPE (E) und aus WPE
und PE (F). Signifikante Unterschiede zu Ibotenat-lasionierten Ratten sind durch Sterne
gekennzeichnet (*p<0,05, one-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).
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3.3 Motivation in einem progressive ratio Test der operanten
Konditionerung

3.3.1 Progressive ratio Test

Der PR Test wurde mit den VG | — Ill durchgeflihrt. Zunachst erfolgte die Auswertung
fir die einzelnen VG. Da bei allen VG ahnliche Behandlungseffekte auftraten,
wurden die Daten anschlieBend zusammengefasst.

Wahrend des Trainings waren alle Ratten gleichermaBen in der Lage das
Hebeldricken zu erlernen. Ein Vergleich der Anzahl der Hebeldriicke am letzten
Trainingstag ergab weder bei VG I, Il und Ill noch nach Zusammenfassen der drei
VG einen signifikanten Unterschied zwischen lasionierten, Sham und Kontrollratten
(alle VG: F<2,338, p>0,115; one-way ANOVA; Tab.12).

Tab.12: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
Anzahl der Hebeldrlicke am letzten Trainingstag einer operanten Konditionierung

Versuchsgruppe Versuchsgruppe Versuchsgruppe Versuchsgruppen
[ Il 11} -1

Lasion | Sham | Kontr | Lasion | Sham | Kontr | Ldsion | Sham | Kontr | Lasion | Sham | Kontr
n=9 n=8 n=8 n=9 n=8 n=9 n=10 | n=10 | n=9 n=28 | n=26 | n=26

Hebel- | 293,7 | 327,4 | 338,4| 352,0 | 354,6 | 356,7 | 346,9 | 370,1 | 347,9] 331,4 | 352,2 | 348,0
dricke| £12,9 | £17,1 | +16,1| 24,7 | £19,6 | £26,8 | £27,2 | £26,8 | +20,0 | +13,7 | £13,0 | £12,2

Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion), scheinlasionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontr) der jeweils angegebenen Tierzahl. Dargestellt sind die Daten der
Versuchsgruppen |, Il und Il sowie die zusammengefassten Daten der Versuchsgruppen
| — 1ll. Es traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Lasionsgruppen auf.
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Waéhrend des PR Tests wiesen die lasionierten Ratten eine deutlich schlechtere
Leistung als die Sham und Kontrollratten auf. Dies war durch eine Reduktion des
breakpoint sowie der kumulativen Hebeldruckrate charakterisiert. Eine one-way
ANOVA ergab hinsichtlich des breakpoint bei allen VG einen signifikanten
Unterschied zwischen den Lé&sionsgruppen (VG I: F»24=6,829, p=0,005; VG II:
F225=10,969, p<0,001; VG Ill: F228=4,673, p=0,018; VG | — Ill: Fz79=21,511,
p<0,001). Ein post hoc Test zeigte, dass bei allen VG eine signifikante Reduktion des
breakpoint bei lasionierten Ratten im Vergleich Kontrollratten auftrat (p<0,05). Bei
den VG Il und Il sowie bei den zusammengefassten Daten der VG | — Il trat
zuséatzlich eine signifikante Reduktion gegentber Sham Ratten auf (p<0,05),
wahrend sich bei der VG | lediglich eine Tendenz zu einer Reduktion zeigte
(p=0,067; Abb.40).
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Abb.40: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf den
breakpoint in einem progressive ratio Test. Alle Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von
Ibotenat-l&sionierten (Lasion; weiBe Balken), scheinlasionierten (Sham; karierte Balken) und
Kontrollratten (Kontrolle; schwarze Balken) der jeweils angegebenen Tierzahl. Teilabbildung
A zeigt Daten der Versuchsgruppen |, 1l und |lll, Teilabbildung B zeigt die
zusammengefassten Daten der Versuchsgruppen | — lll. Signifikante Unterschiede zu
Ibotenat-l&sionierten Ratten sind durch Sterne gekennzeichnet (*p<0,05; one-way ANOVA,
post hoc Tukey t-Test).
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Desweiteren trat bei allen VG in Abh&ngigkeit von der jeweiligen Phase des Tests ein
signifikanter Unterschied zwischen den Lasionsgruppen hinsichtlich der kumulativen
Hebeldruckrate auf. Eine two-way ANOVA ergab einen signifikanten Effekt fur die
Faktoren Lasion (VG I: F2374=7,999; p=0,002; VG II: F2389=4,502, p=0,022; VG llI:
F2434=4,630, p=0,009; VG | — lll: F51199=16,793, p<0,001), und Phase (VG I:
F14374=97,809; p<0,001; VG ll: Fy4389=63,601, p<0,001; VG lll: Fy4434=110,707,
p<0,001; VG | — Ill: Fq41199=254,928, p<0,001) sowie fur die Interaktion zwischen
diesen Faktoren (VG I: Fag374=6,712; p<0,001; VG lI: Fg389=3,739, p<0,001; VG llI:
Fos.434=2,874, p<0,001; VG | — lll: F2g1199=11,588, p<0,001). Eine post hoc Analyse
ergab bei lasionierten Ratten der VG | eine signifikante Reduktion der kumulativen
Hebeldruckrate gegenltber Kontrollratten ab Phase sechs des Tests und zusatzlich
gegenlber Sham Ratten ab Phase acht. Bei der VG Il trat eine Reduktion im
Vergleich zu Kontrollratten ab Phase neun und im Vergleich zu Sham Ratten ab
Phase 13 auf. Lasionierte Ratten der VG Il zeigten ab Phase sieben signifikant
weniger Hebeldrlcke als Kontrollratten und ab Phase 12 weniger als Sham Ratten.
Nach Zusammenfassen der VG traten signifikante Unterschiede zwischen
lasionierten und Kontrollratten ab Phase finf und zwischen lasionierten und Sham
Ratten ab Phase sechs auf. Zusatzlich war die kumulative Hebeldruckrate bei Sham
Ratten im Vergleich zu Kontrollen in Phase 12, 13 und 15 reduziert (p<0,05; Abb.41).
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Abb.41: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
kumulative Hebeldruckrate in einem progressive ratio Test. Daten sind Mittelwerte £ S.E.M.
von Ibotenat-lasionierten (Lasion; Kreise), scheinldsionierten (Sham; Quadrate) und
Kontrollratten (Kontrolle; Dreiecke) der jeweils angegebenen Tierzahl. Teilabbildung A zeigt
Daten der Versuchsgruppen I, Il und Ill, Teilabbildung B zeigt die zusammengefasste
Daten der Versuchsgruppen | — lll. Signifikante Unterschiede zwischen Ibotenat-l&sionierten
und Kontrollratten sind durch Sterne gekennzeichnet (*), Unterschiede zwischen
Ibotenat-lasionierten und scheinlasionierten Ratten durch Kreise (°) und Unterschiede
zwischen scheinlésionierten und Kontrollratten durch Kreuze (*p<0,05; two-way ANOVA,
post hoc Tukey t-Test).

3.3.2 Futter-Praferenz Test

Nach Abschluss des PR Tests wurde die Futter-Praferenz aller Tiere bestimmt.
Neonatale L&sionen des EC hatten keinen Einfluss auf die Futter-Praferenz. Alle
Tiere bevorzugten die Caseinpellets. Eine two-way ANOVA ergab einen signifikanten
Effekt fir den Faktor Futter (VG I|: Fq40=71,579, p<0,001; VG II: F;51=95,981,
p<0,001; VG lll: F157=199,151, p<0,001; VG | — Ill: Fy,159=330,603, p<0,001), jedoch
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nicht flr den Faktor Lasion (alle VG: F<0,729, p>0,492) oder die Interaktion zwischen
diesen Faktoren (alle VG: F<0,920, p>0,403). Eine post hoc Analyse zeigte, dass der
Caseinpelletkonsum im Vergleich zum Laborfutterkonsum erhéht war (p<0,05;
Abb.42). Hinsichtlich des Gesamtfutterkonsums gab es ebenfalls bei keiner VG
Unterschiede zwischen lasionierten, Sham und Kontrollratten (alle VG: F<0,709,
p>0,501; one-way ANOVA; Abb.42).
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Abb.42: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter L&sionen des entorhinalen Cortex auf die
Futter-Praferenz. Alle Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (L&sion;
weiBe Balken), scheinlasionierten (Sham; karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle;
schwarze Balken) der jeweils angegebenen Tierzahl. Teilabbildung A zeigt Daten der
Versuchsgruppen |, Il und lll, Teilabbildung B zeigt die zusammengefassten Daten der
Versuchsgruppen | — lll. Neonatale L&sionen hatten keinen Einfluss auf die Futter-Préferenz
und den Gesamtfutterkonsum.
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3.4 Lokomotorische Aktivitat in der Aktivitatsbox

3.4.1 Lokomotorische Aktivitat in verschiedenen Entwicklungsstadien

Die lokomotorische Aktivitat wurde bei den VG | — Il gemessen. Zunachst erfolgte
die Auswertung fir die einzelnen VG. Da bei allen VG ahnliche Behandlungseffekte
auftraten, wurden anschlieBend die Daten zusammengefasst.

Neonatale Ibotenat-induzierte Lasionen hatten bei keiner VG einen Einfluss auf
die lokomotorische Aktivitat. Weder an PND 35, noch an PND 56 oder bei adulten
Ratten zeigte sich ein Unterschied zwischen lasionierten, Sham und Kontrollratten.
Die Lokomotion stieg jedoch bei allen Ratten mit zunehmendem Alter an. Eine
two-way ANOVA ergab einen signifikanten Unterschied fir den Faktor Alter
hinsichtlich des =zurlickgelegten Weges, der Aktivitdt und der Haufigkeit des
Aufrichtens (VG lweq: F2,74=27,208, p<0,001; VG llweq: F2,77=7,309, p=0,002;
VG Illweq: F2,86=18,456, p<0,001; VG | — lllweq: F2,239=47,003, p<0,001; VG lawivitat:
F274=25,554, p<0,001; VG lawivita: F2,77=3,573, p=0,036; VG llakivitar: F2,86=15,933,
p<0,001; VG | — akiivitat: F2,239=26,656, p<0,001; VG lautrichten: F2,74=10,889, p<0,001;
VG llautrichten: F277=3,920 p=0,027; VG lausrichten: F2,86=10,625, p<0,001;
VG | — Ilautrichten: F2239=12,216, p<0,001). Die Zeit, die in der Mitte der Aktivitatsbox

verbracht wurde, war in den verschiedenen Entwicklungsstadien bei VG I, Il und
VG | — Il signifikant unterschiedlich (VG I: F»74=5,876, p=0,005; VG IlI: F;g6=4,553,
p=0,015; VG | — lll: Fo039=6,313, p=0,002), nicht jedoch bei VG Il (F277=2,013,

p=0,145). Bei keinem der Parameter ergab die two-way ANOVA einen signifikanten
Effekt fir den Faktor Lasion (alle VG und Parameter: F<3,066, p>0,052) und die
Interaktion zwischen den Faktoren Alter und Lasion (alle VG und Parameter:
F<1,937, p>0,107). Lediglich bei Adulten war die Zeit, die in der Mitte der

Aktivitatsbox verbracht wurde, bei lasionierten Ratten im Vergleich zu Sham und

Kontrollratten tendenziell erhdht (p=0,052). Eine post hoc Analyse zeigte einen
Anstieg der lokomotorischen Aktivitat bei adulten Ratten im Vergleich zu
prapubertaren und jung-adulten Ratten (p<0,05; Abb.43/Tab.13).
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Tab.13: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
lokomotorische Aktivitat an postnatal Tag 35 (PND 35), postnatal Tag 56 (PND 56) und bei
adulten Ratten

Versuchsgruppe | Versuchsgruppe Il Versuchsgruppe I
Tag | Lasion | Sham | Kontr |Lasion Sham | Kontr | Lasion | Sham | Kontr
n=9 n=8 n=8 n=9 n=8 n=9 n=10 n=10 n=9

Parameter

A PND35| 65,04 | 80,83 | 92,43 |[107,49 | 120,04 | 93,03 | 9843 | 90,46 | 103,87
+6,35 | +14,40 | +1627 | 7,58 | +12,65 | 12,52 | +579 | +10,41 | +13,73
Weg [PND56| 8543 | 109,98 | 109,26 | 103,40 | 119,49 | 111,93 | 9824 | 8586 | 96,82
[m] +16,67 | +14,86 | +20,67 | +21,00 | +6,10 | #10,07 | +9,65 | +10,05 | 14,03
Adult | 179,07 | 187,23 | 165,05 | 159,14 | 127,83 | 140,16 | 142,46 | 141,11 | 137,54
+27,36*° | £10,87*° | £17,31*%| £9,53*° | +4,73*7 | +11,26*° [ +14,01*° | £12,24*° | +14,72*°

B PND35| 407 | 507 | 564 | 7,15 | 7,58 | 624 | 659 | 595 | 657
1035 | 082 | 4084 | 044 +085 | 074 | +053 | 0,73 | 0,69

Aktivitat [pND56 [ 5,01 610 | 583 | 627 | 627 | 562 | 559 | 468 | 500
[min] +0,70 | #0,69 | #0,77 | #0,65 | +1,07 | 0,52 | +046* | +0,57° | +0,74"

Adult 7,86 9,16 7,85 765 | 6,29 6,99 7.30 7.23 6,97
+0,64*° | +0,38*° | +0,75*°°| 40,29 | +0,19 | 0,42 | +0,47* | +0,49* | +0,52*

(o) PND35| 36,22 | 62,00 | 6575 | 87,89 | 99,50 | 79,56 | 76,30 | 70,20 | 77,00
+6,50 | +1575 | +12,57 | +10,27 | +11,72 | +16,34 | 4510 | +14,80 | +12,20
Aufrichten [BNDB6 [ 63,11 | 74,00 | 78,38 | 64,22 | 7325 | 51,22 | 46,20 | 3590 | 4589

[n] +18,38 | +12,29 | £19,27 |+11,63"| +6,95" | +8,23" | +8,49" | +6,60" | +9,98"
Adult | 112,33 | 116,00 | 111,75 | 94,44 | 70,63 | 77,22 78,4 65,80 | 79,33
+15,69° | +15,18° | +23,47° | 12,75 | +8,86 | +11,16 | +15,03* | +9,26* | +14,82*

D PND35| 20,89 | 17,00 | 1575 | 29,11 | 28,50 | 34,67 | 33,60 | 30,30 | 46,44
Zeit +545 | +570 | +477 | +4,82 | +9,49 | +1282 | +720 | +7,73 | +16,44
inder |PND56| 40,67 | 51,00 | 1950 | 41,22 | 32,63 | 31,00 | 30,90 | 11,00 | 34,56

+16,22 | +17,11 | +11,04 | 17,54 | +16,14 | +1430 | +18,59 | +3,55 | +18,59

Adult | 121,56 | 73,75 | 50,88 | 144,67 | 27,63 | 47,22 75,9 39,00 | 42,78

+67,38*C | +20,19*° | £10,68*° | 74,42 | +3.89 | +12,86 | +31,18* | +13,33* | +9,67*

Mitte

[sec]

Daten sind Mittelwerte = S.E.M. von Ibotenat-l&sionierten (L&sion), scheinlasionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontr) der jeweils angegebenen Tierzahl. Dargestellt ist die gelaufene
Gesamtdistanz (Weg; A), die Aktivitat (B), die Haufigkeit des Aufrichtens (C) sowie die Zeit, die
in der Mitte der Aktivitdtsbox verbracht wurde (D), der Versuchsgruppen I, Il und Ill.
Signifikante Unterschiede zwischen PND 35 und Adult sind durch Sterne gekennzeichnet (*),
Unterschiede zwischen PND 56 und Adult durch Kreise (°) und Unterschiede zwischen
PND 35 und PND 56 durch Kreuze ('p<0,05 two-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).
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Abb.43: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
lokomotorische Aktivitat an postnatal Tag 35 (PND 35), postnatal Tag 56 (PND 56) und bei
adulten Ratten. Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (L&sion, weiBe
Balken), scheinlasionierten (Sham, karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle, schwarze
Balken) der jeweils angegebenen Tierzahl. Dargestellt ist die gelaufene Gesamtdistanz
(Weg; A), die Aktivitat (B), die Haufigkeit des Aufrichtens (C) sowie die Zeit, die in der Mitte

der Aktivitatsbox

verbracht

wurde

(D), der

zusammengefassten

Daten

der

Versuchsgruppen | — lll. Signifikante Unterschiede zwischen PND 35 und Adult sind durch
Sterne gekennzeichnet (*), Unterschiede zwischen PND 56 und Adult durch Kreise (°) und
Unterschiede zwischen PND 35 und PND 56 durch Kreuze (p<0,05; two-way ANOVA, post

hoc Tukey t-Test).
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3.4.2 Lokomotorische Aktivitat nach Apomorphin

Die lokomotorische Aktivitdt vor und nach akuter Gabe von APO wurde bei den
Tieren der VG Il gemessen. Wahrend der Habituation sowie nach Vehikel-Injektion
(Asc) traten bei keinem der aufgezeichneten Parameter signifikante Unterschiede
zwischen lasionierten, Sham und Kontrollratten auf. APO induzierte einen Anstieg
der lokomotorischen Aktivitat, der bei den l&sionierten Ratten besonders stark
ausgepragt war. Eine two-way ANOVA ergab bei allen Parametern einen
signifikanten  Effekt fir den Faktor Behandlung (Habituation/Vehikel-
Behandlung/APO-Behandlung; Weq: F37.987=42,152, p<0,001; Aktivitat:
F37.987=64,488, p<0,001; Aufrichten: Fs7957=21,190, p<0,001; Zeit: F379s7=16,267,
p<0,001). Die Auswertung der Gesamtdistanz und der Aktivitat, nicht aber die der
Haufigkeit des Aufrichtens und die der Zeit, die in der Mitte der Aktivitatsbox
verbracht wurde, ergab zusétzlich eine signifikante Interaktion zwischen den
Faktoren Behandlung und Lé&sion (Weq: Frs4987=1,858, p<0,001; Aktivitat:
F74987=1,784, p<0,001; Aufrichten: F7495,=0,908, p=0,695; Zeit: F74957=0,448,
p=1,000). Die ANOVA zeigte bei keinem der Parameter einen signifikanten

Unterschied flr den Faktor Lasion (alle Parameter: F<1,796, p>0,188). Ein folgender

post hoc Test ergab, dass die gelaufene Gesamtdistanz, die Aktivitat und die Zeit, die
in der Mitte der Aktivitadtsbox verbracht wurde, nach APO-Injektion im Vergleich zu
Vehikel-Injektion und der Habituationsphase erhéht war (p<0,05). Im Gegensatz
dazu reduzierte sich das zu Beginn der Habituation auftretende Aufrichtverhalten im
Verlauf des Versuches kontinuierlich bei allen Gruppen und wurde auch durch APO
nicht erneut gesteigert. Die gelaufenen Gesamtdistanz sowie die Aktivitat war bei
lasionierten Ratten nach der Behandlung mit APO hdéher als bei Sham und
Kontrollratten (p<0,05; Abb.44).
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Abb.44: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
lokomotorische Aktivitdt wahrend der Habituation (Hab, keine Substanz), nach
Vehikel-Injektion (Asc, 1 ml/kg) und nach Apomorphin Behandlung (APO, 0,5 mg/kg). Daten
sind Mittelwerte + S.E.M von Ibotenat-lasionierten (Lasion, n=9, Kreise), scheinlasionierten
(Sham, n=8, Quadrate) und Kontrollratten (Kontrolle, n=9, Dreiecke). Dargestellt ist die
gelaufene Gesamtdistanz (Weg; A), die Aktivitat (B), die Haufigkeit des Aufrichtens (C) sowie
die Zeit, die in der Mitte der Aktivitdtsbox verbracht wurde (D). Signifikante Unterschiede
zwischen Ibotenat-lasionierten und Kontrollratten sind durch Sterne gekennzeichnet (*),
Unterschiede zwischen Ibotenat-lasionierten und scheinlasionierten Ratten durch Kreise
(°p<0,05; two-way ANOVA, post hoc Tukey t-Test).
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3.5 Sensorimotorische Informationsverarbeitung

3.5.1 Prapulsinhibition der akustisch ausgelosten Schreckreaktion

Bei der Bestimmung der PPl wurden drei verschiedene Prapulsintensitaten
eingesetzt (64, 68 und 72 dB). Da bei den unterschiedlichen Prapulsintensitaten
keine Unterschiede zwischen VG I, Il und Ill auftraten, wurden die Daten zusétzlich
zu der Einzelauswertung zusammengefasst.

Neonatale Lasionen des EC hatten keinen Einfluss auf die PPI. Eine two-way
ANOVA ergab bei keiner VG einen signifikanten Unterschied fir den Faktor Lasion
(alle VG: F<0,378, p>0,690) und die Interaktion zwischen den Faktoren Lasion und
Prapuls (alle VG: F<0,408, p>0,802). Es ergab sich jedoch ein signifikanter Effekt flr
den Faktor Prapuls (VG I: F»74=25,157, p<0,001; VG ll: F»77=7,146, p<0,001; VG Ill:
F2.86=6,395, p=0,003; VG | —lll: F5239=29,406, p<0,001). Eine post hoc Test zeigte,
dass die PPI bei allen VG bei einer Prapulsintensitat von 72 dB héher war als bei
einer Intensitat von 64 dB (p<0,05). Zuséatzlich war die PPI bei VG | und VG | — lll bei
72 dB hoher als bei 68 dB und es kam bei VG | — lll zu einem Anstieg der PPI bei
68 dB im Vergleich zu 64 dB (p<0,05; Abb.27). Eine one-way ANOVA ergab auch
nach Zusammenfassen der PPIl-Werte, die bei den unterschiedlichen
Prapulsintensitaten auftraten, keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Lasionsgruppen (alle VG: F<0,934, p>0,610; Abb.45).

