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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Demographische Entwicklung

Der rasante Fortschritt in Medizin und Technik hat in den letzten Jahrhunderten die
Lebensumstéande der Bevdlkerung in den Industrienationen erheblich verbessert. Das
fihrte zu einer deutlich erhéhten durchschnittlichen Lebenserwartung. Die Menschen
erreichen hdhere Alters- und die Gehirne neue und bisher unbekannte individuelle
Entwicklungsstufen (Turner 2004). Gleichzeitig ist in den Industrienationen ein drastischer
Geburtenriickgang zu verzeichnen. Das fiihrt zu einer Uberalterung der Gesellschaft
(Abb.1). Somit stehen wir in Zukunft verstarkt altersabhangigen Krankheiten wie dem

Schlaganfall gegentber.
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Abb. 1: Demographische Entwicklung in Deutschland. Die Darstellung der demographischen Entwicklung Deutschlands
verdeutlicht die Alterung der Gesellschaft. In den letzten 50 Jahren ist der Anteil der unter 20 jéhrigen von 30 auf 20 %
gefallen. Der Anteil der 60 bis 80 jéhrigen bzw. Uber 80 jahrigen ist von 14 bzw. 1 % auf 21 bzw. 4 % gestiegen
(www.destatis.de).

Dank der Fortschritte in der Medizin steigt die Anzahl der Uberlebenden eines
Schlaganfalls stetig an. Daraus resultiert eine starke Belastung des Gesundheitssystems

und der Wirtschaft des Landes (Stosberg 2003). Gegenwartig besteht zwischen den
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Anstrengungen zur Prophylaxe und den Aufwendungen zur Rehabilitation ein

Missverhaltnis.

Haufigkeit und Ursachen des Schlaganfalls

Der Schlaganfall ist nach der koronaren Herzkrankheit und den malignen Tumoren die
dritthaufigste Todesursache der Uber 60-jahrigen in den Industriestaaten (Ramirez-
Lassepas 1998). Die Inzidenz des Schlaganfalls steigt mit zunehmendem Alter (Feigin et

al. 2003) (Abb. 2).

180 -
160 -
140 -
120
100
80 -
60 -
40 -
20 -

Neuerkrankungen pro 100.000/Jahr

30-39 40-49 50-59 tber 60

Alter der Patienten

Abb. 2: Die Inzidenz des Schlaganfalls. In Deutschland betragt die Inzidenz des Schlaganfalls 10 pro 100.000 Personen
bei den 30 — 39-jahrigen und 33, 80 bzw. 159 pro 100.000 Personen bei den 40 — 49, 50 — 59 bzw. den Ulber 60-jahrigen
(www.destatis.de).

Der Schlaganfall ist eine hypoxisch bedingte Gehirnverletzung mit Unterbrechung der
zerebralen Perfusion und plétzlich einsetzenden fokalneurologischen Defiziten. Diese
Gehirnverletzung wird in etwa 20 % der Falle durch eine intrazerebrale oder
subarachnoidale GefaBruptur als Folge von Aneurysmen oder arteriovendsen
Fehlbildungen hervorgerufen (primar hamorrhagischer Infarkt). Die Blutungen kénnen
auch sekundar durch Thrombosen oder Embolien bedingt sein (sekundar
hamorrhagischer Infarkt). In etwa 80 % der Falle tritt ein ischamischer Infarkt infolge von

arteriellen Durchblutungsstérungen auf (Fieschi et al. 1989). Die thrombotisch bedingte
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Ischamie ist haufig durch arteriosklerotische GefaBwandschaden der groBen
extrakraniellen hirnversorgenden Arterien (A. carotis interna und A. vertebralis) sowie der
groBen intrakraniellen Arterien (A. cerebri anterior, A. cerebri media, A. cerebri posterior
und A. basilaris) verursacht (Makroangiopathie). Die GefédBwandschaden kleinerer
zerebraler GeféBe sind haufig durch den Diabetis mellitus oder den arteriellen Hypertonus
bedingt (Mikroangiopathie). Weitere Ausléser far Durchblutungsstérungen kdnnen
kardiale Embolien bei Vorhofflimmern oder Herzklappendefekien sowie paradoxe
Embolien aufgrund eines Defektes am Vorhofseptum sein. Die GrdBe des ischdmischen
Infarktes hangt insbesondere vom AusmaB und der Dauer der Mangeldurchblutung ab.
An die Pia mater cranialis grenzende neokortikale Infarktbezirke sind durch geringe piale
Kollateralen besonders von einer zerebralen Blutflussreduktion betroffen (Hatashita et al.