Bei der Auswertung der ASR-Amplitude zeigte eine one-way ANOVA ebenfalls
bei keiner VG einen signifikanten Unterschied zwischen lasionierten, Sham und
Kontrollratten (alle VG I: F<0,576, p>0,573; Tab.14).
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Abb.45: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
Prapulsinhibition (PPI) der akustisch ausgeldsten Schreckreaktion bei unterschiedlichen
Prapulsintensitaten. Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion, weiBe
Balken), scheinlasionierten (Sham, karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle, schwarze
Balken) der jeweils angegebenen Tierzahl der Versuchsgruppen I, Il und Ill (A) sowie der
Versuchsgruppen | — Il (B). Signifikante Unterschiede zwischen 72 dB und 64 dB sind durch
Sterne gekennzeichnet (*), Unterschiede zwischen 72 dB und 68 dB durch Kreise (°) und
Unterschiede zwischen 68 dB und 64 dB durch Kreuze (*p<0,05; two-way ANOVA, post hoc
Tukey t-Test).
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Tab.14: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
Amplitude der akustisch ausgeldste Schreckreaktion (ASR)

Versuchsgruppe Versuchsgruppe Versuchsgruppe Versuchsgruppen
| ] i -

Lasion | Sham | Kontr | Lasion | Sham | Kontr | Lasion | Sham | Kontr | Lasion | Sham | Kontr
n=9 n=8 n=8 n=9 n=8 n=9 n=10 n=10 n=9 n=28 n=26 n=26

ASR| 69,82 | 72,48 | 77,18 | 103,52 | 113,01 | 107,71 | 122,67 | 111,67 | 126,54 | 99,53 | 100,02 | 104,84
+14,60 | 15,95 | +14,90 | £28,46 | £20,76 | £16,09 | £20,87 | £21,30 | +23,25 | £12,93 | +11,64 | +11,13

Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-l&sionierten (L&sion), scheinlé@sionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontr) der jeweils angegebenen Tierzahl. Dargestellt sind die Daten der
Versuchsgruppen |, 1l und Il sowie die zusammengefassten Daten der Versuchsgruppen
| —1Il. Neonatale Léasionen des entorhinalen Cortex hatten keinen Einfluss auf die ASR
Amplitude.

3.5.2 Prapulsinhibition der akustisch ausgeléosten Schreckreaktion nach
Apomorphin

Die akuten Wirkungen von APO auf die PPl wurden bei der VG Il mit
zwei verschiedenen Prapulsen getestet. Neonatale Lasionen des EC hatten weder
mit noch ohne APO Behandlung einen Einfluss auf die PPIl. APO reduzierte die PPI
bei lasionierten, Sham und Kontrollratten gleichermaBen. Eine three-way ANOVA
ergab einen signifikanten Unterschied fir die Faktoren Substanz (Fi26=34,191,
p<0,001) und Prapulsintensitat (F126=34,993, p<0,001), nicht aber flir den Faktor
Lasion (F2,26=0,314, p=0,733) sowie die Interaktionen zwischen diesen Faktoren (alle
Interaktionen: F<0,963, p>0,190). Nach Zusammenfassen der PPI-Werte, die bei den
unterschiedlichen Prapulsintensitdten auftraten, ergab eine two-way ANOVA einen
signifikanten Unterschied fir den Faktor Substanz (Fi115=49,126, p<0,001), nicht
jedoch fir den Faktor Lasion (F2115=0,410, p=0,665) und die Interaktion zwischen
diesen Faktoren (F»115=0,273, p=0,762). Ein post hoc Test zeigte, dass APO die
PPl in allen L&sionsgruppen reduzierte (p<0,05). Zusatzlich war die PPl nach
Vehikel-Injektion bei einer Prapulsintensitat von 80 dB in allen Gruppen hdher als bei
einer Intensitdt von 72 dB, nach einer APO-Injektion war dieser Anstieg nur bei
lasionierten Ratten signifikant (p<0,05; Abb.46).
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Abb.46: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter L&sionen des entorhinalen Cortex auf die
Prapulsinhibition (PPI) der akustisch ausgeldsten Schreckreaktion bei unterschiedlichen
Prapulsintensitdten nach Vehikel- (Asc, 1 ml/kg) und nach Apomorphin-Behandlung (APO,
2 mg/kg). Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-l&sionierten (Lasion; n=10; weiBe
Balken), scheinlasionierten (Sham; n=10; karierte Balken) und Kontrollratten (Kontrolle; n=9;
schwarze Balken). Signifikante Unterschiede zwischen Asc- und APO-Injektion sind durch
Sterne gekennzeichnet (*), Unterschiede zwischen 80 dB und 72 dB durch Kreise (°p<0,05;
three-way ANOVA, post hoc t-Test).

Fir die ASR ergab eine two-way ANOVA einen signifikanten Effekt fiir den Faktor
Substanz (F157=13,927, p<0,001), nicht aber fir den Faktor L&sion (F257=0,108,
p=0,898) und die Interaktion zwischen diesen Faktoren (F257=0,129, p=0,880). Eine
post hoc Analyse zeigte, dass APO die ASR-Amplitude bei lasionierten Ratten
signifikant reduzierte (p<0,05). Sowohl bei Sham als auch bei Kontrollratten konnte
hier lediglich eine tendenzielle Reduktion beobachtet werden (Sham: p=0,052;
Kontrolle: p=0,078; Tab.15).
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Tab.15: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
Amplitude der akustisch ausgelésten Schreckreaktion (ASR) nach Vehikel- (Asc) und nach
Apomorphin-Behandlung (APO)

Asc (1 ml/kg) APO (2 mg/kg)
Lasion Sham Kontrolle Lasion Sham Kontrolle
n=10 n=10 n=9 n=10 n=10 n=9
ASR 493,25 440,86 401,84 166,21 185,97 159,00
+147,76* +134,27 +118,04 135,83 132,60 136,92

Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-l&sionierten (L&sion), scheinlé@sionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl. Signifikante Unterschiede
zwischen Asc- und APO-Injektion sind durch Sterne gekennzeichnet (*p<0,05; two-way
ANOVA, post hoc Tukey t-Test).

3.6 Verhalten adulter Ratten nach chronischer

Behandlung

Dizocilpin-

Die Effekte einer chronischen Behandlung mit dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten
Dizocilpin auf die Verhaltensflexibiliat im Cross Maze, die lokomotorische Aktivitat
und die sensorimotorische Informationsverarbeitung wurden bei den Tieren der VG Il
und Il getestet. Eine der Ibotenat-l&sionierten Ratten zeigte bereits wahrend des
Trainings im Cross Maze durch starkes Freezing komplette Immobilitat und wurde
deshalb aus der Wertung genommen.

Ratten, die mit Dizocilpin behandelt wurden, verloren unabhangig vom
Lasionsstatus im Vergleich zu Saline-behandelten Tieren deutlich an Gewicht. Eine
three-way ANOVA ergab einen signifikanten Unterschied fir die Faktoren Substanz
(Dizocilpin/Saline; F145=23,009, p<0,001) und Behandlung (vor Behandlung/nach
Behandlung/1 Woche nach Behandlung; F,45=40,409, p<0,001) sowie flir die
Interaktion zwischen diesen beiden Faktoren (F»45=224,546, p<0,001), nicht aber flr
den Faktor Lasion und die Interaktion zwischen den Faktoren L&sion und
Behandlung, Lasion und Substanz sowie Lasion und Behandlung und Substanz (alle
Faktoren: F<0,450, p>0,288). Ein post hoc Test zeigte, dass eine signifikante
Gewichtsreduktion nur direkt nach der einwéchigen Behandlungsperiode bestand
(p<0,05; Tab.16). Eine Woche (Start  der
Verhaltensversuche) hatten die mit Ratten ihr

Ursprungsgewicht nahezu wieder erreicht, so dass zu diesem Zeitpunkt kein

nach der letzten Injektion

Dizocilpin  behandelten
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signifikanter Unterschied zu den mit Saline behandelten Ratten bestand (p>0,05).
Zusétzlich zu dem Gewichtsverlust zeigten die mit Dizocilpin behandelten Ratten
wahrend der gesamten Behandlungszeit eine starke Ataxie, die eine Woche nach

Beenden der Behandlung nicht mehr zu beobachten war.

Tab.16: Effekte einer chronischen Behandlung mit Dizocilpin auf das Kérpergewicht

Lasion Sham Kontrolle
Korpergewicht [g] | sgaline | Dizocilpin| Saline |Dizocilpin| Saline | Dizocilpin
n=9 n=9 n=8 n=10 n=9 n=9
vor Behandlung 341,90 350,37 335,20 340,33 334,44 347,31
16,03 +10,48 +8,07 +7,35 16,02 16,98
nach Behandlung 371,51 288,37 368,60 282,57 365,83 304,28
16,90 +11,07* +10,28 +9,98* 17,45 16,74*
1 Woche 362,60 341,40 357,13 331,97 357,38 340,31
nach Behandlung 16,43 18,80 +10,66 17,74 +5,97 +6,37

Daten sind Mittelwerte + S.E.M. des Kdérpergewichtes von Ibotenat-lasionierten (L&sion),
scheinlésionierten (Sham) und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl
vor und nach chronischer Dizocilpin-Gabe sowie eine Woche nach der letzten Injektion.
Signifikante Unterschiede zwischen mit Vehikel (Saline) und mit Dizocilpin behandelten
Ratten sind durch Sterne gekennzeichnet (*p<0,05; three-way ANOVA, post hoc t-Test).

3.6.1 Verhaltensflexibilitat im Cross Maze

3.6.1.1 Training

Beim Erlernen einer allozentrischen (allo) und einer egozentrischen (ego) Strategie
war bei lasionierten Tieren die Arbeitsgedachtnis-Komponente betroffen, wahrend
keine Unterschiede zwischen den Gruppen bezlglich des Langzeitgedachtnis sowie
der Perseveration auftraten. Eine two-way ANOVA ergab wahrend des Trainings
beider Strategien hinsichtlich der Anzahl der wiederholten Langzeitgedachtnisfehler
und der Anzahl der Arbeitsgedachtnisfehler insgesamt einen signifikanten
Unterschied fir den Faktor Lasion (WRME;, und WRME+WPE, .. F253=3,266,
p=0,047; WRMEgq: F253=3,971, p=0,025; WRME+WPEg,,: F253=3,385, p=0,042),
nicht aber fir den Faktor Substanz (MK-801/Saline; alle Parameteraiioseqo: F<0,669,

p>0,417) sowie die Interaktion zwischen diesen beiden Faktoren (alle
Parameter,ioseqo: F<0,327, p>0,723). Eine post hoc Analyse zeigte, dass sowohl

unter Anwendung der allozentrischen als auch der egozentrischen Strategie bei



Ergebnisse 121

lasionierten Ratten signifikant mehr WRME und WRME+WPE auftraten als bei
Kontrollratten (p<0,05). Zuséatzlich traten wahrend der egozentrischen Lernaufgabe
bei lasionierten Ratten mehr WRME auf als bei Sham-Ratten (p<0,05; Tab.17D/G).
Eine two-way ANOVA ergab hinsichtlich der Anzahl der Langzeitgedachtnisfehler,
der Anzahl der Tage bis zum Erreichen des Lernkriteriums sowie der Zeit, die zur
Lésung der Aufgabe bendtigt wurde, bei keiner der beiden Strategien einen
signifikanten Unterschied flr die Faktoren L&sion (alle Parameterajoseqo: F<2,758,

p>0,073) und Substanz (alle Parameteraioeqo: F<0,313, p>0,578) sowie fir die
Interaktion zwischen diesen beiden Faktoren (alle Parameteraioieqo: F<1,405,
p>0,255; Tab.17A-C). Da die egozentrische nach der allozentrischen Aufgabe erlernt
wurde, konnte hier auch die Anzahl der Perseverationsfehler und der wiederholten
Perseverationsfehler bestimmt werden. Eine two-way ANOVA ergab wéahrend des
egozentrischen Trainings weder hinsichtlich der Anzahl der PE noch der WPE einen
signifikante Unterschied fur die Faktoren Lasion (alle Parametereq: F<2,417,

p>0,100) und Substanz (alle Parametereq,: F<0,117, p>0,734) sowie fur die

Interaktion zwischen diesen Faktoren (alle Parameterey,: F<0,123, p>0,885;
Tab.17E/F).
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Tab.17: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf das

Erlernen einer allozentrischen und egozentrischen Aufgabe im Cross Maze

Lasion Sham Kontrolle
Parameter Training Saline | Dizocilpin | Saline | Dizocilpin | Saline | Dizocilpin
n=9 n=9 n=8 n=10 n=9 n=9
A Lern- Allozentrisch 6,89 6,44 6,25 6,40 5,78 5,89
Kriterium +0,31 +0,48 10,34 10,34 10,40 +0,42
[Tage] Egozentrisch 6,56 7,00 6,13 6,20 5,78 6,33
10,34 +0,55 10,35 10,44 10,66 +0,29
B Zeit Allozentrisch 36,46 28,82 23,11 32,82 29,57 24 .43
[min] 18,90 14,93 15,86 16,44 +10,51 16,25
Egozentrisch 10,50 25,94 12,10 22,18 19,87 14,18
10,88 +10,70 +1,05 14,35 18,86 +1,49
C RME Allozentrisch 15,00 14,56 14,50 14,30 12,89 13,56
[n] +1,92 +4,97 +1,94 10,80 +1,49 +1,60
Egozentrisch 10,00 7,67 6,88 6,70 5,78 8,00
+1,18 +1,58 +1,30 +1,28 +1,70 +0,97
D WRME Allozentrisch 5,78 6,00 3,75 4,10 3,11 3,56
[n] +0,74 +1,82 +1,05 10,64 +0,39" +1,09*
Egozentrisch 4,33 4,67 2,25 2,30 1,56 3,00
+0,97 +1,28 | +0,92* | +0,82" +0,77* | +0,55"
E PE Allozentrisch | | |} 1 | 1
[n]
Egozentrisch 10,33 10,33 7,88 8,40 7,67 8,22
+1,48 +1,70 +1,13 +1,01 +1,53 +0,50
F WPE Allozentrisch | |} 1 | |
[n]
Egozentrisch 7,89 7,89 6,75 7,60 5,44 5,11
+1,53 +1,06 10,90 +1,11 +1,70 +0,72
G WRME |Allozentrisch 5,78 6,00 3,75 4,10 3,11 3,56
+WPE +0,74 +1,82 +1,05 10,64 +0,39" +1,09*
[n] Egozentrisch 12,22 12,56 9,00 9,90 7,00 8,11
2,41 +1,85 +1,52 +1,57 +2,39% +1,10%

Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von Ibotenat-l&sionierten (L&sion), scheinlésionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl, die spater mit Dizocilpin
oder Vehikel (Saline) behandelt wurden. Dargestellt sind die Anzahl der Tage, die bis zum
Erreichen des Lernkriteriums bendtigt wurden (A), die Zeit, die zur Lésung der Aufgabe
bendtigt wurde (B), die Anzahl der Langzeitgedachtnisfehler (RME; C), Perseverationsfehler
(PE; E), der wiederholten Langzeitgedachtnis- (WRME; D) und Perseverationsfehler (WPE;
F) sowie der Summe aus WRME und WPE (G). Signifikante Unterschiede zu Ibotenat-
lasionierten Ratten sind durch Sterne gekennzeichnet (*p<0,05; two-way ANOVA, post hoc

Tukey t-Test).
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3.6.1.2 Wechsel zwischen den gelernten Strategien

Nach dem Erlernen der allozentrischen und egozentrischen Strategie sollten die
Ratten nun jeweils nach dem Erreichen des Lernkriteriums zwischen den beiden
Strategien wechseln. Die Leistung in beiden Testformen sowie die
Verhaltensflexibilitdt beim Wechseln wurden vor und nach einer chronischen
Dizocilpin-Behandlung gemessen.

Vor der chronischen Behandlung mit Dizocilpin war bei lasionierten Tieren, wie
auch im schwieriger zu lésenden 8-Arm Radial Maze Test, sowohl bei der
allozentrischen als auch bei der egozentrischen Lernaufgabe die WM-Komponente
beeintrachtigt, wahrend keine Defizite des RM auftraten. Zusatzlich erreichten diese
Tiere das Lernkriterium spater als Sham und Kontrollratten. Eine two-way ANOVA
ergab hinsichtlich der Anzahl der Tage bis zum Erreichen des Lernkriteriums
(Kriterium), der Anzahl der WPE und der WRME+WPE einen signifikanten
Unterschied fur den Faktor Lasion (Kriteriumai: F253=3,208, p=0,049; Kriteriumego:
F253=5,594, p=0,007; WPEao: F253=5,119, p=0,010; WPEeq,: F253=4,057, p=0,024;
WRME+WPE,io: F253=4,714, p=0,014; WRME+WPEgy,: F253=4,655, p=0,014), nicht

aber die Interaktion zwischen den Faktoren Lasion und Substanz (alle

Parameteraio:eqo: F<1,003, p>0,374). Da die Einteilung der Substanz-Gruppen unter
Berlcksichtigung der im Cross Maze wahrend des Trainings erbrachten Leistung
erfolgte, trat vor der Behandlung mit Dizocilpin wie erwartet fir den Faktor Substanz
kein signifikanter Unterschied auf (alle Parameteraioeqo: F<0,505, p>0,481). Eine
post hoc Analyse zeigte, dass bei lasionierten Ratten bei beiden Strategien mehr
WPE und WRME+WPE auftraten als bei Kontrollratten (p<0,05). Zusatzlich machten
lasionierte Ratten bei der allozentrischen Lernaufgabe signifikant mehr WPE
(p<0,05) und tendenziell mehr WRME+WPE (p=0,052) als Sham Ratten. Bei der
egozentrischen Aufgabe waren lasionierte Tiere lediglich tendenziell schlechter als
Sham Ratten (WPE: p=0,060; WRME+WPE: p=0,057; Abb.47B/C). Lé&sionierte
Ratten erreichten das Lernkriterium bei der allozentrischen Aufgabe tendenziell

spater als Sham (p=0,098) und Kontrollratten (p=0,072), wahrend hingegen bei der
egozentrischen Aufgabe lasionierte Tiere das Kriterium signifikant spater erreichten
als Sham und Kontrollratten (p<0,05; Tab.18A). Fir alle anderen gemessenen
Parameter ergab eine two-way ANOVA weder wahrend der allozentrischen noch
wahrend der egozentrischen Lernaufgabe signifikante Unterschiede fir die
Faktoren Lasion (Zeit, RME, WRME, PE,io.eq0: alle F<3,162, p>0,051), Substanz
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(Zeit, RME, WRME, PEgioieqo: alle F<0,980, p>0,327) oder fir die Interaktion
zwischen Lasion und Substanz (Zeit, RME, WRME, PE jo.eq0: alle F<2,244, p>0,117;
Tab.18B-D/Abb.47A).

Die chronische Behandlung mit Dizocilpin bewirkte bei der allozentrischen

Lernaufgabe (allonsen) bei keiner Gruppe eine LeistungseinbuBe. Bei der
egozentrischen Aufgabe verschlechterte Dizocilpin die Leistung bei allen Gruppen
gleichermaBen. Zusatzlich war beim Umlernen von der allozentrischen (allonacn) auf
die egozentrische (egonach) Strategie die Leistung lasionierter Tiere im Vergleich zu
Sham und Kontrollratten reduziert. Bei dem darauffolgenden Wechsel von der
egozentrischen zur allozentrischen (allowgn) Strategie trat bei allen Gruppen ein
Anstieg der Arbeitsgedachtnisfehler insgesamt (WRME+WPE) auf. Eine two-way
ANOVA ergab bei allonach keinen signifikanten Unterschied flr die Faktoren Lasion
(Zeit, RME, WRME, PE, WPE, WRME+WPE: alle F<2,968, p>0,078) und Substanz
(Zeit, RME, WRME, PE, WPE, WRME+WPE: alle F<3,048, p>0,087) sowie fir die
Interaktion zwischen diesen beiden Faktoren (Zeit, RME, WRME, PE, WPE,
WRME+WPE: F<1,664, p>0,177; Tab.18/Abb.47). Hinsichtlich des Lernkriteriums trat
ein signifikanter Unterschied fir den Faktor Lasion auf (F253=5,528, p=0,007). Es
ergab sich jedoch kein Unterschied fir den Faktor Substanz (Fi53=3,505, p=0,067)
oder die Interaktion zwischen diesen beiden Faktoren (F,s3=1,061, p=0,354). Ein

post hoc Test zeigte, dass lasionierte Ratten signifikant mehr Tage bendtigten, um
das Kriterium zu erreichen, als Kontrollratten (p<0,05) und das Kriterium tendenziell
spater erreichten als Sham Ratten (p=0,052; Tab.18A). Beim Umlernen auf die
egozentrische Lernaufgabe zeigte sich hinsichtlich des Lernkriteriums und der Anzahl
der PE, WPE sowie WRME+WPE ein signifikanter Unterschied flr den Faktor Lasion
(PE: F253=6,397, p=0,003; WPE: F,53=4,321, p=0,019; WRME+WPE: F,53=5,852,
p=0,005; Kriterium: F;53=4,679, p=0,014). Bei der Anzahl der WPE und
WRME+WPE, nicht aber beim Lernkriterium und der Anzahl der PE, trat zusatzlich
ein signifikanter Unterschied fir den Faktor Substanz auf (PE: F453=0,001, p=0,937;
WPE: Fq53=10,355, p=0,002; WRME+WPE: F{53=12,501, p<0,001; Kriterium:
F153=0,071, p=0,791). Keiner dieser Parameter zeigte eine signifikante Interaktion

zwischen Lé&sion und Substanz (alle Parameter: F<1,017, p>0,369). Eine post hoc
Analyse zeigte, dass lasionierte Ratten mehr PE und WRME+WPE als Sham und
Kontrollratten machten (p<0,05; Abb.47A/C). In Bezug auf das Lernkriterium und die
Anzahl der WPE trat ein signifikanter Anstieg nur gegentiber den Kontrollratten auf
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(p<0,05), wahrend hingegen bei lasionierten Ratten im Vergleich zu Sham Ratten
lediglich tendenziell mehr WPE auftraten (p=0,065; Tab.18A/Abb.47B). Zusatzlich
induzierte die Behandlung mit Dizocilpin einen Anstieg der WPE und WRME+WPE
(p<0,05). Bei allen anderen aufgezeichneten Parametern ergab sich wahrend der
egozentrischen Aufgabe nach Behandlung mit Dizocilpin kein signifikanter
Unterschied fir die Faktoren Lé&sion (Zeit, RME, WRME: F<2,095, p>0,134) und
Substanz (Zeit, RME, WRME: F<1,668, p>0,203) oder die Interaktion zwischen
diesen Faktoren (Zeit, RME, WRME: F<1,726, p>0,189; Tab.18). Beim Umlernen von

der egozentrischen auf die abschlieBend nochmals durchgefiihrte allozentrische

Strategie (allowgn) zeigte eine two-way ANOVA hinsichtlich der Anzahl der
WRME+WPE einen signifikanten Unterschied fir den Faktor Substanz (F1 53=4,708,
p=0,035), nicht jedoch fir den Faktor Lasion (F253=1,083, p=0,347) oder die
Interaktion zwischen diesen beiden Faktoren (F253=0,085, p=0,918). Zusatzlich
ergab sich bei der Auswertung des Lernkriteriums ein signifikanter Unterschied fir
den Faktor Lasion (Fzs53=4,138, p=0,022), nicht aber fur den Faktor Substanz
(F153=2,004, p=0,163) oder die Interaktion zwischen diesen Faktoren (F2s3=1,861,
p=0,167). Eine post hoc Analyse zeigte einen Anstieg der Anzahl der WRME+WPE
nach Behandlung mit Dizocilpin im Vergleich zu Saline-Behandlung (p<0,05;
Abb.47C). Desweiteren bendtigten lasionierte Ratten signifikant mehr Tage, um das
Kriterium zu erreichen, als Kontrollratten (p<0,05; Tab.18A). Bei allen anderen
Parametern traten, wie auch bei allonach, keine signifikanten Unterschiede fir den
Faktor Lasion (Zeit, RME, WRME, PE, WPE: alle F<2,968, p>0,061) und Substanz
(Zeit, RME, WRME, PE, WPE: alle F<3,962, p>0,052) sowie fir die Interaktion
zwischen diesen Faktoren auf (Zeit, RME, WRME, PE, WPE.: alle F<0,738, p>0,483;
Tab.18/Abb.47).
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Abb.47: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
Leistung in einer allozentrischen sowie egozentrischen Lernaufgabe im Cross Maze
mit und ohne chronische Dizocilpin Behandlung. Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von
Ibotenat-lasionierten (Lasion), scheinlasionierten (Sham) und Kontrollratten (Kontr) der
jeweils angegebenen Tierzahl vor und nach chronischer Behandlung mit Dizocilpin oder
Vehikel (Saline). Dargestellt ist die Anzahl der Perseverationsfehler (PE, A) wiederholten
Perseverationsfehler (WPE, B) sowie die Summe aus wiederholten Langzeitgedachtnis- und
Perseverationsfehlern (WRME+WPE, C). Signifikante Unterschiede zwischen Ibotenat-
lasionierten und Kontrollratten sind durch Sterne gekennzeichnet (*), Unterschiede zwischen
Ibotenat- und scheinlasionierten Ratten durch Kreise (°p<0,05; two-way ANOVA, post hoc
Tukey t-Test). Signifikante Unterschiede zwischen mit Saline behandelten und mit Dizocilpin
behandelten Tieren sind durch Quadrate gekennzeichnet (®p<0,05; two-way ANOVA, post
hoc Tukey t-Test).
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Tab.18: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
Leistung in einer allozentrischen sowie egozentrischen Lernaufgabe im Cross Maze mit und
ohne chronische Dizocilpin Behandlung

Lasion Sham Kontrolle
Parameter Test Saline | Dizocilpin| Saline | Dizocilpin| Saline | Dizocilpin

n=9 n=9 n=8 n=10 n=9 n=9

A Lern- vor Behandlung 6,56 6,33 5,50 5,40 5,22 5,56
Kriterium | @llozentrisch +0,34 0,71 0,42 0,45 40,40 +0,38
[Tage] vor Behandlung 5,56 5,22 4,38 4,70 4,89 4,56
egozentrisch +0,30*°| +0,28*°| +0,26 +0,30 | +0,26 | +0,18

nach Behandlung 6,00 6,00 4,75 5,40 4,22 5,33
allozentrisch 10,44 +0,47* 0,16 0,43 +0,36 +0,29

nach Behandlung 5,67 5,11 4,38 4,90 4,33 4,11

egozentrisch +0,62* +0,35* 0,26 40,31 +0,33 +0,31

nach Behandlung 5,67 5,78 5,38 5,30 4,22 5,33
allozentrisch wdh +0,47* +0,52* +0,18 +0,21 +0,22 +0,17

B Zeit vor Behandlung 10,50 8,87 7,39 9,10 8,53 7,63
[min] allozentrisch 0,88 0,88 0,82 0,79 +0,95 +0,57
vor Behandlung 6,85 8,56 5,70 7,44 6,57 5,87
egozentrisch +0,38 +2,35 +0,82 +1,63 +0,80 +1,07

nach Behandlung 8,65 7,31 6,31 8,17 7,74 6,73
allozentrisch +1,14 +0,77 0,75 +0,84 +1,45 +0,48

nach Behandlung 7,03 6,07 4,25 6,17 5,06 5,21
egozentrisch 0,54 0,68 0,34 +1,03 +0,57 +1,06

nach Behandlung 6,51 6,44 5,21 6,27 5,21 5,48
allozentrisch wdh +0,67 +0,66 +0,16 0,51 +0,29 10,25

C RME vor Behandlung 4,33 4,11 3,25 3,50 3,67 4,00
n] allozentrisch 0,75 +1,32 +0,68 10,75 10,82 10,76
vor Behandlung 3,22 3,44 2,13 2,10 2,22 2,44

egozentrisch +0,85 +1,13 +0,81 +0,57 +0,88 0,50

nach Behandlung 3,22 3,78 2,00 2,70 1,78 3,11

allozentrisch +0,57 +0,85 40,42 0,50 0,49 +0,68

nach Behandlung 2,22 2,11 1,13 2,40 1,44 1,56

egozentrisch +0,60 +0,48 +0,40 +0,76 0,44 +0,48

nach Behandlung 2,00 2,22 2,50 2,30 1,78 1,78

allozentrisch wdh +0,50 0,57 +0,50 0,72 0,32 0,68

D WRME |vor Behandlung 0,33 0,11 0,25 0,30 0,33 0,11
[n] allozentrisch 0,17 40,11 0,25 10,15 0,17 40,11
vor Behandlung 0,78 0,89 0,50 0,30 0,22 0,00

egozentrisch +0,28 0,54 0,27 10,15 10,22 40,00

nach Behandlung 0,56 0,09 0,25 0,50 0,00 0,33
allozentrisch +0,34 +0,42 +0,25 10,34 0,00 10,24

nach Behandlung 0,56 0,67 0,00 0,60 0,11 0,22

egozentrisch 10,24 10,29 +0,00 0,40 40,11 10,22

nach Behandlung 0,22 0,56 0,00 0,50 0,22 0,89

allozentrisch wdh +0,15 10,18 +0,00 10,22 10,15 +0,66

Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von Ibotenat-lasionierten (Lasion), scheinlasionierten (Sham)
und Kontrollratten (Kontrolle) der jeweils angegebenen Tierzahl vor und nach
chronischer Behandlung mit Dizocilpin oder Vehikel (Saline). Dargestellt ist die Anzahl
der Tage bis zum Erreichen des Lernkriteriums (A), die Zeit, die zur Lésung der Aufgabe
bendtigt wurde (B), sowie die Anzahl der Langzeitgedachtnisfehler (RME; C) und der
wiederholten Langzeitgedachtnisfehler (WRME; D). Signifikante Unterschiede zwischen
Ibotenat-lasionierten und Kontrollratten sind durch Sterne gekennzeichnet (*), Unterschiede
zwischen Ibotenat- und scheinlasionierten Tieren durch Kreise (°p<0,05; two-way ANOVA,
post hoc Tukey t-Test).
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3.6.2 Lokomotorische Aktivitat

Neonatale Ibotenat-induzierte L&sionen des EC hatten keinen Einfluss auf die
lokomotorische Aktivitdt in der Aktivitatsbox. Eine chronische Behandlung mit
Dizocilpin reduzierte die Aktivitat. Eine two-way ANOVA ergab einen signifikanten
Unterschied flir den Faktor Behandlung (vor Behandlung/nach Behandlung)
hinsichtlich des zurlckgelegten Weges, der Aktivitdt und der Haufigkeit des
Aufrichtens  (Weq: F1,107=8,305, p=0,006; Aktivitat: Fq107=10,396, p=0,002;
Aufrichten: F107=15,917, p<0,001), nicht jedoch flir die Zeit, die in der Mitte der
Aktivitatsbox verbracht wurde (F1 107 = 1,896, p = 0,175). Es ergab sich jedoch bei
keinem der gemessenen Parameter ein signifikanter Unterschied fur den Faktor
Lasion (alle Parameter: F<0,819, p>0,542) sowie flir die Interaktion zwischen Lasion

und Behandlung (alle Parameter: F<1,172, p>0,337). Ein post hoc Test ergab, dass

eine chronische Behandlung mit Dizocilpin bei lasionierten Ratten eine signifikante
Reduktion des zuriickgelegten Weges und der Haufigkeit des Aufrichtens bewirkte
(p<0,05). Bei der Aktivitat zeigte sich hier eine starke Tendenz (p=0,051). Bei Sham
Ratten waren der Weg und die Aktivitdt nach der Behandlung mit Dizocilpin ebenfalls
lediglich tendenziell reduziert (Weg: p=0,068; Aktivitat: p=0,099). Bei Kontrollratten
ergab sich durch die Dizocilpin-Gabe eine signifikante Reduktion der Aktivitat und der
Haufigkeit des Aufrichtens (p<0,05). Es zeigte sich jedoch nur eine tendenzielle
Reduktion des zurlickgelegten Weges nach Dizocilpin-Behandlung (Kontrolle:
p=0,052; Abb.48).
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Abb.48: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
lokomotorische Aktivitdt mit und ohne chronischer Dizocilpin Behandlung. Daten sind
Mittelwerte + S.E.M. von mit Vehikel (Saline) oder Dizocilpin behandelten Ibotenat-
lasionierten (Lasion, Saline: n=9, Dizocilpin: n=9), scheinlasionierten (Sham, Saline: n=8,
Dizocilpin: n=10) und Kontrollratten (Kontr, Saline: n=9, Dizocilpin: n=9) jeweils mit
(schwarze Balken) und ohne (weiBe Balken) chronische Behandlung. Dargestellt sind die
gelaufene Gesamtdistanz (Weg; A), die Aktivitat (B), die Haufigkeit des Aufrichtens (C) und
die Zeit, die in der Mitte der Aktivitdtsbox verbracht wurde (D). Signifikante Unterschiede
zwischen vor und nach Behandlung sind durch Sterne gekennzeichnet (*p<0,05; two-way
ANOVA, post hoc Tukey t-Test).
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3.6.3 Sensorimotorische Informationsverarbeitung

Weder eine neonatale Lasion des EC noch eine chronische Behandlung mit
Dizocilpin hatte einen Einfluss auf die PPI. Eine zusatzliche niedrigdosierte akute
Dizocilpin-Injektion reduzierte die PPl bei Sham und Kontrollratten, nicht jedoch bei
l&sionierten Tieren unabhangig von der chronischen Dizocilpin-Behandlung. Eine
three-way ANOVA ergab einen signifikanten Unterschied fir die Faktoren
Behandlung (F3,144=6,762, p<0,001) und Prapulsintensitat (F{144=99,660, p<0,001),
nicht aber flir den Faktor L&sion oder die Interaktion zwischen Behandlung und
Lasion, Prapulsintensitdt und Lasion, Prapulsintensitdt und Behandlung oder
Behandlung und Prépulsintensitat und Lé&sion (alle Faktoren: F<0,856, p>0,517).

Eine post hoc Analyse zeigte, dass eine chronische Behandlung mit Dizocilpin alleine
keinen Einfluss auf die PPI hatte. Eine akute Dizocilpin-Injektion induzierte bei zuvor
chronisch mit Dizocilpin behandelten Sham und Kontrollratten, nicht jedoch bei
l&sionierten Tieren eine signifikante Reduktion der PPI bei einer Prapulsintensitat von
80 dB (p<0,05; Abb.49B). Bei einer Prapulsintensitat von 72 dB zeigte sich nur eine
tendenzielle Reduktion der PPl bei Sham-Ratten (p = 0,094; Abb.49A). Nach
Zusammenfassen der PPI-Werte, die bei den unterschiedlichen Prapulsintensitaten
auftraten, ergab eine two-way ANOVA einen signifikanten Unterschied fiir den Faktor
Behandlung (F3431=10,973, p<0,001), nicht jedoch fir den Faktor Lasion
(Fs.431=0,564, p=0,727) sowie fur die Interaktion zwischen diesen beiden Faktoren
(F15431=1,052, p=0,402). Eine post hoc Analyse zeigte, dass nach akuter
Dizocilpin-Injektion eine signifikante Reduktion der PPl bei zuvor chronisch mit
Substanz behandelten Sham und Kontrollratten sowie bei mit Vehikel behandelten
Kontrollratten auftrat (p<0,05). Ibotenat-lasionierte Tiere zeigten auch nach akuter
Dizocilpin-Injektion kein PPI-Defizit (p>0,05; Abb.49C).

Hinsichtlich der ASR-Amplitude ergab eine two-way ANOVA einen signifikanten
Unterschied fur den Faktor Behandlung (F3215=5,431, p=0,001), jedoch nicht flr den
Faktor Lasion (Fs215=0,913, p=0,480) sowie die Interaktion zwischen diesen beiden
Faktoren (Fi5215=0,245, p=0,998). Eine post hoc Analyse zeigte, dass die ASR vor
der chronischen Behandlung mit Dizocilpin gréBer war als nach akuter Dizocilpin
Injektion (p<0,05; Tab.19).
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Abb.49: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter L&sionen des entorhinalen Cortex auf die
Prapulsinhibition (PPI) der akustisch ausgeldsten Schreckreaktion mit und ohne chronische
Dizocilpin Behandlung sowie mit und ohne zuséatzlicher akuter, niedrigdosierter Gabe von
Dizocilpin. Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von mit Vehikel (Saline) oder Dizocilpin
behandelten Ibotenat-lasionierten (Lasion, Saline: n=9, Dizocilpin: n=9), scheinlasionierten
(Sham, Saline: n=8, Dizocilpin: n=10) und Kontrollratten (Kontr, Saline: n=9, Dizocilpin: n=9)
jeweils vor (ohne Substanz; weie Balken) und nach (Dizocilpin; quergestreifte Balken)
chronischer Behandlung sowie nach zusétzlicher akuter Injektion von Saline
(Dizocilpin/Saline; karierte Balken) oder Dizocilpin (Dizocilpin/Dizocilpin; schwarze Balken).
Dargestellt ist die PPI (%) bei einer Prapulsintensitat von 72 dB (A) und 80 dB (B) sowie
nach Zusammenfassen der Daten beider Prapulsintensitaten (72 + 80 dB; C). Signifikante
Unterschiede zwischen akuter Saline- und Dizocilpin-Injektion sind durch Sterne
gekennzeichnet (*p<0,05; three-way ANOVA, post hoc t-Test; Prapuls 72 + 80 dB: two-way
ANOVA, post hoc Tukey t-Test).
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Tab.19: Effekte neonataler Ibotenat-induzierter Lasionen des entorhinalen Cortex auf die
Amplitude der akustisch ausgeldsten Schreckreaktion (ASR) vor und nach chronischer
Behandlung mit Dizocilpin sowie mit und ohne =zuséatzliche akute, niedrigdosierte
Dizocilpin-Injektion.

Lasion Sham Kontrolle
ASR Saline |Dizocilpin| Saline |Dizocilpin| Saline | Dizocilpin
n=9 n=9 n=8 n=10 n=9 n=9
Ohne Behandlung 316,39 244,43 340,54 328,14 372,88 364,80

+103,65 177,28 +104,76 192,69 +101,15 165,89
Chronische Behandlung| 175,89 150,54 331,37 220,53 315,00 253,72
154,19 135,25 +132,25 153,34 +112,17 +44.68
Chronische Behandlung 167,90 111,26 212,21 201,4 224,56 191,47

+ Saline +56,13 +21,19 | 12852 +43,49 | +72,28 +26,50

Chronische Behandlung| 209,41 217,66 234,30 199,82 219,11 231,50
+ Dizocilpin +31,67 +35,59 +59,67 +33,64 +62,61 +67,05

Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von mit Vehikel (Saline) oder Dizocilpin behandelten
Ibotenat-l&sionierten (L&sion), scheinlasionierten (Sham) und Kontrollratten (Kontrolle) der
jeweils angegebenen Tierzahl jeweils vor und nach chronischer Behandlung sowie nach
zuséatzlicher akuter Injektion von Saline oder Dizocilpin. Es traten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen sowie innerhalb der Gruppen vor und nach chronischer
Behandlung und zusatzlicher akuter Dizocilpin-Injektion auf.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung des EC, einer Region, die den
wichtigsten Eingang in den HIPP von Saugern darstellt und maBgeblich an der
Pathophysiologie der Schizophrenie beteiligt ist, durch eine selektive intracerebrale
Injektion des NMDA-Rezeptor-Agonisten Ibotenat an PND 7 gestért. Dadurch sollte
die Entwicklung des EC, aber auch die Entwicklung nachgeschalteter
Projektionsgebiete (z.B. HIPP, Amygdala) gestért werden. Da Lasionen in einem
frihen Entwicklungsstadium zur Entstehung von Verhaltensstérungen beitragen
kénnen, wurden die Effekte dieser L&sion auf kognitive, motivationale,

lokomotorische und sensorimotorische Leistungen im adulten Tier Uberprift.

4.1 Histologie

4.1.1 Morphologie des entorhinalen Cortex

Neonatale exzitotoxische Lasionen des EC induzierten zwei Tage nach der
bilateralen Injektion von Ibotenat einen Verlust von Neuronen, der von einer Gliose
begleitet war. Bei adulten Tieren war die Lasion als bilaterale narbige Einziehung zu
sehen. Dabei trat ein Verlust des Neuropil und eine Volumenreduktion des EC auf.
Diese Volumenreduktion umfasste einen GroBteil des EC, wobei MEA und LEA
gleichermaBen betroffen waren. Eine Schadigung rostraler, caudaler und lateraler
Randbereiche trat jedoch nicht auf.

Im Gegensatz zu neonatalen Lasionen sind adulte Ibotenat-induzierte Lasionen
des EC durch einen Verlust von Neuronen sowie eine dauerhafte Gliose
gekennzeichnet, die nicht mit der Zeit abgebaut wird [BANNERMAN ET AL., 2001;
GAFFAN ET AL., 2003; POUZET ET AL., 1999]. Bei entsprechender Dosierung sind
hindurchziehender Fasern nicht betroffen [JARRARD, 1989], wahrend nach den in der
vorliegenden Studie induzierten neonatalen Lé&sionen, die durch eine starke
Volumenreduktion gekennzeichnet waren, vermutlich ein Verlust durchziehender
Fasern auftritt. Neonatale Lasionen des EC induzieren somit stéarkere strukturelle
Veranderungen als Lasionen des adulten EC.

Lasionen des adulten Gehirns induzieren in der Regel zahlreiche
Verhaltensdefizite, wahrend hingegen Stérungen des neonatalen Gehirns oft mit der
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Zeit kompensiert werden [KoLB ET AL, 1998; KoLB & CIoE, 2003]. Frihe
Hirnschadigungen kénnen jedoch auch die Entwicklung nachgeschalteter
Hirnregionen negativ beeinflussen und dadurch die Symptomatik im Vergleich zu
Adultlasionen potenzieren oder verandern [Woobs, 1998]. Eine wichtige Funktion
des EC ist die Regulation zahlreicher kognitiver Funktionen, wie z.B. der Akquisition,
der Konsolidierung und des Wiederabrufens von Gedachtnisinhalten [YOUNG ET AL.,
1997; 1zQUIERDO & MEDINA, 1993]. Eine Stérung dieser Funktionen ist durch die
beobachteten strukturellen Veranderungen des EC zu erwarten, sofern diese nicht
von anderen Strukturen Gbernommen werden, die durch die Lasion nicht geschadigt
wurden.

Wéhrend im adulten Gehirn nur direkt die l&sionierte Region zerstért wird, kébnnen
neonatale Lasionen zusatzlich die Neurogenese, die Zellmigration, die
Differenzierung und die Synaptogenese in assoziierten Hirnregionen beeinflussen.
Folge ist eine Fehlentwicklung neuronaler Schaltkreise und Transmittersysteme und
somit eine beeintrachtigte Funktion von vor- und nachgeschalteten Regionen. In
frOheren Studien wurde beispielsweise gezeigt, dass neonatale Lasionen des VH
Verhaltensdefizite induzieren, die durch eine Dysfunktion des mit dieser Struktur
verbundenen PFC erklarbar sind [LIPSKA ET AL., 1993].