1990).

Die Pathophysiologie des Schlaganfalls

Die ischamischen Schaden sind an der Entstehung eines heterogenen infarzierten Areals
beteiligt. Im Zentrum des Infarktes treten bei zerebralen Blutflussraten um 20 % des
Normalwertes irreversible strukturelle Schaden auf (Hossmann 1994). Die reduzierte
Blutflussrate verursacht eine akute zerebrale Hypoxie und Glukosemangelversorgung und
somit ein Versagen ATP-abhéngiger Prozesse. Die transmembranalen lonengradienten
von Neuronen und Gliazellen brechen durch anoxische und permanente Depolarisationen
zusammen (Katsura et al. 1994). Dieser Prozess wird als Exzitotoxizitdt bezeichnet.
Durch das anabole Defizit mit dem Versagen der ATP-gesteuerten [Na']/ [K*] Pumpen
zeigt sich ein massiver Anstieg der extrazellularen [K*] Konzentration (Erecinska and
Silver 1994). Daraus folgt die Membrandepolarisation prasynaptischer exzitatorischer
Endigungen und die Aktivierung entsprechender spannungsabhangiger [Ca®*] Kanéle. Der
resultierende Glutamatausstoss verstarkt die exzitatorische synaptische Transmission
(Cousin et al. 1997). Durch den Energiemangel ist die Wiederaufnahme der

exzitatorischen Aminosauren verringert. Die daraus folgende Aktivierung von NMDA-
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Rezeptoren, metabotropen Glutamatrezeptoren und spannungsabhéangigen
postsynaptischen lonenkanalen bewirkt einen [Na*] Einstrom und eine Uberladung der
Zellen mit [Ca®]. Dem loneneinstrom folgt osmotisch Wasser. Die resultierende
Zellschwellung beeinflusst als Odem die Perfusion des umliegenden Gewebes negativ
(Choi 1992). Die Zellschwellung verursacht durch Membranlecks weiteren intrazellularen
[Ca?*] Einstrom und die Aktivierung mechanosensitiver Kationenkanéle (Sackin 1995). Die
pathologische Erhdhung der intrazelluldren Konzentration an [Ca®] I6st als ,Second-
Messenger-Kaskade* zellschadigende Prozesse aus. Die [Ca®] bedingte Aktivierung
proteolytischer Enzyme leitet unter anderem eine Zytoskelettdegradation (Siman and
Noszek 1988; Furukawa et al. 1997) sowie die Zerstérung von Proteinen der
Extrazellularen Matrix ein (Chen and Strickland 1997). Die Generierung freier Radikale
fihrt Ober proteolytische Prozesse und Lipidperoxidation zu Membranschaden (Gilgun-
Sherki et al. 2002). Die Summe dieser Sekundarprozesse verursacht irreversible
Zellschaden im Infarktzentrum und es folgt nekrotischer neuronaler, glialer und

endothelialer Zelltod (van Lookeren Campagne and Gill 1996).

Am Rand des Infarktzentrums bildet sich eine Zone mit verminderter Blutflussrate bis auf
40 % des Normalwertes aber dennoch partiell stabilem Energiemetabolismus - die
Penumbra - aus (Hossmann 1994; Back 1998). In diesem Gebiet treten repetitive
Depolarisationen auf, denen gleiche Mechanismen wie im L&sionszentrum zugrunde
liegen (Nedergaard and Astrup 1986; Hossmann 1996). Die Depolarisationen breiten sich
in das nicht infarzierte Gewebe aus (Dietrich et al. 1994). Sie ahneln den von Leao (1944)
beschriebenen ,cortical spreading depressions”. Durch den starken metabolischen Stress
sind die Depolarisationswellen fiir die VergroBerung des Infarktkerns in die benachbarte
Penumbra verantwortlich (Nedergaard 1996). Dabei korreliert die Anzahl der
Depolarisationswellen mit der finalen InfarkigréBe (Back et al. 1996). Solche
Depolarisationswellen kénnen verzdégerte Apoptose- und Inflammationsprozesse in primér

nicht infarziertem Gewebe aktivieren (Back et al. 2004).
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Die Gewebsnekrosen resultieren in Bewustseinsstérungen, komatésen Zusténden,
spastischen Hemiplegien oder Hemiparesen und verschiedenen motorischen,
sensorischen sowie sensiblen Ausfallserscheinungen (Yamamoto and Magalong 2003).
Bei 5 — 25 % der Schlaganfallpatienten werden Epilepsien beobachtet (Kotila and Waltimo
1992). Fir die Ausbildung der Epilepsien kann die verstarkte Erregbarkeit ischamischer
Gehirnareale verantwortlich gemacht werden (Pohlmann-Eden et al. 1996; Rumbach

2004).