Neonatale Lasionen des EC stdéren vermutlich vor allem die Entwicklung der
Fasern des perforant path vom EC zum HIPP, die den wichtigsten Eingang zum
HIPP darstellen. Deshalb ist nach neonatalen Lasionen des EC eine Dysregulation
hippocampaler Funktionen, vor allem des rdumlichen Lernens, zu erwarten.
Zuséatzlich kénnen durch die neonatale L&asion Stérungen in weiteren
Projektionsgebieten des EC auftreten, wie z.B. in der Amygdala und dem NAC. Hier
sind Dysfunktionen motivationaler Prozesse, der lokomotorischen Aktivitat sowie der
sensorimotorischen Informationsverarbeitung zu erwarten. Diese Regionen erhalten
jedoch neben dem EC zusatzlich noch zahlreiche weitere Eingadnge, wodurch eine

Kompensation dieses Funktionsverlustes eher mdglich erscheint.
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4.1.2 Myelinisierung in Projektionsgebieten

Neonatale Lasionen des EC induzierten einen deutlichen Verlust der Myelinscheide
im Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum und Stratum oriens des
dorsalen HIPP sowie in der BLA und der LA. Das Volumen dieser Regionen war
dabei nicht verandert.

Myelin spielt eine wichtige Rolle flr die Stabilisierung der Axone und ist fir eine
effiziente und schnelle Weiterleitung der Aktionspotentiale entlang des Axons
verantwortlich [BAUMANN & PHAM-DINH, 2001; SAVASKAN ET AL., 1999]. Die
Myelinscheide im ZNS wird von Oligodendrozyten gebildet [TKACHEV ET AL., 2003].
Eine Reduktion der Myelinscheide durch neonatale Lasionen des EC kann somit die
Reizweiterleitung stéren und dadurch Dysfunktionen in verschiedenen neuronalen
Schaltkreisen induzieren.

Wahrend der neuronalen Entwicklung bei Ratten erfolgt die Myelinisierung des
perforant path gewdhnlich erst nach der Differenzierung und Reifung der
Oligodendrozyten ab PND 10 [BAUMANN & PHAM-DINH, 2001]. Dieser Prozess ist
wahrend der frihen postnatalen Periode besonders vulnerabel gegenlber Stérungen
[RICE & BARONE, 2000]. Neonatale Lasionen des EC stéren deshalb vermutlich die
Reifung der Oligodendrozyten und beeintrachtigen dadurch die Bildung des Myelins.
Im Gegensatz dazu kommt es nach einer adulten Lasion zu einer Demyelinisierung
bereits bestehender Fasern. Dabei werden Oligodendrozyten vermutlich nicht oder
nur geringflgig beschadigt. Dadurch ist eine Remyelinisierung der betroffenen Axone
moglich. Eine solche Remyelinisierung tritt etwa zehn Tage nach einer adulten
Lasion des EC auf, wodurch etwa 28 Tage nach Induktion der Lasion das
Kontrollniveau wieder erreicht wird [MEIER ET AL., 2004].

Obwohl nach neonatalen Lasionen ein Verlust der Projektionen zum HIPP auftrat
und dieser dadurch von einem GroBteil seiner Eingadnge getrennt wurde, trat kein
vollstandiger Verlust von Myelin im HIPP auf. Die noch vorhandenen Fasern kénnen
zum einen aus Projektionsgebieten stammen, die durch die Lasion nicht betroffen
waren (z.B. aus dem perirhinalen Cortex), zum anderen wurde der EC durch die
neonatale Lasion nicht vollstandig zerstdrt, so dass der HIPP weiterhin einen
geringen Eingang aus den unbeschadigten Randbereichen des EC erhélt.

Zusatzlich wurde die Amygdala ausgewertet, die ein weiteres wichtiges
subcorticales Projektionsgebiet des EC darstellt. Dort induzierten neonatale Lasionen

des EC ebenfalls einen deutlichen Verlust der Myelinscheide. Die Amygdala erhalt
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jedoch neben der Projektion aus dem EC noch zahlreiche weitere Eingédnge. Deshalb
ware zu erwarten gewesen, dass durch diese Verbindungen die Myelinisierung in
dieser Region aufrechterhalten wird. Bisher ist nur wenig Uber die Mechanismen der
Myelinisierung oder die Signale, die diesen komplexen Prozess regulieren, bekannt.
Eine wichtige Rolle spielt hierbei jedoch vermutlich das Myelin-assoziierte
Glykoprotein (MAG), das von Oligodendrozyten exprimiert wird. MAG ist wichtig fur
die Initierung der Myelinisierung im ZNS sowie fir die Interaktion zwischen den
Oligodendrozyten und den Axonen [DAvVIS ET AL., 2003; POLTORAK ET AL., 1987]. Ein
durch die neonatale Lasion induzierter Verlust oder eine Dysfunktion der
Oligodendrozyten beeinflusst somit die MAG-Expression. Ein Verlust von MAG
induziert dann eine Atrophie bereits myelinisierter Axone sowie axonale
Degeneration [YIN ET AL, 1998]. Deshalb kénnen neonatale Lé&sionen des EC
vermutlich Uber die Beeinflussung der MAG-Expression eine Stérung der anderen

Afferenzen zur Amygdala induzieren.

4.1.3 Parvalbumin-immunreaktive Interneurone

Neonatale Lasionen des EC induzierten eine Reduktion GABAerger Interneurone in
der CA1-Region des HIPP sowie in der BLA, nicht aber in der CA3-Region und der
LA. Dies wurde Uber die Zahlung von PVr-Interneuronen und die Bestimmung der
PVr-Interneuronendichte nachgewiesen. GABAerge Interneurone spielen vermutlich
eine wichtige Rolle bei der Regulation hdherer kognitiver Funktionen, wie z.B.
Lernen, Motivation und Aufmerksamkeit [MIETTINEN ET AL., 1993; RAO ET AL., 2000].
Eine Reduktion der PVr-Interneurone durch neonatale Lasionen des EC kann
deshalb Dysfunktionen des WM sowie Defizite der sensorimotorischen
Informationsverarbeitung induzieren, die auf einer Disinhibition exzitatorischer
Neurone aufgrund fehlender GABAerger Hemmung beruhen.

Projektionsneurone und Interneurone sind die wichtigsten zellularen Bestandteile
des cerebralen Cortex. Dabei sind die Projektionsneurone flir die Kommunikation
zwischen corticalen und subcorticalen Strukturen verantwortlich, wahrend hingegen
die Interneurone fir die Verarbeitung von Informationen innerhalb der jeweiligen
Hirnregion zustandig sind [BENES & BERRETTA, 2001]. Ein GroBteil der Interneurone
in cortico-limbischen Kreislaufen ist GABAerg. Diese inhibitorischen Interneurone
kontrollieren die Aktivitat der Projektionsneurone Uber feedback und feedforward
Mechanismen. Innerhalb der feedback Schleife aktiviert eine Axonkollaterale das
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Interneuron, das seinerseits zurtick zum Projektionsneuron projiziert und dadurch
UberschieBende Erregung abmildert. Das Projektionsneuron hemmt somit Uber
diesen Mechanismus seine eigene Aktivitat. Bei einem feedforward Mechanismus
erregen eingehende Axone nicht nur nachgeschaltete Projektionsneurone einer
Region, sondern geben auch Kollateralfasern an zwischengeschaltete Interneurone
ab, die ihrerseits einen hemmenden Einfluss auf das nachgeschaltete
Projektionsneuron ausliben und die eingehende Erregung wieder abschwachen
[BENES & BERRETTA, 2001].

GABAerge Interneurone kénnen in verschiedene Subgruppen unterteilt werden.
Zu den Interneuronen, die das calcium-bindende Protein PV exprimieren, gehdren
die sogenannten Korb- und Kandelaberzellen. Diese Zellen befinden sich in groBer
Anzahl in der Pyramidenzellschicht der CA-Regionen des HIPP und bilden
axo-axonische Synapsen mit dem Initialsegment der Pyramidenzellaxone
(Kandelaberzellen) oder axo-somatische Kontakte mit den Zellkérpern und den
Dendriten der Pyramidenzellen (Korbzellen). Aufgrund der somanahen Lage kénnen
diese inhibitorischen Interneuronentypen die Informationsverarbeitung und
—weiterleitung der Pyramidenzellen besonders stark beeinflussen [BENES &
BERRETTA, 2001; SERESS ET AL., 1993]. Die Dendriten dieser Interneurone verlaufen
zum Stratum radiatum, Stratum lacunosum moleculare und zum Stratum oriens und
erhalten dadurch einen Eingang von allen wichtigen Afferenzen, die zum HIPP
verlaufen. Die GABAergen Interneurone kontrollieren somit sowohl den Eingang als
auch den Ausgang der hippocampalen Projektionsneurone [BLUM & MANN, 2002;
GoLDMAN-RAKIC, 1999]. Der EC beeinflusst als Haupteingangsstruktur des HIPP die
Aktivitat der PVr-Interneurone in besonders starkem AusmaB [KISS ET AL., 1996]. Die
neuronale Aktivitat und Informationsverarbeitung in der Amygdala wird ebenfalls
durch GABAerge Interneurone, die PV exprimieren, reguliert [KEMPPAINEN &
PITKANEN, 2000; MCDONALD & MASCAGNI, 2001]. Im Gegensatz zum HIPP erhalt die
Amygdala jedoch zusatzlich zu dem Eingang aus dem EC zahlreiche weitere
Projektionen aus verschiedenen corticalen und subcorticalen Regionen, die ebenfalls
die Aktivitat der PVr-Interneurone beeinflussen kénnen.

Das GABAerge System entwickelt sich sowohl beim Menschen als auch bei der
Ratte postnatal bis in die friihe Adoleszenz, wobei die inhibitorischen Interneurone an
der Regulation der Migration und Differenzierung hippocampaler Neurone wahrend
der Entwicklung beteiligt sind [SoLBACH & CELIO, 1991]. Die Expression des PV,
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welches vermutlich neuroprotektive Wirkungen besitzt, erfolgt erst nach der Bildung
der Synapsen. Deshalb besteht in der frihen postnatalen Periode ein Zeitfenster, in
dem die unreifen GABAergen Zellen besonders empfindlich auf toxische Schéaden
reagieren [BEASLEY & REYNOLDS, 1997; NITSCH ET AL., 1990; SOLBACH & CELIO, 1991].
Wahrend dieser vulnerablen Periode kénnen neonatale Lasionen des EC durch eine
Stérung des HIPP und anderer subcorticaler Strukturen die Reifung dieser
PV-exprimierenden Zellen in den Endgebieten der entorhinalen Fasern beeinflussen
und infolgedessen Dysfunktionen exzitatorischer Neurone vor allem im HIPP aber
auch in der Amygdala induzieren.

Neonatale Lé&sionen trennen den HIPP von seinem wichtigsten Eingang und
induzieren einen Verlust GABAerger Interneurone. Folge ist eine Reduktion der
inhibitorischen Kontrolle Gber den exzitatorischen Ausgang der Projektionsneurone.
Dabei bewirkt die Disinhibition glutamaterger Neurone zunéchst eine Uberfunktion
der Ausgangsneurone, da der erregende Eingang corticaler, limbischer und
thalamischer Afferenzen ungehemmt weitergegeben wird [ZHANG & REYNOLDS, 2002].
Diese Uberaktivitat induziert dann (iber die Projektionen zu corticalen und limbischen
Arealen sowie in die Basalganglien und die VTA funktionelle Stdérungen in cortico-
limbisch-striato-pallido-pontinen Netzwerken, die mit zahlreichen Verhaltensdefiziten
verbunden sein kénnen [KocH, 2002]. Neonatale Lasionen des EC induzieren
ebenfalls Dysfunktionen der Projektionsbahnen zu anderen subcorticalen Strukturen.
Stellvertretend wurde hier wiederum die Amygdala ausgewertet, die jedoch neben
dem entorhinalen Eingang noch zahlreiche weitere Projektionen erhalt. Ein Verlust
GABAerger Interneurone durch eine Stérung der Afferenzen aus dem EC beeinflusst
deshalb vermutlich die Aktivitdt anderer Eingange und fihrt dadurch zu einer
Verzerrung der aus anderen Strukturen ankommenden Informationen.

Ein Verlust der PV-Immunreaktivitat kdnnte jedoch nicht nur auf einer Reduktion
der Interneuronenzahl sondern ebenfalls auf einer Veranderung der PV-Expression
bei gleichbleibender Zellzahl beruhen [BEASLEY & REYNOLDS, 1997]. In der
vorliegenden Studie kann jedoch nicht zwischen einem Verlust der PVr-Interneurone
und einer Reduktion der PV-Expression ohne Neuronentod unterschieden werden.
Diese Mdglichkeit kann deshalb nicht vollstdndig ausgeschlossen werden.

Eine Zahlung von Neuronen wird in der Regel stereologisch durchgefiihrt. Bei
dieser drei-dimensionalen Z&hlmethode werden alle Zellen, die sich beim
Durchfokussieren der Ebenen scharf stellen lassen, in einem definierten Teilvolumen
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gezahlt. Um Doppelzahlungen zu vermeiden, werden die Zellen der jeweils ersten
Ebene nicht mitgezahlt. In der vorliegenden Studie erfolgte die Zahlung der
PVr-Interneurone jedoch nicht stereologisch. Eine drei-dimensionale Zahlung war
nicht moglich, da die Interneuronendichte sehr gering war und sich die Zellen im
histologischen Schnitt auf einer Ebene befanden. Die hier angewandte Methodik zur
Bestimmung der PVr-Interneuronen ist nicht unproblematisch, da die Gefahr besteht,
dass manche Neurone doppelt gezahlt werden [WEST, 1993; WEST, 1999]. In der
vorliegenden Studie wurde jedoch die Anzahl der PVr-Interneurone nicht nur in
kleinen Teilbereichen der Regionen ermittelt, die dann auf die Gesamtflache
hochgerechnet wurden, sondern jeweils in der gesamten Region durch Zahlung aller
PVr-Interneurone bestimmt. AuBerdem war der Abstand zwischen den ausgezahlten
Schnitten mit 240 pum recht groB, so dass Doppelzahlungen der Interneurone

unwahrscheinlich sind.

4.2 Lernverhalten im 8-Arm Radial Maze

4.2.1. Belohnte Alternation

Bei der belohnten Alternation im 8-Arm Radial Maze, einem Test zur spezifischen
Messung der WM-Kapazitat, trat bei neonatal lasionierten Ratten keine generelle
Stérung des Lernens auf. Es war vielmehr ein einzelner Aspekt des Lernverhaltens
verandert, der abhangig von einer zeitlichen Verzégerung war. Nach Einflgen der
zeitlichen Verzbgerung trat ein selektiver Anstieg der Perseveration auf, ohne die
WM-Leistungen zu beeinflussen. Neonatale Lasionen des EC induzierten jedoch
trotz dieses Defizits nur eine geringfligige Verschlechterung hinsichtlich des
Lernkriteriums, das definiert war als mindestens 80% korrekte Eintritte an mindestens
drei aufeinanderfolgenden Tagen oder mindestens 60% korrekte Eintritte an
mindestens flnf aufeinanderfolgenden Tagen.

Eine von der Verzégerung abhangige Perseveration im Radial Maze, &hnlich der
nach neonatalen L&sionen in der vorliegenden Studie, konnte auch nach adulten
Lasionen des EC beobachtet werden [HOLSCHER & SCHMIDT, 1994; NAGAHARA ET AL.,
1995, POUZET ET AL., 1999]. Es gibt allerdings auch Studien, die keinen Anstieg der
Perseveration nach adulten EC-Lasionen nachweisen konnten [GALANI ET AL., 2002;
KESNER & GILES, 1998; ROTHBLAT ET AL., 1993]. Die Diskrepanz zwischen diesen
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Studien beruht vermutlich auf unterschiedlicher GréBe und Lokalisation der Lasionen
sowie auf dem Einsatz verschiedener Labyrinthaufgaben.

Das Auftreten einer verzégerungsabhangigen Perseveration bei neonatal und
adult lasionierten Ratten liegt vermutlich darin begriindet, dass der EC an der
Aufrechterhaltung sensorischer Informationen tber einen kurzen Zeitraum und damit
an der Uberbriickung zeitlicher Verzdgerungen beteiligt ist. YOUNG ET AL. [1997]
haben gezeigt, dass Neurone des EC wahrend der Verzégerungsphase einer
Gedachtnisaufgabe eine anhaltende Aktivitat aufweisen. Lasionen des EC kdnnen
diese  Aktivitat  verhindern und dadurch zu den beobachteten
verzdgerungsabhangigen Defiziten flhren.

Der EC leitet corticale sensorische Informationen zum HIPP weiter und stellt
dadurch eine wichtige Eingangsstruktur in den neuronalen Kreislauf des
HIPP-Systems dar [WITTER ET AL., 1989]. Neonatale L&sionen des EC kbénnen die
Entwicklung des HIPP beeinflussen, was in der vorliegenden Studie durch eine
Reduktion der Myelinscheide (siehe 4.1.2) sowie der PVr-Interneuronendichte (siehe
4.1.3) im HIPP neonatal l&sionierter Ratten nachgewiesen wurde. Diese strukturellen
Veranderungen fihren vermutlich zu Dysfunktionen der durch den HIPP regulierten
Verhaltensweisen, vor allem des raumlichen Lernens.

Eine Inaktivierung des VH bei adulten Ratten verstarkt die Perseveration in einer
verzdgerten Alternationsaufgabe, wahrend das WM intakt bleibt. Im Gegensatz dazu
bewirkt eine Inaktivierung des dorsalen HIPP ein WM-Defizit ohne die Perseveration
zu verstarken [MARUKI ET AL., 2001]. Somit kann das in der vorliegenden Studie
beobachtete Perseverationsverhalten vermutlich hauptsachlich auf eine veranderte
neuronale Entwicklung des VH zurlckgefihrt werden. Der Einfluss neonataler
Lasionen des EC auf die Entwicklung des dorsalen HIPP scheint deutlich schwacher
zu sein, weswegen hier kein WM-Defizit auftrat.

HOLSCHER und ScHMIDT [1994] interpretierten die verzégerungsabhangigen
Effekte einer adulten EC-Lasion als Folge einer reduzierten Habituation. Sie haben
vermutet, dass diese Ratten sich starker durch unwichtige auBere Reize ablenken
lassen und infolgedessen mehr Fehler machen. Ein charakteristisches Merkmal fir
ein Habituationsdefizit ist allerdings ein Anstieg der lokomotorischen Aktivitat, was
jedoch in der vorliegenden Studie in der Aktivitdtsbox nicht nachgewiesen werden
konnte (siehe 4.5). Deshalb kann das Perseverationsverhalten wahrend der

verzdgerten Alternation nach neonatalen Lasionen in diesem Fall nicht mit einer
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reduzierten Habituationsfahigkeit erklart werden. Zusatzlich deutet die ahnliche
Leistung aller Tiere wahrend der belohnten Alternation ohne zeitlicher Verzégerung
darauf hin, dass eine Unféahigkeit motorische Programme zu unterdriicken sowie eine
Uberreaktion gegeniiber Umweltreizen nicht fir die reduzierte Leistung der neonatal
|asionierten Ratten bei der verzdgerten Version des Tests verantwortlich war. Die
Leistung bei Labyrinthaufgaben kann auch durch ein Motivationsdefizit reduziert
werden. Alle Ratten haben jedoch die Pellets gleichermaBen konsumiert. Deshalb
kénnen die beobachteten Stérungen auch nicht mit einer verringerten Motivation der
Tiere die Aufgabe durchzuflihren in Zusammenhang gebracht werden.

Zusatzlich zu der verzdgerungsabhangigen Perseveration treten nach adulten
Lasionen des EC vermehrt WME auf, die bei neonatal Iasionierten Ratten nicht
beobachtet wurden. In friheren Untersuchungen wurde dieses WM-Defizit bei adult
im EC lasionierten Ratten im Radial Maze mit Hilfe eines 4-arm-baited
4-arm-unbaited Tests nachgewiesen, der h6here Anforderungen an die Ratten stellt,
als der hier eingesetzte Test [HOLSCHER & SCHMIDT, 1994; POUZET ET AL., 1999]. Das
fenlende WM-Defizit neonatal lasionierter Ratten wahrend der verzbégerten
Alternation kdénnte somit auf einer reduzierten Sensitivitdt des eingesetzten Tests
beruhen.

Die belohnte Alternation im 8-Arm Radial Maze ist ein Test, der spezifisch
WNM-Leistungen misst. Ein Nachteil ist jedoch, dass alle acht Arme mit jeweils einem
Caseinpellet belohnt sind. Deshalb kann die Aufgabe von den Ratten leicht durch
Anwenden einer egozentrischen Strategie gel6st werden, bei der die Ratte jeweils
den benachbarten Arm des zuvor besuchten Arms aufsucht. In der Tat konnte in der
vorliegenden Studie bei der Auswertung der Explorationsstrategie gezeigt werden,
dass alle Ratten bei der belohnten Alternation sowohl ohne als auch mit zeitlicher
Verzégerung 45°-Winkel zwischen den Armbesuchen bevorzugten. Der Einsatz der
egozentrischen Strategie wurde dabei vermutlich durch die Wande an den Armen
des Labyrinthes begiinstigt, da externe Landmarken zur allozentrischen Orientierung
aufgrund dieser Wande fir die Ratten nicht gut sichtbar waren. Diese Art der
Aufgabenldsung ist sehr effizient und verhindert vor allem das Auftreten von WME,
da der Test beendet wird, wenn alle acht Arme aufgesucht wurden. AuBerdem haben
die Ratten in der hier vorliegenden Studie zunéachst eine belohnte Alternation ohne
Verzdgerung gelernt, wobei kein Lasionseffekt auftrat. Diese bereits zuvor
gesammelte Erfahrung kann die Leistung wahrend der anspruchsvolleren
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verzdgerten Version der Aufgabe und dadurch das fehlende WM-Defizit erklaren
[BUBSER & SCHMIDT, 1990; BURESOVA & BURES, 1982].

Neonatale Lasionen des EC induzierten wahrend der verzdgerten Alternation
zusatzlich einen Anstieg der Zeit, die zur Durchfihrung des Tests bendtigt wurde. Ein
Grund dafir kénnte eine durch die Léasion induzierte Hypolokomotion sein. Die
spontane Aktivitat in der Aktivitdtsbox war jedoch bei lasionierten Tieren nicht
verdndert (siehe 4.5). Erst wenn zusatzlich kognitive Leistungen erbracht werden
sollten, traten Unterschiede zwischen lasionierten und nicht lasionierten Ratten auf,
so dass eine rein motorische Stérung als Ursache unwahrscheinlich ist. Daflir spricht
auch, dass bei der belohnten Alternation ohne zeitlicher Verzégerung, die geringere
kognitive Anforderungen an die Tiere stellt als die verzdgerte Alternation, kein

Anstieg der fur einen Lauf bendtigten Zeit bei neonatal l&sionierten Ratten auftrat.

4.2.2 Egozentrisches und allozentrisches Lernen

Neonatale Lasionen des EC induzierten im 8-Arm Radial Maze Dysfunktionen beim
Erlernen einer egozentrischen Strategie, bei der die Tiere lernen mussten in Bezug
auf ihren Kérper immer in den rechten benachbarten Arm (45°) zu laufen, und einer
allozentrischen Strategie, bei der die Orientierung den Einsatz externer Landmarken
erforderte. Dabei war das WM insgesamt gestért (WRME+WPE), wahrend bei beiden
Strategien die Anzahl des jeweils ersten Eintritts in einen bei dieser Strategie nicht
belohnten Arm (RME) und die Anzahl des jeweils ersten Eintritts in den Zielarm des
vorherigen Laufes (egozentrisch) bzw. des Vortages (allozentrisch; PE) zwischen
den Gruppen nicht unterschiedlich war. Es trat somit ein Anstieg aller wiederholten
Eintritte auf, egal ob es sich um Eintritte in Arme handelte, die bei der aktuellen
Strategie nie belohnt waren (WRME) oder um Eintritte in den Zielarm des vorherigen
Laufes (egozentrisch) bzw. des Vortages (allozentrisch; WPE). Dies deutet darauf
hin, dass der Anstieg der WPE nicht auf eine verstarkte Perseveration sondern
vielmehr auf ein reines WM-Defizit zurlickgefiihrt werden kann. Dafir spricht auch,
dass nach Zusammenfassen der PE und WPE, also der Parameter zur Auswertung
der Perseveration insgesamt, bei neonatal lasionierten Ratten keine Defizite
auftraten. Die Information Uber den zuvor besuchten Zielarm scheint bei I&sionierten
Tieren also gestdért zu sein, wodurch Perseverationsverhalten verhindert wird.
Neonatal Iasionierte Ratten haben somit aus einem Fehler nicht gelernt und deshalb
mehrfach die falschen Arme aufgesucht, was als Zeichen fir ein gestértes WM gilt,
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das im Gegensatz zum RM Informationen nur wahrend eines Laufes, nicht aber
zwischen verschiedenen Laufen speichert. Weiterhin traten keine Unterschiede
hinsichtlich des Lernkriteriums auf. Somit waren bei diesen Tests, wie auch bei der
belohnten Alternation, lediglich Teilaspekte des Lernens betroffen.

Das Auftreten eines WM-Defizits bei der allozentrischen Strategie entspricht
frOheren Studien in denen gezeigt wurde, dass adulte Lasionen des EC in einem
4-arm-baited 4-arm-unbaited Test ebenfalls Defizite bei der Akquisition rdumlicher
Aufgaben induzieren [HOLSCHER & ScHMIDT, 1994], wobei diese Stérungen im
Gegensatz zu den neonatalen Lasionen nur bei allozentrischen, nicht jedoch bei
egozentrischen Aufgaben auftraten. Es gibt jedoch auch einige Studien, die nur
geringflgige oder keine Dysfunktionen bei allozentrischen raumlichen Tests nach
adulten Lasionen nachweisen konnten [BANNERMAN ET AL., 2001; HAGAN ET AL., 1992;
POUZET ET AL., 1999]. In diesen Studien wurde allerdings mit dem Morris Water Maze
gearbeitet, das eine geringere Anforderung an die raumliche Navigationsfahigkeit der
Ratten stellt als das 8-Arm Radial Maze und deshalb weniger sensitiv auf
Dysfunktionen des raumlichen Lernens reagiert [BANNERMAN ET AL., 2001]. Dies zeigt,
dass die Auswahl der Tests fir die Aufdeckung bestehender Dysfunktionen
entscheidend ist.

Der HIPP ist diejenige Struktur, die maBgeblich an der Regulation des raumlichen
Lernens beteiligt ist. In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass neonatale
[CHAMBERS ET AL., 1996; LE PEN ET AL., 2000] und adulte [FLORESCO ET AL., 1997;
JARRARD, 1993; MORRIS ET AL., 1990] Lé&sionen des HIPP Dysfunktionen des
raumlichen Lernens in verschiedenen Labyrinthaufgaben induzieren. Dabei codiert
der HIPP die Beziehung zwischen verschiedenen Umweltstimuli und reguliert
dadurch allozentrisches Lernen. Die egozentrische Navigation ist dabei nicht
betroffen [CHANG & GoOLD, 2003; COMPTON ET AL., 1997; DEVAN ET AL., 1996; JARRARD,
1995]. Neonatale Lasionen des EC stéren die Entwicklung der Projektionen zum
HIPP und induzieren dadurch vermutlich das beobachtete WM-Defizit beim Erlernen
der allozentrischen Strategie. Die Auswirkungen dieser Lasion auf die Akquisition der
egozentrischen Strategie kdnnen jedoch nicht mit hippocampalen Fehlfunktionen
erklart werden.

Im Gegensatz zum allozentrischen Lernen wird egozentrisches Lernen nicht vom
HIPP sondern von anderen limbischen Regionen, wie z.B. der Amygdala und dem
Striatum, reguliert. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass adulte Lasionen
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des Striatums [BRASTED ET AL., 1997; COOK & KESNER, 1988; KESNER ET AL., 1993]
und neonatale L&sionen der Amygdala [HANLON & SUTHERLAND, 2000] Stérungen
beim egozentrischen, nicht aber beim allozentrischen Lernen induzieren. Auffallig ist,
dass diese Stérungen vor allem auftreten, wenn kleine Winkel (45°) gelernt werden
sollen [KESNER ET AL., 1989], wahrend beim Erlernen gréBerer Winkel (135°) nur
minimale Stérungen vorhanden sind [POTEGAL, 1969]. Dies wird unterstltzt durch die
Ergebnisse der vorliegenden Studie, die ein WM-Defizit nach neonatalen Lasionen
des EC ergaben, wenn die Ratten jeweils 45°Winkel laufen sollten. Neonatale
Lasionen des EC induzieren somit nicht nur eine Stérung des HIPP, die Defizite beim
Erlernen der allozentrischen Strategie erklaren, sondern zuséatzlich Dysfunktionen der
Amygdala und des Striatums, die das egozentrische Lernen kleiner Winkel
beeintrachtigen und dadurch zu einem Anstieg der WME flhren.

Eine Stérung der Aufmerksamkeitskontrolle wird ebenfalls als eine mdgliche
Ursache fir Defizite des raumlichen Lernens angesehen [AwH & JONIDES, 2001;
WALL & MESSIER, 2001]. Die Tiere sind dann nicht in der Lage ihre Aufmerksamkeit
auf relevante Informationen zu fokussieren und lassen sich deshalb durch irrelevante
Stimuli leicht ablenken. Das WM-Defizit bei neonatal Iasionierten Ratten war jedoch
auch bei einer nicht-raumlichen egozentrischen Aufgabe vorhanden, bei der stérende
und ablenkende AuBenreize durch die Wande des Labyrinthes minimiert wurden.
Zusatzlich trat bei der spateren Messung der PPl kein Defizit auf, welches auf eine
gestérte Regulation der Aufmerksamkeit hinweisen wirde (siehe 4.6). Aus diesem
Grund ist ein Aufmerksamkeitsdefizit als mdgliche Erklarung fir die schlechte
Leistung der Ratten unwahrscheinlich. Die Ergebnisse deuten vielmehr darauf hin,
dass der EC eine wichtige Struktur innerhalb des Systems darstellt, das an
allozentrischem und egozentrischem Lernen beteiligt ist und eine Rolle fir die
Gedéachtnisbildung oder den Zugriff auf WM-Inhalte spielt.

Neonatale Lasionen des EC induzierten beim Erlernen beider Aufgaben einen
Anstieg der Zeit, die zur Durchfihrung der taglichen Tests bendtigt wurde. Dies
entspricht den Ergebnissen der verzdgerten Alternation und bekraftigt die Hypothese,
dass kognitive Anforderungen der Tests, nicht aber eine Stérung motorischer

Programme, fUr dieses Defizit verantwortlich sind.
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4.3. Verhaltensflexibilitat im Cross Maze

Neonatale Lasionen des EC induzierten beim Wechseln zwischen einer raumlichen
allozentrischen und einer nicht-rdumlichen egozentrischen Strategie im Cross Maze
ein Defizit bei der Verhaltensflexibilitat. Dabei waren zunachst beide Strategien
betroffen. Im weiteren Verlauf der Tests beharrten die Iasionierten Ratten jedoch
beim Wechsel zu der egozentrischen Strategie auf der allozentrischen Strategie,
wahrend der umgekehrte Wechsel problemlos war. Zusatzlich reduzierte eine
chronische Behandlung mit Dizocilpin ebenfalls die Verhaltensflexibilitdt beim
Wechsel von der allozentrischen zu der egozentrischen Strategie bei allen Gruppen
unabhangig von der Lasion. Eine Interaktion zwischen der neonatalen Lasion und
der chronischen Dizocilpin-Behandlung trat also nicht auf.

Bereits beim Erlernen (Training) der allozentrischen und egozentrischen
Strategie, die fiir diesen Test verwendet wurden, induzierten neonatale Lasionen des
EC ein generelles WM-Defizit (WRME+WPE), wahrend keine Dysfunktionen des RM
auftraten. Dies entspricht den Ergebnissen der anspruchsvolleren, zuvor im 8-Arm
Radial Maze durchgefihrten allozentrischen und egozentrischen Lernaufgabe
(siehe 4.2.2). Bei den Versuchen im Cross Maze stand die Messung der
Verhaltensflexibilitdt im Vordergrund. Deshalb wurde die Methodik im Vergleich zum
8-Arm Radial Maze abgeéndert und dadurch den Ratten das Erlernen der Strategien
erleichtert. Dabei wurde durch eine Reduktion der acht Arme auf vier Arme die
Anzahl der mdglichen Zielarme reduziert. Zusatzlich wurde die Attraktivitat der
Zielarme durch eine Verstarkung des Belohnungswertes (vier Pellets statt ein Pellet)
gesteigert. Die fehlenden Wande an den Armen erleichterten die Orientierung
anhand externer Landmarken beim Anwenden der allozentrischen Strategie.
AuBerdem blieb der Zielarm wéahrend der gesamten Versuche konstant und die
Ratten wurden nach einem Fehleintritt zur Wiederholung des Laufes zurlick in den
Startarm gesetzt, was es den Ratten erleichterte einen Zusammenhang zwischen
dem Start- und dem Zielarm herzustellen. Zusatzlich wurden durch die
angstauslésende Hbéhe des Labyrinthes ohne Wande unlberlegte und zufallige
Eintritte reduziert. Trotz dieser Unterschiede traten bei neonatal lasionierten Ratten in
beiden Labyrinthen Ubereinstimmende Ergebnisse auf, die bekraftigen, dass der EC
eine wichtige Struktur fir die Regulation des WM, nicht aber flr die Bildung des RM

ist und frihere Ergebnisse bestatigen, die die Bedeutung des EC bei der Akquisition
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von Gedéachtnisinhalten beschrieben haben [HOLSCHER & SCHMIDT, 1994; POUZET ET
AL., 1999].

Beim ersten Umlernen von der egozentrischen auf die allozentrische Strategie
und umgekehrt, war der jeweils erste Eintritt in einen inkorrekten Arm (RME und PE)
zwischen den Gruppen nicht unterschiedlich. Es traten jedoch bei beiden Strategien
Dysfunktionen des WM auf, die vorrangig darin begriindet waren, dass die Ratten
wiederholt Arme besuchten, die auf der falschen Strategie beruhen, und somit auf
der zuvor gelernten Strategie beharrten (WPE). Die Anzahl wiederholter Eintritte in
andere nicht belohnte Arme (WRME) war im Gegensatz zu dem zuvor
durchgefihrten Training nicht betroffen. Diese Ergebnisse deuten auf ein verstarktes
Perseverationsverhalten neonatal |asionierter Tiere bei intaktem RM hin. Zusatzlich
bendtigten die lasionierten Ratten mehr Tage bis zum Erreichen des Lernkriteriums.
Neonatale Lasionen des EC reduzierten somit die Fahigkeit der Tiere eine neue
Strategie anzuwenden und ihr Verhalten entsprechend anzupassen. In einem
spateren Stadium des Tests war die Leistung nur noch beim Wechsel von der
allozentrischen auf die egozentrische Strategie reduziert, der umgekehrte Wechsel
war nicht beeintrachtigt. Dabei trat wiederum ein WM-Defizit verbunden mit einem
Anstieg der Perseveration auf. Das Erlernen eines Wechsels von einer
egozentrischen auf eine allozentrische Strategie war somit auch nach neonatalen
Lasionen moglich, wahrend die Fahigkeit auf eine egozentrische Strategie zu
wechseln gestért blieb.

In verschiedenen Studien an Ratten, Affen und Menschen wurde gezeigt, dass
der NAC wichtig far automatisiertes Verhalten bei der Gedachtnisbildung und somit
an egozentrischem Lernen beteiligt ist, wahrend der HIPP eher allozentrisches
Lernen reguliert [KESNER ET AL., 1993; WHITE, 1997]. Eine Interaktion zwischen dem
HIPP und dem NAC spielt vermutlich eine entscheidende Rolle beim Wechsel
zwischen verschiedenen Strategien. Dabei sendet der HIPP Uber das Subiculum ein
sogenanntes ,switching signal* zum NAC, wodurch ein Wechsel zu einer alternativen
Verhaltensantwort ausgel6st wird [GAL ET AL., 1997]. Neonatale Lasionen des EC
beeintrachtigen die Akquisition der beiden Strategien vermutlich, wie auch im 8-Arm
Radial Maze, Uber die Stérung hippocampaler und striataler Verbindungen.
Zuséatzlich scheint die Interaktion zwischen dem HIPP und dem NAC gestért zu sein.
Frihere Studien ergaben, dass Ratten zur Lésung einer Labyrinthaufgabe zunachst
eine allozentrische Strategie einsetzen, die mit der Aktivierung des HIPP verbunden
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ist. Bei fortschreitendem Training tritt eine Aktivierung des NAC auf, die die Aktivitat
des HIPP Uberdeckt, und die Tiere wechseln zu einer egozentrischen Strategie
[CHANG & GoLD, 2003]. Dieser Mechanismus scheint bei den neonatal Iasionierten
Tieren gestért zu sein, wodurch das Erlernen eines Wechsels von der
egozentrischen zu der allozentrischen Strategie zwar mdglich ist, jedoch ein Defizit
beim Wechseln von der allozentrischen zu der egozentrischen Strategie auftritt.

Die schlechte Leistung der neonatal Iasionierten Ratten bei der egozentrischen
Strategie kénnte auBerdem darauf zurtickgeflihrt werden, dass dieser Wechsel eine
héhere Anforderung an die Ratte stellt als der Wechsel zu einer allozentrischen
Strategie. Jedoch scheinen allozentrische und egozentrische Orientierungsaufgaben
einen ahnlichen Schwierigkeitsgrad zu besitzen, da nicht-l&sionierte Ratten beide
Strategien mit hnlicher Geschwindigkeit erlernten.

Die Dysfunktion beim Wechsel zu der egozentrischen Strategie kénnte ebenfalls
darauf beruhen, dass sich neonatal I&sionierte Ratten in dem offenen Cross Maze
bevorzugt anhand ihrer Umgebung, also allozentrisch, orientierten und dadurch das
Erlernen einer egozentrischen Strategie unterdriickt wurde. Da bei diesem Test
jedoch der Start- und damit auch der Zielarm zufallsverteilt von Lauf zu Lauf
gewechselt wurde, war eine Orientierung anhand externer visueller Landmarken
nicht moglich. Zusatzlich wiesen die neonatal lasionierten Tiere in dem
geschlossenen 8-Arm Radial Maze, in dem eine Orientierung an externen
Landmarken nicht méglich war, ebenfalls ein Defizit bei der egozentrischen Strategie
auf. Ratten sind normalerweise sehr gut in der Lage, sich in einem véllig dunklen,
geschlossenen Labyrinth zu orientieren [SARTER & STECKLER, 1989]. Deshalb liegt
hier bei neonatal l&sionierten Tieren vermutlich eine generelle Stérung beim Erlernen
dieser Strategie vor.

Eine chronische Behandlung mit Dizocilpin induzierte bei allen Ratten ein Defizit
beim Wechsel von der allozentrischen zur egozentrischen Strategie, nicht aber beim
Wechsel von der egozentrischen zur allozentrischen Strategie. Dies war, wie auch
nach neonatalen Lé&sionen des EC, durch eine verstarkte Perseveration
gekennzeichnet, wahrend das RM nicht beeintrdchtig war. Im Gegensatz zu
neonatalen Lasionen des EC trat jedoch nicht nur beim Anwenden der
egozentrischen, sondern auch bei der allozentrischen Strategie ein Anstieg der

WM-Fehler insgesamt auf. Die mit Dizocilpin behandelten Ratten konnten sich somit
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bei beiden Strategien nicht daran erinnern, welche Arme sie bereits aufgesucht
hatten.

Beim Menschen treten kognitive Defizite nach chronischem Missbrauch von PCP
auf. Die meisten Psychosen, wie auch die Schizophrenie, stellen zudem eine
chronische Erkrankung dar, die auf andauernden Dysfunktionen unter anderem des
glutamatergen Systems beruhen. Daher wird eine chronische Behandlung mit
NMDA-Rezeptor-Antagonisten als geeigneteres Paradigma zur Induktion kognitiver
Defizite bei der Ratte angesehen als eine einmalige akute Applikation. Trotzdem gibt
es nur wenige Studien, in denen die chronischen Effekte von NMDA-Rezeptor-
Antagonisten untersucht wurden [JENTSCH ET AL., 1998; JENTSCH & ROTH, 1999].

Die Bedeutung der NMDA-Rezeptoren fir Lernen und Gedachtnis konnte in
zahlreichen Studien nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen ergaben
kognitive Dysfunktionen vor allem hinsichtlich des WM und der Perseveration nach
chronischer [JENTSCH & ROTH, 1999; KRETSCHMER & FINK, 1999] wie auch nach
akuter Dizocilpin-Behandlung [BISCHOFF & TIEDTKE, 1992; LIPSKA & WEINBERGER,
2000; SHAPIRO & O'CONNOR, 1992]. Dabei wurde jedoch in der Regel der Einfluss der
NMDA-Rezeptor-Antagonisten auf die Akquisition und nicht auf die Leistung bei
raumlichen Aufgaben untersucht. Da in der vorliegenden Studie die Aufgaben ohne
Substanzgabe erlernt wurden, kann hier keine Aussage Uber die Effekte einer
chronischen Dizocilpin-Behandlung auf die Akquisition der Strategien getroffen
werden.

Die reduzierte Verhaltensflexibilitdt zeigt, dass das Abrufen zuvor gelernter
egozentrischer Informationen nach einer Dizocilpin-Behandlung langfristig gestért ist.
Dies widerspricht verschiedenen Untersuchungen, die gezeigt haben, dass bei
Tieren, die bereits vor der Behandlung trainiert wurden, auch nach hdheren akuten
Dosierungen keine kognitiven Defizite auftreten [HEALE & HARLEY, 1990;
WHISHAW & AUER, 1989]. Da in der vorliegenden Studie die Aufgabe jedoch nicht nur
darin bestand, zuvor gelernte Informationen wieder abzurufen, sondern zusatzlich
eine Unterdriickung anderer, zuvor geforderter und durch eine Belohnung verstarkter
Verhaltensmuster erforderlich war, kdénnte dies einen Grund fir diese Diskrepanz
darstellen. Daflr spricht auch, dass eine chronische Behandlung mit dem
NMDA-Rezeptor-Antagonisten PCP die Fahigkeit reduziert, von einer belohnten auf
eine zuvor nicht-belohnte Antwort zu wechseln. Dies wurde von den Autoren

dahingehend interpretiert, dass PCP Defizite bei der Fahigkeit ein zuvor erlerntes
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Verhaltensmuster zu unterdriicken bewirkt und dadurch eine Anpassung an neue
Bedingungen erschwert [JENTSCH & TAYLOR, 2001]. In der vorliegenden Studie
konnte jedoch lediglich ein Defizit beim Wechsel von der rumlichen (allozentrischen)
auf die nicht-raumliche (egozentrische) Strategie beobachtet werden. Friihere
Untersuchungen ergaben, dass eine akute Behandlung mit NMDA-Rezeptor-
Antagonisten die Akquisition einer allozentrischen Aufgabe im Morris Water Maze
stort. Eine Behandlung bereits zuvor ohne Substanzgabe trainierter Tiere induzierte
hingegen kein Leistungsdefizit [BANNERMAN ET AL, 1995; CAIN, 1997].
NMDA-Rezeptoren sind somit fir die synaptischen Mechanismen von Bedeutung, die
allozentrischem und egozentrischem Lernen sowie dem Abrufen egozentrischer
Informationen unterliegen, jedoch nicht fir das Abrufen bereits gelernter
allozentrischer Informationen.