Zerebrale Plastizitat

Das Gehirn ist in der Lage, ischamiebedingte funktionelle Ausfallserscheinungen teilweise
oder vollstandig zu regenerieren. Fir die Funktionswiederkehr ist die Plastizitdt adulter
neuronaler Systeme von grundlegender Bedeutung (Taub et al. 1993; Seitz et al. 2004;
Ward 2005a). Die zerebrale Plastizitdt umfasst Veranderungen der Impulsverarbeitung
zwischen Neuronen. Wahrend der Embryonalentwicklung des Kortex wandern Neurone
aus der Vorlauferzellschicht in die Hirnrinde ein. Dabei spielen Gliazellauslaufer als
Pionierfasern eine wesentliche Rolle. Es bildet sich eine Vielzahl synaptischer
Verbindungen, von denen postnatal viele wieder getrennt werden (Darian-Smith et al.
1990; Huttenlocher and Dabholkar 1997). Es entwickelt sich ein grobes, genetisch
determiniertes Netzwerk peripherer, subkortikaler und kortikaler Verschaltungen (O'Leary
et al. 1994). Der sensible Homunkulus nach Penfield und Rasmussen (Penfield and
Rasmussen 1950) zeigt beispielsweise nur einen Bruchteil der tatséchlichen neuronalen
Verschaltungen. Die sensiblen Hirnkarten sind haufig ausgedehnter, unscharfer und
Uberlappender als dargestellt. Eine Vielzahl sensomotorischer Neurone liegt auBerhalb
des parietalen Cortex (Nii et al. 1996). Diese weitlaufigen Projektionen bilden die
Grundlage flr das Erlernen komplexer sensomotorischer Fahigkeiten, wie dem Spielen
eines Saiteninstrumentes (Elbert et al. 1995) oder das Erlernen der Blindenschrift (Sterr et
al. 1998). Die genetisch pradisponierte synaptische Verschaltung wird dabei durch

entwicklungs- und erfahrungsbedingte Einflisse reguliert und moduliert (Edelman 1993).
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Dies trifft bei den Mammalia wahrend der Entwicklung und im adulten Stadium zu.
Somatosensibles Training einzelner Finger resultiert bei adulten Primaten in der
VergréBerung der entsprechenden kortikalen Reprasentation (Merzenich et al. 19883;
Clark et al. 1988; Jenkins et al. 1990; Recanzone et al. 1992). Dagegen fihrt der Ausfall
des somatosensiblen Inputs zur Verkleinerung des dazugehdrigen Repréasentationsareals
und zu einer Invasion benachbarter Areale (Pons et al. 1991; Elbert et al. 1994; Yang et
al. 1994). Somit sind adulte Primaten zu einer erfahrungsbedingten zerebralen

Reorganisation fahig.

Funktionserholung und zerebrale Reorganisation

Plastische Veranderungen des Gehirns werden im intakten Nervensystem beobachtet und
sind an der Funktionserholung nach Schlaganféllen beteiligt. Beim Menschen kénnen
funktionsabhangige Aktivierungen definierter Gehirnareale durch nicht invasive Techniken
wie die funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT), die Positronenemissions-
tomogrophie (PET) und die transkranielle Magnetstimulation (TMS) untersucht werden
(Baron et al. 2004). Bei Schlaganfallpatienten mit Infarkten im primaren motorischen Areal
der Hand treten wahrend Bewegung der betroffenen Hand in verschiedenen
Gehirnarealen verstarkte funktionsabhangige Aktivitdten auf (Calautti and Baron 2003).
Dabei besteht ein Zusammenhang mit dem Grad der postlasionalen Beeintrachtigung.
Patienten mit schlechter Funktionserholung zeigen erstens bilaterale und zweitens weiter
ausgedehnte funktionsabhangige Aktivierungen primarer und sekundarer motorischer
Areale als Patienten mit guter Erholung, deren Aktivierungsmuster weitgehend dem von
Kontrollpersonen entspricht. Diese Beobachtungen fihrten zu der Hypothese, dass
Funktionserholung am besten in den fir die jeweilige Funktion urspriinglich angelegten
Arealen stattfindet (Ward et al. 2003a, b; Cramer 2004). TMS-Untersuchungen zeigen
aber die Beteiligung sekunddrer motorischer Areale wie dem dorsolateralen
pramotorischen Kortex (PMd) beider Gehirnhemisphdren an der postlasionalen