Die chronische Behandlung mit Dizocilpin induzierte vergleichbare Effekte wie die
neonatale Lasion des EC. Diese Effekte traten jedoch bei allen Ratten unabhangig
von der neonatalen EC-Lasion gleichermaBen auf. Die fehlende Interaktion zwischen
der neonatalen Lasion des EC und der chronischen Behandlung mit Dizocilpin deutet
darauf hin, dass der EC die Verhaltensflexibilitat Gber andere neuronale Schaltkreise
reguliert als die NMDA-Rezeptor-Antagonisten und dadurch lediglich ein additiver,
nicht aber ein Uberadditiver Effekt auftritt. Im Gegensatz dazu konnten
KESEBERG und ScHMIDT [1995] in der Umlernphase eines 4-arm-baited 4-arm-
unbaited Tests im Radial Maze eine LeistungseinbuBe durch Dizocilpin nur bei
Ratten mit adulten EC-L&sionen nachweisen, was auf eine verstarkte Sensitivitat der
lasionierten Ratten gegenlber dieser Substanz hindeutet, die jedoch nach
neonatalen L&sionen des EC nicht auftrat. Dabei beeintrachtigte diese akute
niedrigdosierte Behandlung (0,04 mg/kg) die Leistung nicht-lasionierter Ratten nicht.
Im Gegensatz dazu erfolgte die Behandlung mit Dizocilpin in der vorliegenden Studie
zweimal taglich Gber sieben Tage mit einer Dosis von jeweils 0,5 mg/kg. Diese
chronische hochdosierte Behandlung mit Dizocilpin induzierte auch bei Sham und
Kontrollratten deutliche Defizite, so dass denkbar ist, dass eine Hypersensitivitat
neonatal l&sionierter Ratten hier aufgrund eines ceiling Effekies verdeckt war.
AuBerdem konnte bereits in frlheren Untersuchungen gezeigt werden, dass eine
chronische Behandlung mit NMDA-Rezeptor-Antagonisten  langanhaltende
neurotoxische Effekte in limbischen Strukturen hervorruft [OLNEY & FARBER, 1995]

und zuséatzlich die Aktivitdt in verschiedenen corticalen und subcorticalen Bereichen
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verandert [DUNCAN ET AL., 1998], was vermutlich flr die beobachteten Dysfunktionen
der Verhaltensflexibilitat auch bei nicht-lasionierten Ratten verantwortlich ist.

Fir die chronische Behandlung mit Dizocilpin wurde in der vorliegenden Studie
eine hohe Dosis eingesetzt, in der Dizocilpin starke Nebenwirkungen besitzt (z.B.
Hyperlokomotion, Stereotypien und Ataxie). Diese Nebenwirkungen kénnen mit der
Fahigkeit der Tiere verschiedene Verhaltenstests durchzufiihren interferieren und
dadurch fur die schlechten Leistungen verantwortlich sein. Wahrend der Behandlung
trat bei allen Ratten zunachst eine starke Ataxie und Hyperlokomotion mit folgender
Sedation auf. Zuséatzlich kam es zu einem deutlichen Gewichtsverlust der Tiere. Mit
den Versuchen wurde jedoch erst eine Woche nach Beenden der Behandlung wieder
begonnen. Zu diesem Zeitpunkt hatten die Ratten ihr Ursprungsgewicht wieder
erreicht und es konnten keine offensichtlichen Nebenwirkungen mehr beobachtet
werden. Die nach der chronischen Behandlung mit Dizocilpin beobachtete Reduktion
der Verhaltensflexibilitdt beruhte somit wahrscheinlich nicht auf unerwinschten
Nebeneffekten dieser Substanz.

4.4 Motivation

Neonatale Lasionen des EC reduzierten die Bereitschaft der Ratten bei ansteigender
instrumenteller Anforderung weiterhin flr eine Belohnung zu arbeiten. Dies war vor
allem durch eine Reduktion des breakpoint gekennzeichnet, der den Zeitpunkt
angibt, an dem eine Ratte nicht mehr bereit ist, den geforderten Aufwand fir den
Erhalt einer Belohnung zu erbringen [HoDOS, 1961]. Zusatzlich war die kumulative
Hebeldruckrate neonatal I&sionierter Ratten reduziert.

Die Interpretation des breakpoints ist nicht unproblematisch, da er von einer
Vielzahl verschiedener motivationaler und nicht-motivationaler Faktoren abhangig ist
[STAFFORD & BRANCH, 1998; STEWART, 1975]. Zuséatzlich bestehen Unterschiede bei
der Definition der breakpoint-Kriterien sowie bei der Durchfiihrung des PR-Tests, z.B.
hinsichtlich der Anforderungen in den einzelnen Phasen [STAFFORD & BRANCH, 1998;
STEWART, 1975]. Fir die Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gibt es
deshalb mehrere Ansatzpunkte.

Eine Reduktion des breakpoint wird in der Regel als verringerte Motivation
[BARR & PHILLIPS, 1999; CILIA ET AL., 2001; HO ET AL., 2003; MOBINI ET AL., 2000] oder
als ein Anstieg der Frustration bei Ausbleiben einer erwarteten Belohnung [PONCELET
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ET AL., 1983; STEWART, 1975] interpretiert. Diese Interpretation wirde nahelegen,
dass neonatale L&sionen des EC die Motivation der Tiere, also die Bereitschaft die
geforderte Leistung fir eine Belohnung zu erbringen, reduzierten. Eine wichtige
Bedeutung kommt in diesem Zusammenhang der Erwartungshaltung der Ratten
hinsichtlich des Erhalts einer Belohnung zu (reward expectancy). Das unerwartete
Ausbleiben einer erwarteten Belohnung kann zu Extinktionsprozessen sowie zu einer
aversiven Frustrationsempfindung fluhren, die mit der Induktion einer Stressantwort
verbunden ist, und dadurch den breakpoint reduziert [STEWART, 1975]. Eine
Unterscheidung zwischen reduzierter Motivation und aversiver Frustration ist in der
vorliegenden Studie jedoch nicht mdglich.

Die Motivation, flr eine Belohnung zu arbeiten, ist mit einer gesteigerten Aktivitat
im mesolimbischen DA-System verbunden, die das appetitive Verhalten auf Basis
der Kosten der Antwort und des Belohnungswertes reguliert, wahrend das opioide
System eher flr die konsumatorische Phase von Bedeutung ist [BERRIDGE, 1996;
BERRIDGE & ROBINSON, 1998; MARTEL & FANTINO, 1996; SPANAGEL & WEISS, 1999].
Die Regionen, die an der Regulation des operanten Verhaltens wahrend des
PR-Tests beteiligt sind, sind kaum bekannt. L&sionsstudien deuten jedoch darauf hin,
dass dem NAC, der Motivation in eine motorische Handlung Ubersetzt [EAGLE ET AL.,
1999; MOGENSON ET AL., 1993; ROBERTS, 1989], aber auch dem PPTg [ALDERSON ET
AL., 2002] dabei eine wichtige Rolle zukommt. Viele limbische Strukturen
einschlieBlich des EC, des HIPP und der Amygdala senden Projektionen zum NAC
und von dort in den striato-thalamo-corticalen Kreislauf. Neonatale Lasionen des EC
stéren die Entwicklung glutamaterger Bahnen zum NAC, die présynaptisch mit
dopaminergen Projektionen der VTA interagieren. Folge ist ein Anstieg der
mesolimbischen DA-Freisetzung [BROWN & PLUCK, 2000; ROBBINS & EVERITT, 1996].
Eine durch die neonatale Lasion induzierte Myelinisierungsstérung sowie ein Verlust
von Interneuronen in weiteren wichtigen Projektionsgebieten des EC (HIPP und
Amygdala, siehe 4.1.2 und 4.1.3) deutet darauf hin, dass neonatale Lasionen
zusatzlich Dysfunktionen dieser Regionen induzieren, die dann sekundar ebenfalls
die DA-Freisetzung im NAC beeinflussen kénnen. Dabei spielt vor allem die
Amygdala eine besonders wichtige Rolle bei der Regulation der
Belohnungserwartung. Lé&sionen der BLA unterbrechen operantes Verhalten als
Antwort auf einen konditionierten Stimulus, der eine Belohnung vorhersagt [HORVITZ,
2002]. Diese Storungen der Konnektivitat subcorticaler und corticaler Strukturen sind
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vermutlich flr die Veranderungen des operanten Verhaltens wahrend der
PR-Aufgabe verantwortlich. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde in
verschiedenen Studien gezeigt, dass eine glutamaterge Hypofunktion durch
systemische Injektion des NMDA-Rezeptor-Antagonisten PCP sowie eine
dopaminerge Hyperfunktion durch Behandlung mit dem DA-Rezeptor-Agonisten
Amphetamin den breakpoint reduzieren [BARR & PHILLIPS, 1999].

Der breakpoint stellt ein MaB fiir die relative Starke einer Belohnung dar [CHEETA
ET AL, 1995]. Eine Reduktion des breakpoint kann deshalb auch auf einer
Verringerung der empfundenen Belohnungsstéarke des primaren Verstarkers beruhen
[Hopos, 1961]. In diesem Zusammenhang kommen olfaktorischen und
gustatorischen Faktoren eine besondere Bedeutung zu. Neonatale Lasionen des EC
veranderten jedoch weder den Gesamtfutterkonsum noch die Futter-Praferenz fir die
Caseinpellets bei freier Verfligbarkeit von Caseinpellets und Laborfutter. Dies zeigt
einerseits, dass die neonatalen Lasionen des EC die Verstarkerwirkung der
Caseinpellets nicht reduziert haben und sich der hedonische Wert der Belohnung fur
die Ratten somit nicht geandert hat, andererseits deutet die unveranderte
Futterpraferenz lasionierter Tiere darauf hin, dass durch die Lasion die Geschmacks-
und Geruchswahrnehmung der Ratten nicht beeintrachtigt wurde.

Ein weiterer Faktor, der die Wirksamkeit der Belohnung beeinflussen kann, ist der
Motivationszustand der Ratte. In friilheren Studien wurde gezeigt, dass bei hungrigen
Ratten der breakpoint mit zunehmendem belohnenden Wert, z.B. steigender Anzahl
der Futterpellets, ansteigt [REILLY, 1999]. Deshalb kann der Erndhrungszustand der
Tiere einen Einfluss auf die Leistung im PR Test haben. In der vorliegenden Studie
wurden alle Ratten jeweils nach dem Test restriktiv geflttert, so dass die Ratten
wahrend des Tests hungrig waren. AuBerdem wurde das Gewicht der Ratten
regelmaBig Uberprift. Neonatale Lasionen des EC hatten keinen Einfluss auf das
Kérpergewicht. Dies deutet darauf hin, dass keine Beeintrachtigung des
Fressverhaltens lasionierter Tiere auftrat. Zusatzlich konnten bei freier Verfligbarkeit
von Caseinpellets und Laborfutter im Futter-Praferenz Test keine Unterschiede
zwischen den Lasionsgruppen hinsichtlich des Gesamtfutterkonsums beobachtet
werden, was ebenfalls gegen eine lasionsinduzierte Anorexie spricht. Neonatale
Lasionen des EC hatten also keinen Einfluss auf die primare Motivation Futter zu
konsumieren (liking), reduzierten jedoch vielmehr die Bereitschaft fir dieses Futter zu

arbeiten (wanting).
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Eine Reduktion des breakpoint kdénnte ebenfalls durch Dysfunktionen der
motorischen Aktivitat induziert werden. Eine Beeinflussung der Lokomotion durch die
neonatalen Lasionen des EC konnte jedoch in der Aktivitatsbox nicht nachgewiesen
werden (siehe 4.5). Deshalb kénnen hier Stérungen des Muskeltonus oder der
motorischen Koordination, die mit der Fahigkeit zu fressen oder den Hebel zu
dricken interferieren kdnnten, als Erklarung fir die Reduktion des Hebeldriickens
ausgeschlossen werden. AuBerdem traten am letzten Trainingstag keine
Unterschiede bei der Anzahl der Hebeldricke auf. Dies zeigt, dass alle Ratten
wahrend des Trainings in der Lage waren, das Hebeldriicken unter einem
CRF-Modus zu erlernen.

4.5 Lokomotorische Aktivitat

Neonatale Lasionen des EC hatten in keinem der untersuchten Entwicklungsstadien
(PND 35, PND 56, Adult) einen Einfluss auf die spontane lokomotorische Aktivitat,
die durch ein Verhaltensmuster bestehend aus horizontaler (Lokomotion) und
vertikaler Aktivitat (Aufrichten) charakterisiert ist. Eine akute Applikation des
DA-Rezeptor-Agonisten APO bei adulten Ratten induzierte jedoch eine durch
horizontale Bewegung gekennzeichnete Hyperaktivitat, die bei neonatal Iasionierten
Ratten besonders ausgepragt war. Im Gegensatz dazu trat nach einer chronischen
Behandlung mit dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten Dizocilpin eine Hypolokomotion
bei allen Gruppen auf. AuBerdem stieg das Explorationsverhalten bei allen Ratten mit
zunehmendem Alter an und war folglich bei adulten Ratten am starksten ausgepragt.

Die lokomotorische Aktivitat wird Gber einen komplexen Schaltkreis reguliert, an
dem die Basalganglien sowie limbische und motorische Strukturen beteiligt sind.
Dabei stellt der NAC eine zentrale Zwischenstation flr die Interaktion zwischen
diesen Systemen dar [MOGENSON ET AL., 1993]. Die lokomotorische Aktivitat wird
durch eine Interaktion zwischen der direkien striato-nigralen und der indirekten
striato-pallidalen Bahn reguliert (siehe 1.4.4). Dabei induziert ein Anstieg der
striatalen DA-Freisetzung Uber die direkte striato-nigrale Bahn eine Disinhibition des
Thalamus. Folge ist eine Aktivierung motorischer Cortexareale, die mit einer
Hyperaktivitat verbunden ist [MINK, 1999; WICHMANN & DELONG, 1996]. Die
Bedeutung des mesolimbischen DA-Systems bei der Regulation der lokomotorischen
Aktivitdt wurde in zahlreichen Studien nachgewiesen, in denen ein durch Injektion
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von DA-Rezeptor-Agonisten induzierter Anstieg der DA-Freisetzung im NAC eine
Steigerung der lokomotorischen Aktivitdt bewirkte [MELE ET AL, 1998;
MILLER & ABERCROMBIE, 1996]. Neonatale Lasionen des EC induzieren vermutlich
eine Dysregulation exzitatorischer Projektionen, die prasynaptisch mit dopaminergen
Projektionen aus der VTA interagieren, einerseits durch eine Unterbrechung der
direkten Verbindung zum NAC und andererseits Uber eine Stérung des HIPP und der
Amygdala. Folge ist eine Reduktion der tonischen DA-Freisetzung im NAC, die einen
Anstieg der phasischen DA-Freisetzung (siehe 1.2.4.3) sowie eine Hypersensitivitat
gegentber DA-Rezeptor-Agonisten durch  kompensatorische Hochregulation
postsynaptischer Rezeptoren bewirkt [CSERNANSKY & BARDGETT, 1998; DUNCAN ET
AL., 1999]. Einen Hinweis auf dopaminerge Dysfunktionen nach neonatalen EC-
Lasionen gibt eine neurochemische Studie, in der eine dopaminerge Hyperfunktion
mesolimbischer und nigrostriataler Systeme nach neonatalen Lasionen des linken
EC gezeigt wurde [UEHARA ET AL., 2000].

In zahlreichen friheren Studien wurde bereits gezeigt, dass Lasionen des adulten
EC keinen Einfluss auf die spontane lokomotorische Aktivitat besitzen [COUTUREAU
ETAL., 2000; GoobD & HONEY, 1997; GUTIERREZ-FIGUEROA ET AL., 1997]. Es gibt jedoch
auch Untersuchungen, bei denen ein Anstieg der lokomotorischen Aktivitat nach
adulten Lasionen des EC auftrat [GALANI ET AL., 1998], wobei die Hyperlokomotion
allerdings nur in einem sehr kurzen Zeitfenster von wenigen Tagen nach der
Operation nachgewiesen werden konnte [FASS, 1983]. AuBerdem traten diese
Effekte vorwiegend dann auf, wenn elektrolytische oder Aspirationslasionen
eingesetzt wurden [GALANI ET AL., 1998]. Diese Lasionstechniken induzieren haufig
Lasionen in benachbarten Regionen, da sie durchziehende Fasern zerstéren. Im
Gegensatz dazu I6sen exzitotoxische Lasionen, bei denen in niedrigen Dosierungen
weder benachbarte Regionen noch die Projektionsgebiete des Injektionsortes
zerstort werden, keine Hyperlokomotion aus [COUTUREAU ET AL., 2000; GOoD &
HONEY, 1997].

Der fehlende Einfluss neonataler und auch adulter Lasionen des EC auf die
spontane lokomotorische Aktivitat deutet darauf hin, dass die Lasionseffekte unter
basalen Bedingungen zunachst von anderen Strukturen, die von der Lasion des EC
nicht betroffen waren, kompensiert werden. Die neonatal lasionierten Tiere
entwickelten jedoch eine Hypersensitivitat gegentiber den lokomotionsstimulierenden
Effekten einer akuten APO-Injektion, die nicht mehr kompensiert wurde. Eine
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Hypersensitivitdt gegenlber den lokomotionsstimulierenden  Effekten  der
DA-Rezeptor-Agonisten wurde bereits in friheren Studien nach neonatalen und
adulten Lasionen des VH [LIPSKA ET AL., 1993; SCHROEDER ET AL., 1999; SWERDLOW
ET AL., 2001b; WAN ET AL., 1996] und auch der Amygdala [HANLON & SUTHERLAND,
2000] beobachtet. Dabei war allerdings bei neonatal lasionierten Ratten bereits die
Spontanaktivitat erhéht [DAENEN ET AL., 2001; LIPSKA ET AL., 1993].

Zusatzlich zur horizontalen Aktivitat stellt die Haufigkeit des Aufrichtens ein MafR
fir Explorationsverhalten dar [LESTER, 1968]. Durch dieses Verhalten erhalt die Ratte
einen besseren Uberblick Giber die ihr unbekannte Umgebung. Eine Behandlung mit
APO hatte keinen Einfluss auf dieses Verhalten. Die durch APO induzierte
horizontale Hyperaktivitat unterdriickt dabei vermutlich das vermehrte Auftreten der
vertikalen Aktivitat. AuBerdem wirkt APO hauptsachlich Uber das mesolimbische
System, das an der Regulation der lokomotorischen Aktivitat beteiligt ist [OAKLEY ET
AL., 1991]. Die vertikale Aktivitdt wird somit vermutlich durch andere Systeme
reguliert als die horizontale Aktivitat.

Die chronische Behandlung mit dem NMDA-Rezeptor-Antagonist Dizocilpin
induzierte eine Hypolokomotion, die durch eine Reduktion der horizontalen und
vertikalen Aktivitdt gekennzeichnet war. Eine Hypolokomotion konnte bereits in
friheren Untersuchungen nach einer Injektion von Glu-Rezeptor-Antagonisten direkt
in den NAC [MOGENSON & NIELSEN, 1984; SCHACTER ET AL., 1989] sowie nach einer
Unterbrechung der dopaminergen Innervation des NAC durch 6-OHDA
(6-Hydroxydopamin) Lasionen beobachtet werden [KALIVAS ET AL., 1993]. Dabei
wurde allerdings die toposelektive Wirkung dieser Substanzen auf den NAC
untersucht. Im Gegensatz zu der vorliegenden Studie induziert eine systemische
chronische [XU & DOMINO, 1994] und auch akute [LIPSKA & WEINBERGER, 2000;
XU & DomINO, 1994] Behandlung mit Dizocilpin in anderen Untersuchungen einen
Anstieg der Lokomotion. Eine mdgliche Ursache hierfar ist, dass die Messung dieser
lokomotionsstimulierenden Effekte der NMDA-Rezeptor-Antagonisten jeweils kurz
nach der Injektion (ein bis drei Tage) erfolgte, so dass Langzeiteffekte nicht erfasst
wurden. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass eine chronische Gabe des
NMDA-Rezeptor-Antagonisten PCP einen Anstieg der lokomotorischen Aktivitat
induziert, der bereits nach 14 Tagen wieder Kontrollniveau erreicht und somit nicht
permanent ist [CASTELLANI & ADAMS, 1981]. Allerdings wurden zu spateren

Zeitpunkten keine weiteren Messungen durchgefihrt. Deshalb ist die weitere
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Entwicklung der lokomotorischen Aktivitat nach der chronischen PCP-Gabe unklar. In
der vorliegenden Studie erfolgte die Messung der Aktivitat erst etwa vier Wochen
nach Beenden der chronischen Dizocilpin-Behandlung. Hier wurde also erstmals der
Langzeiteffekt einer solchen Behandlung Gberprift. Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass eine akute sowie eine chronische Behandlung mit Dizocilpin bei einer
Messung kurz nach der Behandlung zwar eine Hyperaktivitat induziert, im Gegensatz
dazu jedoch als Langzeiteffekt nach einer chronischen Behandlung eine
Hypolokomotion auftritt.

Eine Hypolokomotion wurde ebenfalls direkt nach einer chronischen Behandlung
neonataler Ratten mit Dizocilpin nachgewiesen, die jedoch bei adulten Ratten nicht
mehr vorhanden war [LATYSHEVA & RAYEVSKY, 2003]. Dies deutet darauf hin, dass
NMDA-Rezeptor-Antagonisten in einem nicht ausgereiften glutamatergen System
gegenteilige Effekte zu einem vollstandig ausgereiften System besitzen. Bei Ratten
wird die Zusammensetzung der NMDA-Rezeptor-Untereinheiten des unreifen
Systems erst in der dritten postnatalen Woche durch die der adulten
Zusammensetzung ersetzt [SIRCAR, 2000; WENZEL ET AL., 1997]. Neonatale Lasionen
des EC kdnnen somit in der frlhen postnatalen Periode die Entwicklung und
Ausreifung des glutamatergen Systems unterbrechen und dadurch zu strukturellen,
neurochemischen und auch funktionellen Verédnderungen fihren, die vermutlich mit
Veranderungen der NMDA-Rezeptor-Untereinheiten verbunden sind. In diesem nicht
vollstandig ausgereiften System kdnnte Dizocilpin dann bei adulten Ratten ein
Verhalten induzieren, das demjenigen neonatal behandelter Ratten ahnelt. Diese
Hypothese ist jedoch unwahrscheinlich, da eine Hypolokomotion in der vorliegenden
Studie auch bei nicht lasionierten Tieren auftrat.

Neonatale Lasionen des EC hatten keinen Einfluss auf die Auswirkungen der
chronischen Dizocilpin-Behandlung. Im Gegensatz dazu tritt nach neonatalen
Lasionen des VH [AL-AMIN ET AL., 2000; AL-AMIN ET AL., 2001] und auch der
Amygdala [DAENEN ET AL, 2003] eine Hypersensitivitit gegenuber den
lokomotionsstimulierenden Effekten einer akuten systemischen Dizocilpin-Gabe auf,
wahrend adulte L&sionen des VH keine Hypersensitivitat induzierten [AL-AMIN ET AL.,
2001]. Es wurde jedoch noch nicht geprift, ob eine Interaktion zwischen neonatalen
Lasionen dieser Regionen und einer chronischen Dizocilpin-Behandlung auftritt.

Der in der vorliegenden Studie beobachtete Anstieg der horizontalen und
vertikalen Aktivitat mit zunehmendem Alter der Ratten ergibt sich vermutlich aus der
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Funktion dieses Verhaltens. Lokomotorische Aktivitat ist erforderlich fir die
Nahrungssuche, den Nestbau, sowie den Schutz vor Feinden und sichert somit das
Uberleben der Tiere [SKINNER & GARCIA-RILL, 1993]. Dies trifft vor allem auf adulte
Ratten zu, die durch Nahrungsbeschaffung und Auffinden einer sicheren Umgebung
fir die Aufzucht und den Schutz der Jungtiere sorgen missen.

Ein weiterer haufig ausgewerteter Parameter ist die Zeit, die wahrend des Tests
in der Mitte der Aktivitatsbox verbracht wurde. Die Exploration des Zentrums einer
Aktivitatsbox wird von vielen Autoren als ein Zeichen fiir verringerte Angstlichkeit
angesehen [WOLTERINK ET AL., 2000]. Ratten besitzen von Natur aus eine Aversion
gegenlber ungeschitzten, offenen Bereichen und halten sich deshalb in der Regel
bevorzugt im Randbereich auf. Dabei stellt die Wand der Aktivitdtsbox einerseits
einen Schutz und andererseits eine Hilfe bei der Orientierung in der unbekannten
Umgebung dar, da Ratten sich als nachtaktive Tiere vor allem mit Hilfe ihrer
Vibrissen orientieren. Neonatale Lasionen des HIPP und der Amygdala verstarken
die Exploration innerer Felder und induzieren somit eine Reduktion der Angstlichkeit
[DAENEN ET AL., 2002]. Dieser anxiolytische Effekt trat nach neonatalen L&sionen des
EC an PND 35 und PND 56 nicht auf. Bei adulten Ratten ergab sich jedoch eine
deutliche Tendenz fir einen Anstieg der Aufenthaltszeit in inneren Feldern der
Aktivitatsbox. APO induzierte ebenfalls bei allen Gruppen einen Anstieg der
Exploration ungeschutzter Bereiche, wobei sich allerdings keine Hypersensitivitat
neonatal lasionierter Ratten zeigte. Diese anxiolytische Wirkung des APO wurde
bereits in friiheren Studien beschrieben [BARTOSzYK, 1998; TALALAENKO ET AL., 1994].
Eine Anxiolyse wurde von verschiedenen Autoren auch nach akuter Dizocilpin-
Injektion nachgewiesen [DUNN ET AL., 1989; FRASER ET AL., 1996]. In der vorliegenden
Studie war jedoch die Exploration innerer Bereiche der Aktivitatsbox nach Dizocilpin
nicht verandert, so dass ein Effekt dieser Substanz auf das Angstverhalten
unwahrscheinlich ist. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch hier
Unterschiede zwischen akuten und chronischen Effekten der Dizocilpin-Behandlung
auftreten.

Die Amygdala ist eine wichtige Struktur des limbischen Systems, die maBgeblich
an der Vermittlung der Angst beteiligt ist. Lasionen der Amygdala, vor allem des
basolateralen Kerns, unterbrechen die Konditionierung von Furcht aber auch
angeborene, nicht-konditionierte Furcht [KiM & DAvis, 1993; STRAUSS ET AL. 2003].
Neonatale Lasionen des EC induzierten in der vorliegenden Studie neurochemische
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Veranderungen, sowie eine Stérung der Amygdala, die durch eine Reduktion der
Myelinscheide (siehe 4.1.2) sowie der PVr-Interneuronendichte (siehe 4.1.3)
nachgewiesen wurde. Dadurch werden die neuronalen Schaltkreise, die fur die
Regulation der Angst von Bedeutung sind, beeintrachtigt, wobei jedoch keine
Hypersensitivitat der Rezeptoren auftritt. Allerdings trat bei prapubertaren (PND 35)
und jungadulten (PND 56) Ratten kein anxiolytischer Effekt durch die neonatale
Lasion auf. Die Regulation des Angstverhaltens ist somit erst nach vollstandiger
Ausreifung des Gehirns gestort.

Ein wiederholter Aufenthalt der Tiere in der Aktivitatsbox kann ebenfalls
Veranderungen der lokomotorischen Aktivitat induzieren, da die Umgebung dann
nicht mehr neu flr die Ratte ist und das Explorationsverhalten dadurch gehemmt
wird. Betroffen davon ist in der Regel die Spontanaktivitat. In der vorliegenden Studie
wurde zunachst die spontane lokomotorische Aktivitat der Ratten und spater das
Verhalten nach der chronischen Behandlung mit Dizocilpin gemessen. Die Zeit
zwischen diesen beiden Tests betrug etwa sechs Wochen. Zusatzlich wurde bei
diesen Ratten bereits zuvor die Spontanaktivitat an PND 35, PND 56 und bei Adulten
gemessen, sowie eine Behandlung mit APO durchgefihrt. Dabei stieg die
lokomotorische Aktivitat in den verschiedenen Entwicklungsstadien trotz wiederholter
Messungen kontinuierlich an. Zusatzlich trat nach APO bei allen Ratten der erwartete
Anstieg der Aktivitat sowie eine Hypersensitivitat |asionierter Tiere auf. Deshalb ist
ein Einfluss wiederholter Messungen als Ursache fir die Effekte nach der
chronischen Dizocilpin-Behandlung unwahrscheinlich. Im Gegensatz dazu
induzierten neonatale Lasionen des VH in einer Studie von WAN ET AL. [1996] eine
Hyperaktivitdt an PND 56, die jedoch nur auftrat, wenn die Tiere nicht zuvor an
PND 35 getestet wurden. Dabei wurden die Messungen jedoch jeweils in Kafigen
durchgefihrt, in denen die Ratten aufgewachsen sind, so dass die Tiere mit dieser

Umgebung sehr gut vertraut waren.
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4.6 Sensorimotorische Informationsverarbeitung

Neonatale Lasionen des EC bewirkten keine Stérung der sensorimotorischen
Informationsverarbeitung, die Uber die Messung der PPl bestimmt wurde. Eine akute
Behandlung mit APO reduzierte die PPI, wahrend eine chronische Behandlung mit
Dizocilpin keinen Einfluss auf die PPl hatte. Neonatale Lasionen des EC verstarkten
die PPI-reduzierenden Effekte von APO nicht, verhinderten jedoch das Auftreten
eines PPI-Defizits nach einer akuten niedrigdosierten Dizocilpin-Injektion.

Die Regulation der Aktivitadt und der PPl erfolgt vorwiegend Uber die
DA-Freisetzung im NAC [KocH, 1999; SWERDLOW ET AL. 2001a; WICHMANN &
DELONG, 1996]. Neonatale Lasionen des EC induzierten bereits eine
Hypersensitivitdt gegenlber den lokomotionssteigernden Effekten von APO (siehe
4.5), wahrend die basale Aktivitat nicht verandert war. Deshalb wurde ein &hnlicher
Effekt hinsichtlich der PPI-reduzierenden Effekte von APO erwartet. Ratten mit einer
neonatalen Lasion des EC wiesen jedoch bei diesem Test keine verstarkte
Empfindlichkeit gegenuber der APO-Behandlung auf.

Eine Hyperaktivitdt des mesolimbischen DA-Systems ist mit einer Reduktion der
PPl verbunden [GEYER ET AL., 2001; KocH, 1999]. In der vorliegenden Studie
reduzierte eine akute Injektion des DA-Rezeptor-Agonisten APO die PPI bei allen
Gruppen gleichermaBen. Dieses PPI-Defizit entspricht einer Vielzahl verschiedener
Studien, in denen ebenfalls eine Reduktion der PPl nach systemischer Applikation
von DA-Rezeptor-Agonisten gezeigt wurde [CAINE ET AL., 1995; DRUHAN ET AL., 1998;
MANSBACH ET AL., 1988]. Neonatale und adulte Lasionen des HIPP verstarken die
PPI-reduzierenden Effekte dieser Substanzen [LIPSKA ET AL., 1995; SWERDLOW ET AL.,
1995; SWERDLOW ET AL., 2000]. Dabei ist nach neonatalen, nicht aber nach adulten
Lasionen des HIPP, bereits die basale PPI reduziert. Die Hypersensitivitat der im
HIPP lIasionierten Tiere gegentiber APO beruht vermutlich (wie bereits beschrieben,
siehe 4.5) auf einer erhdhten Empfindlichkeit postsynaptischer Rezeptoren im NAC,
die durch die Stérung glutamaterger Projektionen hervorgerufen wird. Im Gegensatz
dazu induzierten neonatale Lasionen des EC zwar eine Hypersensitivitdt der
lokomotionssteigernden Effekte von APO (siehe 4.5), sie verstarkten jedoch nicht das
durch APO induzierte PPI-Defizit. Bereits in friiheren Untersuchungen wurde
nachgewiesen, dass eine Stimulation des mesoaccumbalen DA-Systems zwar die
lokomotorische Aktivitat verstarkt, jedoch keinen Einfluss auf die PPl hat
[SCHWIENBACHER ET AL., 2002]. Die Autoren haben daraus geschlossen, dass die
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Lokomotion und die PPI durch unterschiedliche neuronale Schaltkreise reguliert
werden. Neonatale Lasionen des EC erhdhen somit die Sensitivitat postsynaptischer
DA-Rezeptoren im NAC nicht in ausreichendem MaBe und verhindern dadurch eine
Verstarkung der PPIl-reduzierenden Effekte von APO bei neonatal lasionierten
Tieren. Allerdings ist der EC durchaus an der Regulation der basalen PPI beteiligt, da
nach adulten Lasionen des EC eine Reduktion der PPI auftritt, die mit einem Anstieg
der extrazellularen DA-Konzentration im NAC verbunden ist [GOTO & O'DONNELL,
2002; GOTO ET AL., 2004]. Neonatale Lasionen des EC induzieren ebenfalls eine
dopaminerge Hyperfunktion des mesolimbischen Systems [UEHARA ET AL., 2000].
Eine Reduktion der PPI tritt bei diesen Tieren jedoch nicht auf, was darauf hindeutet,
dass wahrend der Entwicklung eine Kompensation dieses Defizits stattgefunden hat.

Die Effekte der EC Lasionen bei neonatalen und adulten Ratten stehen im
Gegensatz zu den Effekten nach neonataler und adulter Lasion des HIPP. In
zahlreichen Studien wurde nachgewiesen, dass Ratten mit neonatalen Lasionen des
HIPP postpubertér eine Reduktion der basalen PPI entwickeln, die nach Adultlasion
nicht gefunden wird [LE PEN ET AL., 2000; LIPSKA ET AL., 1995; SWERDLOW ET AL.,
1995; WOLTERINK ET AL., 2000]. Eine lasionsbedingte Stérung des adulten HIPP hat
somit keinen Einfluss auf die Regulation der PPI. Eine Stimulation des HIPP mit
NMDA ruft jedoch ein PPI-Defizit hervor [KLARNER ET AL., 1998]. Neonatale Lasionen
des HIPP induzieren Veranderungen in nachgeschalteten Hirnregionen, die an der
Regulation der PPI beteiligt sind, wie z.B. dem NAC oder dem PFC, und bewirken so
ein PPI-Defizit. Neonatale L&sionen des EC induzieren durch die Stérung der
Entwicklung des perforant path vor allem Dysfunktionen des HIPP und beeinflussen
deshalb die PPI ebenfalls nicht. Zusatzlich induzieren neonatale Lasionen des EC
Veranderungen in der Amygdala, fir die diesbeziglich ahnliches wie fir den HIPP
gilt. Wie auch nach Lasionen des HIPP haben adulte L&sionen der Amygdala
ebenfalls keinen Einfluss auf die PPl [FENDT ET AL., 2000; WAN & SWERDLOW, 1997],
wahrend nach neonatalen Lasionen ein PPI-Defizit auftritt [DAENEN ET AL., 2003].
Deshalb kénnen neonatale Lasionen des EC auch tber die Stérung der Amygdala
kein PPI-Defizit induzieren.

Neben dem dopaminergen System spielt das glutamaterge System eine wichtige
Rolle bei der Regulation der PPI. Eine akute [BAST ET AL., 2000; MANSBACH & GEYER,
1989; MARTINEZ ET AL, 1999] und chronische systemische Applikation
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[JENTSCH & ROTH, 1999] sowie eine Infusion von NMDA-Rezeptor-Antagonisten in
den dorsalen HIPP oder die BLA [BAKSHI & GEYER, 1998] reduzierten die PPI.

In der vorliegenden Studie hatte Dizocilpin etwa finf Wochen nach der
chronischen Behandlung keinen Effekt auf die PPI. Dies bestétigt eine Studie von
MARTINEZ ET AL. [1999] in der gezeigt wurde, dass eine chronische Behandlung mit
NMDA-Rezeptor-Antagonisten die PPl zwar wahrend und kurz nach der
Substanzgabe reduziert, jedoch nach Absetzen der Substanz kein permanentes
PPI-Defizit induziert. Zusatzlich konnten ScHULZ ET AL. [2001] kontext-spezifische
Wirkungen einer chronischen Dizocilpin-Behandlung nachweisen. Ein PPI-Defizit tritt
nur auf, wenn die chronische Behandlung im Startle-Kafig und nicht im Haltungskéfig
stattfindet. Da in der vorliegenden Studie die Substanz jeweils im Haltungskafig
verabreicht wurde, kénnte dies ebenfalls ein Grund fir die fehlende Langzeitwirkung
dieser Behandlung sein.

Eine chronische Behandlung mit NMDA-Rezeptor-Antagonisten kann Uber einen
Anstieg der subcorticalen DA-Freisetzung vor allem im NAC zu einer Sensitivierung
der Verhaltenseffekte dieser Substanzen flihren [BREESE ET AL., 2002; SCHULZ ET AL.,
2001; XU & DomINO, 1994]. Deshalb wurde zusatzlich der Einfluss der chronischen
Dizocilpin-Behandlung auf eine akute niedrigdosierte Dizocilpin-Injektion Uberprift.
Wie erwartet trat nach akuter Dizocilpin-Gabe bei Sham und Kontrollratten ein
PPI-Defizit auf, welches jedoch unabhangig von der chronischen Vorbehandlung
war. Es konnte somit keine Sensitivierung der PPIl-reduzierenden Effekten
von Dizocilpin beobachtet werden. Dies bestéatigt die Beobachtung anderer
Arbeitsgruppen, die ebenfalls keine langanhaltende Sensitivierung der
PPl-reduzierende Effekte einer akuten Dizocilpin-Injektion nach Beenden der
chronischen Behandlung nachweisen konnten [GEYER ET AL., 2001]. Bei neonatal
lasionierten Ratten trat ebenfalls keine Sensitivierung auf. Vielmehr verhinderten
neonatale L&sionen des EC das Auftreten eines PPI-Defizits nach akuter
Dizocilpin-Injektion. Ein solcher Effekt wurde bereits nach adulten Lasionen des PFC
nachgewiesen [SCHWABE & KOCH, 2004]. Der EC scheint somit, wie auch der PFC,
eine wichtige Bedeutung innerhalb des neuronalen Schaltkreises zu spielen, der fir
die PPl-reduzierenden Effekte der NMDA-Rezeptor-Antagonisten verantwortlich ist.
Die Bedeutung des EC, aber auch des HIPP und der Amygdala fir die Wirkungen
der NMDA-Rezeptor-Antagonisten wurde (ber einen Anstieg der Glucose-Aufnahme
nach systemischer Dizocilpin-Injektion nachgewiesen [SHARKEY ET AL., 1996].



Diskussion 162

Zusatzlich ist die NMDA-Rezeptor-Dichte im Stratum oriens und Stratum radiatum
des HIPP besonders hoch. Eine etwas geringere Dichte wurde in der BLA
nachgewiesen [SUZUKI ET AL., 1995].

Dizocilpin inaktiviert inhibitorische Interneurone vor allem im HIPP, aber auch im
PFC und in der BLA. Dadurch kommt es zu einer Disinhibition exzitatorischer
hippocampaler, corticaler und tegmentaler Ausgangsneurone und infolgedessen Uber
die Wirkung an nicht-NMDA-Rezeptoren zu einem Anstieg der Glu-Freisetzung
[OLNEY ET AL., 1999]. AuBerdem enden glutamaterge Neurone prasynaptisch auf
dopaminergen Endigungen im NAC und projizieren zusatzlich indirekt zur VTA, die
den wichtigsten Eingang zum NAC darstellt [TABER ET AL., 1995]. Eine Blockade der
GABAergen Interneurone resultiert in einer Disinhibition dieser exzitatorischen
Neurone. Folge ist ein Anstieg der DA-Freisetzung im NAC, der eine Reduktion der
PPl induziert.

Neonatale Lasionen des EC stéren die Entwicklung wichtiger Projektionsgebiete
und induzieren dadurch strukturelle Dysfunktionen dieser Regionen. Eine Reduktion
der PV-Immunreaktivitdt nach neonatalen Lasionen des EC wurde im HIPP und in
der BLA nachgewiesen (siehe 4.1.2). Durch den Verlust der NMDA-Rezeptor-
tragenden GABAergen Interneurone féallt der Angriffspunkt flir das Dizocilpin weg.
Eine Regulation der PPl ist dann nicht mehr méglich.

4.7 Validitat als Tiermodell flir psychische Erkrankungen

Die Entwicklung geeigneter Tiermodelle flr psychische Erkrankungen, wie z.B. der
Schizophrenie, ist von groBer Bedeutung flr die Klarung der pathophysiologischen
Mechanismen. Ein Problem stellt jedoch die Komplexitat der Symptome, sowie die
Stdérung typisch menschlicher Eigenschaften dar. Deshalb gibt es bisher kein Modell,
das die perzeptuellen, kognitiven und emotionalen Aspekte dieser Psychose
vollstdndig nachbildet. Teilaspekte psychischer Stérungen kénnen jedoch durchaus
tierexperimentell untersucht werden.

Bei der Entwicklung eines Tiermodells flir Schizophrenie gibt es verschiedene
Ansatzpunkte. Eine frihe Entwicklungsstérung gqilt als eine Ursache fir die
Entstehung schizophrener Stérungen. Der Einsatz neonataler Lé&sionen
verschiedener Hirnregionen bei der Ratte bietet hier eine Mdoglichkeit, die
Hirnentwicklung bereits in einem frihen Stadium zu stéren. Bei der adulten Ratte
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kénnen dann verschiedene Verhaltensdefizite auftreten, die jedoch auch kompensiert
werden kénnen. Die neonatale Lasionierung des EC ist in diesem Zusammenhang
ein vielversprechender Ansatz, da der EC selbst an der Regulation verschiedener
Verhaltensweisen beteiligt ist und auBerdem Verbindungen zu zahlreichen
Hirnstrukturen hat, deren Entwicklung er mit beeinflusst und seine Lasion dadurch
weitere Verhaltensstdérungen induzieren kann.

Ein weiterer mdglicher Ansatz zur Induktion entwicklungsbedingter Stérungen
neuronaler Schaltkreise ist die Behandlung mit dem Mitosehemmer MAM. Die
Proliferation verschiedener Hirnregionen findet zu unterschiedlichen Zeitpunkten
statt. Deshalb kann MAM spezifisch die Entwicklung bestimmter Strukturen stéren.
So induziert eine Behandlung am embryonalen Tag 12 vor allem im EC subtile
morphologische Veranderungen, die mit psychischen Erkrankungen in Verbindung
gebracht werden, wie z.B. eine Volumenreduktion sowie eine Desorganisation der
corticalen Schichten mit Fehlanordnung der Neurone [TALAMINI ET AL., 1998; TALAMINI
ET AL., 1999]. Deshalb wurde die pranatale Behandlung mit MAM zunachst als
maégliches Tiermodell fir Schizophrenie diskutiert. In einer neueren Studie wurde die
Eignung dieses Modells jedoch in Frage gestellt, da trotz dieser morphologischen
Defizite keine Dysfunktionen derjenigen Verhaltensweisen auftreten, die als
Endophanotypen fir Schizophrenie gelten (sensorimotorische Informations-
verarbeitung, lokomotorische Aktivitat, WM) [JONGEN-RELO ET AL., 2004].

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Entwicklungsstérungen sind
Dysfunktionen des dopaminergen und glutamatergen Systems fiir das Auftreten der
schizophrenen Symptomatik beim Menschen verantwortlich. Eine Behandlung mit
DA-Rezeptor-Agonisten und Glu-Rezeptor-Antagonisten, die beim Menschen
psychotische Symptome induzieren kdnnen, wird deshalb bei der Ratte zur Induktion
von Verhaltensdefiziten eingesetzt, die eng mit der schizophrenen Symptomatik
verbunden sind. Besonders die chronische Behandlung mit NMDA-Rezeptor-
Antagonisten ist hier hervorzuheben. Eine solche Behandlung ist im Gegensatz zu
einer akuten Gabe eng mit der Psychopathologie der Schizophrenie verbunden und
wird vor allem mit negativen und kognitiven Symptomen schizophrener Stérungen in
Zusammenhang gebracht [JENTSCH & ROTH, 1999].

Eine Validierung von Tiermodellen ist auf pharmakologischer, physiologischer und
Verhaltensebene erforderlich. Ein Tiermodell soll dabei die der Erkrankung zugrunde
liegende Atiologie, sowie die pathophysiologischen Mechanismen reproduzieren
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(Konstrukt-Validitdt) und auBerdem die Phanomenologie der Stdérung nachbilden
(Abbild-Validitat). Zusatzlich wird von einem geeigneten Modell gefordert, dass eine
Vorhersage Uber die Wirksamkeit bereits bestehender Behandlungsméglichkeiten
getroffen werden kann (pradiktive Validitat) [KocH, 2002].

4.7.1 Neonatale Lasionen des entorhinalen Cortex
4.7.1.1 Morphologie

Neonatale Lasionen des EC induzierten morphologische Veranderungen, die durch
Neuronenverlust und eine Volumenreduktion des EC gekennzeichnet waren. Dabei
war zwei Tage nach der Lasion zunéachst eine Gliose vorhanden, die dann aber bei
Adulten abgebaut war. Zusétzlich trat ein Verlust GABAerger Interneurone und eine
Reduktion der Myelinscheide im HIPP und in der Amygdala, zwei wichtigen
Projektionsgebieten des EC, auf. Neonatale Lasionen induzierten somit nicht nur
Stérungen des EC selbst, sondern auch Stérungen in wichtigen Projektionsgebieten,
die vermutlich fur einige der bei adulten Ratten auftretenden Verhaltensdefizite
mitverantwortlich sind.

Entwicklungsbedingte psychische Erkrankungen, wie die Schizophrenie, sind
durch Neuronenverluste und eine Volumenreduktion u.a. des EC gekennzeichnet.
Aufféllig ist dabei die fehlende Gliose, die auf eine friihe Entwicklungsstdérung
hinweist. Es handelt sich also nicht um einen fortschreitenden degenerativen
Prozess. Im Vergleich zu den Befunden nach den neonatalen Lasionen bei der Ratte
sind die Veranderungen im EC schizophrener Patienten jedoch eher subtiler Art und
nur durch verfeinerte histologische Auswertungen nachweisbar. AuBerdem ist bei
schizophrenen Patienten nicht ausschlieBlich der EC von diesen Veranderungen
betroffen  [HARRISON, 1999]. Im Hinblick auf die Untersuchung der
pathophysiologischen Prozesse, die schizophrenen Stérungen zugrunde liegen, ist
eine solche lokale Entwicklungsstérung allerdings aus wissenschaftlicher Sicht von
Vorteil. Auf diese Weise kdénnen Veranderungen in Projektionsgebieten untersucht
werden, die gezielt auf die Entwicklungsstérung im EC zurlickgeflihrt werden kénnen.
So induzierten neonatale Lasionen des EC nicht nur Myelinisierungsstérungen und
einen Verlust GABAerger Interneurone im HIPP, dem wichtigsten Projektionsgebiet
des EC, sondern auch in der Amygdala, einem weiteren prominenten
Projektionsgebiet des EC, das neben dem EC noch Informationen aus anderen
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Hirngebieten erhélt. Ein Defekt bei der Myelinisierung cortico-limbischer Bahnen
wurde in den Gehirnen schizophrener Patienten nachgewiesen und spielt vermutlich
eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Schizophrenie. Eine Reduktion des
Myelins sowie Veranderungen der Myelinstruktur korrelieren mit kognitiven und
negativen Symptomen der Schizophrenie [BAUMANN & PHAM-DINH, 2001; TKACHEV ET
AL., 2003]. Verschiedene neuropathologische Studien haben auBerdem gezeigt, dass
eine Reduktion GABAerger Interneurone mit folgender kompensatorischer
Hochregulation der GABAa-Rezeptoren vor allem im HIPP schizophrener Patienten
auftritt [BENES, 1999; ZHANG & REYNOLDS, 2002].

Die Ergebnisse der histologischen Auswertung nach neonatalen Lasionen des EC
bei der Ratte stimmen somit gut mit neuropathologischen Befunden schizophrener
Patienten Uberein und bestatigen dadurch, dass der EC eine wichtige Rolle fiir die
pathophysiologischen Mechanismen psychischer Erkrankungen spielt. Deshalb
besteht eine sehr gute Konstrukt-Validitat des neonatalen EC-Lasionsmodells.

4.7.1.2 Verhalten

Neonatale L&sionen des EC induzierten bei adulten Ratten zahlreiche kognitive
Dysfunktionen, die durch Defizite des WM und der Verhaltensflexibilitdt sowie durch
einen Anstieg des Perseverationsverhaltens gekennzeichnet waren. Zusatzlich trat
ein  Motivationsdefizit  sowie  eine  Hypersensitivitdt  gegenlber  den
lokomotionsstimulierenden, nicht aber gegenlber den PPIl-reduzierenden Effekten
von APO auf.

Dysfunktionen des WM und ein Perseverationsverhalten, welches mit
zunehmender zeitlicher Verzégerung ansteigt, stellen bei zahlreichen psychischen
Erkrankungen zentrale kognitive Symptome dar, die eine Grundlage fir andere
kognitive und psychotische Symptome bilden, also Endophanotypen flir solche
Stérungen sind [VORUGANTI ET AL., 1997]. Das WM speichert Informationen zeitlich
begrenzt, um verzdégerte Handlungen auszufiihren und ist deshalb besonders wichtig
fir komplexe kognitive Aufgaben, die den Exekutivfunktionen zugeordnet werden,
wie z.B. Lernen, Problemlésung und schlussfolgerndes Handeln. Neonatale
Lasionen des EC induzierten Stérungen dieser Funktionen im 8-Arm Radial Maze
und sind deshalb als Tiermodell zur Nachbildung einiger kognitiver Aspekte
psychischer Erkrankungen, wie z.B. der Schizophrenie, geeignet. Allerdings ist zu
beachten, dass ein Anstieg der Perseveration durch eine verzégerte Alternation



Diskussion 166

nachgewiesen werden konnte, wahrend das Erlernen einer egozentrischen bzw.
allozentrischen Strategie vermutlich einen geeigneten Test zur Uberpriifung der
WM-Leistungen darstellt. Dies zeigt, dass aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitat
der Tests die Aufgabe zur Uberpriifung kognitiver Defizite auf das jeweilige
Funktionsdefizit abgestimmt werden muss.

Eine weitere kognitive Stérung der Schizophrenie ist eine Reduktion der
Verhaltensflexibilitat [GOLDBERG & GoLD, 1995]. Verhaltensflexibilitat ist ein wichtiger
Mechanismus zur Anpassung an sich standig verandernde Umweltbedingungen und
wird gemessen an der Fahigkeit eine neue Strategie anzuwenden, wahrend die
Ausubung einer zuvor durchgefihrten Strategie gehemmt wird [KoLB, 1990].
Neonatale Lasionen des EC induzierten bei der Ratte im Cross Maze eine Reduktion
der Verhaltensflexibilitdt beim Wechseln zwischen zwei Strategien, die durch das
Beharren der Tiere auf der zuvor gelernten Strategie charakterisiert war. Die Effekte
auf die Verhaltensflexibilitdt waren bei der Ratte jedoch abh&ngig von der
geforderten Strategie, was wiederum bekraftigt, dass die Aufgaben auf das jeweils
aufzudeckende Verhaltensdefizit abgestimmt werden mussen.

Eines der wichtigsten negativen Symptome der Schizophrenie ist die Anhedonie,
also die Unfahigkeit Freude zu empfinden. Daraus resultiert haufig Avolition, die
gekennzeichnet ist durch den fehlende Antrieb flr ein positives Ereignis Leistung zu
erbringen [AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994]. Ein anerkanntes Tiermodell far
diese negativen Symptome der Schizophrenie ist der PR Test der operanten
Konditionierung [BARR & PHILLIPS, 1999; ELLENBROEK & COOLS, 2000; KATSANIS ET
AL., 1990]. Neonatale Lasionen des EC reduzierten bei diesem Test den breakpoint,
was als Reduktion der Motivation, Leistung flr den Erhalt einer Belohnung zu
erbringen, interpretiert werden kann und somit ein Korrelat fir Avolition beim
Menschen darstellt [BARR & PHILLIPS, 1999; CILIA ET AL., 2001; HO ET AL., 20083;
MOBINI ET AL., 2000].

Bei adulten Ratten induzierten neonatale Lasionen des EC Uber eine Stérung der
Entwicklung und Reifung glutamaterger Projektionen zu verschiedenen subcorticalen
Strukturen eine dopaminerge Dysregulation mit nachfolgender Hypersensitivitat
postsynaptischer DA-Rezeptoren. Folge war eine langanhaltende Veranderung der
dopaminergen Regulation der horizontalen Aktivitdat, die sich in einer
Hyperlokomotion neonatal I&sionierter Ratten nach einer Behandlung mit dem
DA-Rezeptor-Agonisten APO &uBerte. Dies entspricht der bei schizophrenen
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Patienten auftretenden Hypersensitivitit des dopaminergen Systems, die
insbesondere in subcorticalen Strukturen auftritt und mit psychotischen Symptomen
dieser Erkrankung verbunden ist [LARUELLE ET AL., 1996]. Diese spiegelt sich unter
anderem in einer Uberreaktion auf die Einnahme bestimmter Drogen (z.B.
Amphetamine, Cocain) wider, die die schizophrene Symptomatik Uberproportional
verstarkt [DEPATIE & LAL, 2001].

Bei schizophrenen Patienten treten psychotische Symptome aufgrund fehlerhafter
Reifungsprozesse wahrend der Pubertat gewdhnlich erst in der friihen Adoleszenz
auf [HARROP & TROWER, 2001; WEINBERGER, 1995]. In der vorliegenden Studie wurde
der Einfluss neonataler Lasionen des EC auf das Verhalten in verschiedenen
Entwicklungsstadien nur hinsichtlich der lokomotorischen Aktivitat Gberprift. Dabei
wurden weder pra- (PND 35) noch postpubertar (PND 56 und Adult) Dysfunktionen
der Spontanaktivitat induziert. Da APO aufgrund von Sensitivierungsprozessen nicht
wiederholt appliziert werden soll, wurde nicht Gberprift, ob bereits préapubertar die
oben beschriebene Hypersensitivitat gegentiber DA-Rezeptor-Agonisten bestand.

Zahlreiche psychische Erkrankungen beim Menschen sind mit Dysfunktionen der
sensorimotorischen Informationsverarbeitung verbunden [BRAFF ET AL., 2001; GEYER
ET AL., 2001], die durch eine mangelnde Reaktionsunterdrickung charakterisiert sind.
Die Messung der PPI stellt einen besonders wichtigen Endophanotyp fir die
schizophrene Symptomatik dar, da sich die PPl durch identische Reize in gleicher
Form bei Mensch und Tier ausldsen lasst. Aufgrund der Ubertragbarkeit vieler
pharmakologischer Manipulationen der PPl vom Versuchstier auf den Menschen ist
die Bestimmung der PPI bei der Ratte ein anerkanntes Tiermodell fiir einige Aspekte
schizophrener Stérungen [KocH & FENDT, 2003]. Neonatale Lasionen des EC
induzierten jedoch weder Dysfunktionen der direkten PPl noch der dopaminergen
Regulation der PPl und sind folglich nicht zur Nachbildung gestorter
Filtermechanismen bei psychischen Erkrankungen geeignet. Dieser Mangel bei der
Evaluation der neonatalen EC-Lasionen als Tiermodell fiir schizophrene Stérungen
verdeutlicht einmal mehr, dass kein Tiermodell alle kognitiven Aspekte schizophrener
Stérungen abdecken kann. Vielmehr sollte zur jeweiligen Aufklarung der
Mechanismen, die den verschiedenen kognitiven Stdérungen zugrunde liegen, das
jeweils am besten geeignete Tiermodell herangezogen werden. Neonatale Lasionen
des EC induzieren jedoch Veranderungen des glutamatergen Systems, die mit der
Regulation der PPI interferieren und dadurch das normalerweise nach einer akuten
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Dizocilpin-Injektion  auftretende  PPI-Defizit verhindern. Diese unerwartete
Beobachtung zeigt, dass neonatale L&sionen zwar kein PPI-Defizit erzeugen, jedoch
trotz<dem dazu herangezogen werden kénnen, die pathophysiologischen
Mechanismen aufzuklaren, die zu einem PPI-Defizit nach Gabe von
NMDA-Rezeptor-Antagonisten flhren.

Obwonhl einige Verhaltensweisen, die als Endophénotypen fiir Schizophrenie gelten,
wie sensorimotorische Informationsverarbeitung und lokomotorische Aktivitat, durch
neonatale Lasionen des EC nicht gestdrt wurden, induzierte diese friihe Stérung der
Hirnentwicklung zahlreiche kognitive Defizite, die eng mit der schizophrenen
Symptomatik verbunden sind (Abbild-Validitat). Zusatzlich wurden morphologische
Veranderungen (siehe 4.7.1.1) sowie Dysfunktionen dopaminerger und
glutamaterger Mechanismen induziert, die ebenfalls denen schizophrener Patienten
ahneln (Konstrukt-Validitat). Die beobachteten Stérungen waren in dieser Arbeit nicht
sehr ausgepragt, was ebenfalls die Situation schizophrener Patienten widerspiegelt,
bei denen kognitive Leistungen nicht véllig ausgeschaltet werden sondern lediglich
gestort sind. Neonatale Lasionen des EC kénnen somit als Tiermodell mit Abbild-
und Konstrukt-Validitat fir einige Aspekte der kognitiven und negativen Symptomatik
psychischer Erkrankungen, wie z.B. der Schizophrenie, eingesetzt werden. In der
vorliegenden Studie wurde jedoch keine pharmakologische Behandlung mit klinisch
wirksamen Antipsychotika zur Antagonisierung der experimentell induzierten
Verhaltensdefizite durchgefihrt. Deshalb kann keine Aussage Uber die pradiktive

Validitat dieses Modells getroffen werden.

4.7.2 Chronische Behandlung mit Dizocilpin

Eine chronische Behandlung mit dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten Dizocilpin
induzierte langanhaltende Defizite bei der Verhaltensflexibilitdt und der
lokomotorischen Aktivitat, hatte jedoch keinen Einfluss auf die sensorimotorische
Informationsverarbeitung.

Eine Dysfunktion des glutamatergen Systems, die u.a. gekennzeichnet ist durch
ein Reduktion der glutamatergen Innervation des NAC, ist eines der Merkmale fir
Schizophrenie [APARICIO-LEGARZA ET AL., 1997]. Zusétzlich kdnnen NMDA-Rezeptor-
Antagonisten (wie z.B. PCP oder Ketamin) beim Menschen eine Psychose auslésen,
die mit positiven und negativen Symptomen der Schizophrenie verbunden ist, sowie
eine bereits bestehende Psychose verschlechtern [VOLLENWEIDER ET AL., 1997;
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VOLLENWEIDER ET AL., 2000]. Dabei treten neben den psychotischen Symptomen
zusatzlich kognitive Defizite auf [ELLISON, 1995; GoOFF & CoyLE, 2001]. Eine
experimentell induzierte Dysfunktion des glutamatergen Systems stellt deshalb einen
weiteren Ansatz zur Nachbildung schizophrener Stérungen dar.

Die chronische Behandlung der Ratten mit dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten
Dizocilpin induzierte ein langanhaltendes WM-Defizit sowie eine Reduktion der
Verhaltensflexibilitdt, die vor allem durch einen Anstieg der Perseveration
gekennzeichnet und abhangig von der geforderten Strategie war. Diese
Dysfunktionen ahneln den nach neonatalen EC-Lasionen auftretenden Stérungen
ohne mit diesen zu interagieren, so dass hier zwar ein additiver, jedoch kein
Uberadditiver Effekt induziert wurde. AuBerdem wurde durch die Kombination aus
neonataler Lasion und chronischer Dizocilpin-Behandlung adulter Ratten keine
qualitativ andere Stérung hervorgerufen als nach den Einzelbehandlungen. Es trat
somit kein two-hit Effekt entsprechend der Vulnerabilitats-Stress-Hypothese der
Schizophrenie auf, welche auf der Verknlpfung einer friilhen Entwicklungsstérung
und spater auftretenden aversiven Einflissen als Ursache der Erkrankung basiert
(siehe 1.2.2).

Die Messung der lokomotorischen Aktivitat stellt eine weitere Mdglichkeit dar,
Dysfunktionen des glutamatergen Systems aufzudecken, die mit einer dopaminergen
Stérung verbunden sind. In der vorliegenden Arbeit induzierte eine chronische
Behandlung mit Dizocilpin eine Hypolokomotion. Auch hierbei trat keine Interaktion
zwischen den Behandlungen im Sinne eines two-hit Effektes auf.

Eine chronische Behandlung mit NMDA-Rezeptor-Antagonisten stellt ein
Tiermodell mit Konstrukt-Validitdt dar, da ein Zusammenhang zwischen der
Schizophrenie und Dysfunktionen des glutamatergen Systems besteht.
Abbild-Validitat tritt lediglich hinsichtlich der langanhaltenden Defizite des WM, der
Perseveration und der Verhaltensflexibilitat auf, die dem chronischen Verlauf der
Schizophrenie entsprechen. Die pradiktive Validitat dieses Modells wurde in der
vorliegenden Studie nicht Uberprift. Eine chronische Dizocilpin-Behandlung kann
somit zur Nachbildung einiger Teilaspekte kognitiver Symptome der Schizophrenie

eingesetzt werden.
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5 Zusammenfassung

Der EC ist aufgrund seiner Projektionen zum HIPP und zu anderen subcorticalen
Strukturen an der Regulation verschiedener kognitiver Funktionen beteiligt.
Zusatzlich wird eine entwicklungsbedingte Anomalie des EC flir pathophysiologische
Mechanismen psychischer Erkrankungen (z.B. der Schizophrenie) verantwortlich
gemacht. In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte einer neonatalen L&sion des
EC auf kognitive, motivationale, lokomotorische sowie sensorimotorische Leistungen
adulter Ratten untersucht, um im Versuchstier die Zusammenhange zwischen
Neuro- und Verhaltenspathologie genauer zu untersuchen.

Neonatale Lasionen wurden an PND 7 durch eine bilaterale Ibotenat-Injektion in
den EC induziert. Die lokomotorische Aktivitdt wurde an PND 35 und PND 56
gemessen. Bei adulten Ratten wurde raumliches Lernen im 8-Arm Radial Maze
(belohnte und verzbgerte Alternation; egozentrisches und allozentrisches Lernen)
und Motivation in einem PR Test Uberprift. Zusatzlich wurde die PPl und die
lokomotorische Aktivitdt mit und ohne akuter APO-Injektion bestimmt. Die Effekte
einer chronischen, hochdosierten Dizocilpin-Behandlung auf die Verhaltensflexibilitat
im Cross Maze, die lokomotorische Aktivitdt und die PPl wurden ebenfalls Uberprift.
Die PPI wurde zuséatzlich nach einer akuten, niedrigdosierten Injektion von Dizocilpin
gemessen. AbschlieBend erfolgte die histologische Aufarbeitung der Gehirne.

Neonatale Lasionen reduzierten das EC-Volumen und die Myelinscheide sowie
die Dichte der PVr-Interneurone im HIPP und in der Amygdala, zwei wichtigen
Projektionsgebieten des EC. Neonatale L&sionen des EC verstarkten die
Perseveration bei einer verzégerten Alternation und induzierten ein WM-Defizit bei
einer egozentrischen und allozentrischen Aufgabe. Zusatzlich war der breakpoint im
PR Test reduziert. Die Lasionen hatten keinen Einfluss auf die Spontanaktivitat,
induzierten aber eine Hypersensitivitdit gegenlber APO. Neonatale L&sionen
veranderten die PPl weder mit noch ohne APO, verhinderten jedoch das
normalerweise nach akuter Dizocilpin-Injektion auftretende PPI-Defizit. Sowohl
neonatale Lasionen als auch eine chronische Dizocilpin-Behandlung reduzierten die
Verhaltensflexibilitat. Dizocilpin induzierte eine Hypolokomotion, hatte jedoch keinen
Einfluss auf die PPI.

Der EC ist somit Teil eines neuronalen Netzwerkes, das an der Regulation
verschiedener kognitiver Verhaltensweisen beteiligt ist. Neonatale Lasionen des EC

induzierten neuroanatomische Veranderungen und Verhaltensdefizite sowie
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Dysfunktionen der dopaminergen und glutamatergen Regulation zumindest einiger
Verhaltensweisen, die starke Ahnlichkeiten mit der schizophrenen Symptomatik
aufweisen. Deshalb stellen neonatale L&sionen des EC einen geeigneten Ansatz zur
Nachbildung entwicklungsbedingter Stérungen dar und kénnen als Tiermodell fir
einige Aspekte der kognitiven (WM, Verhaltensflexibilitat) und negativen (Avolition)

Symptomatik schizophrener Stérungen eingesetzt werden.
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