Performance einfacher Bewegungen der Hand (Johansen-Berg et al. 2002; Fridman et al.



EINLEITUNG

2004). Die Aktivierung kontraldsionaler primérer motorischer Areale (M1) scheint die
Bewegungsperformance der betroffenen Hand negativ zu beeinflussen (Murase et al.
2004). Es bleibt weiterhin unklar, inwieweit die Involvierung zuséatzlicher Gehirnareale die
Funktionserholung positiv beeinflusst. Postlasionale Gehirne weisen letztendlich eine
reorganisierte funktionelle Struktur auf, deren individuelle Ausbildung maBgeblich von der
Lage und Anatomie der L&sion sowie vom Alter des Patienten beeinflusst wird (Seitz et al.

2004; Ward 2005a).

Zerebrale Reorganisationsmechanismen

An der ischamisch bedingten zerebralen Reorganisation sind verschiedene Formen der
Plastizitat parallel beteiligt. Es kann zwischen einer a) passiven Anpassung des Gehirns
aufgrund gestorter neuronaler Netzwerke, b) Reorganisation aufgrund spontaner
Regeneration von geschadigtem Gehirngewebe, c¢) Reorganisation aufgrund
lasionsbedingter Verhaltensédnderungen und d) Reorganisation aufgrund therapeutischer
Interventionen differenziert werden (Liepert and Weiller 2003). Diese Prozesse sind unter
anderem von einer veranderten intrakortikalen Inhibition in der geschéadigten (Liepert et al.
2000b; Manganotti et al. 2002; Cicinelli et al. 2003) und in der intakten Hemisphére
begleited (Liepert et al. 2000a; Manganotti et al. 2002; Shimizu et al. 2002; Butefisch et al.
2003), welche die kortikale Erregbarkeit beeinflussen kdnnte. TMS-induzierte
Stimulationen pra- und postsynaptischer Prozesse bewirken Veranderungen der
kortikalen Erregbarkeit und begunstigen verschiedene motorische Trainingsprozesse (Uy
et al. 2003; Butefisch et al. 2004). Daher kénnte das Gehirn durch die Modulation

inhibitorischer Systeme flr plastische Veranderungen ,konditioniert sein (Ward 2005b).

FOr die detaillierte Untersuchung lasionsinduzierter zerebraler Plastizitat stehen
verschiedene Tiermodelle zur Verfugung (Hossmann 1998; Traystman 2003). In diesen
Modellen kénnen Funktionsstérungen und zerebrale Reorganisation mit infarzierten

Gehirnarealen in Verbindung gebracht werden (Kozlowski et al. 1996; Frost et al. 2003;
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Reinecke et al. 2003; Biernaskie et al. 2005). fMRT-Untersuchungen an lasionierten
Ratten unterstreichen Parallelen zwischen Patienten und Tiermodellen. Nach Okklusion
der A. cerebri media (,middle cerebral artery occlusion”, MCAQO) wurden bilaterale
funktionsabhangige Aktivierungen registriert, die sich mit zunehmender Funktionserholung
wieder auf Kontrollniveau einstellten (Dijkhuizen et al. 2001). Im Umfeld fokaler
photothrombotisch induzierter kortikaler L&sionen tritt eine lang anhaltende neuronale
Ubererregbarkeit auf, die auf einer veranderten Bindungseigenschaft oder Expression von
GABAAa-Rezeptoren beruhen kdnnte (Schiene et al. 1996). Intrazelluldare Untersuchungen
bestétigen die Reduktion der GABA vermittelten Inhibition in diesen Arealen (Neumann-
Haefelin et al. 1995). Die verminderte GABAerge Inhibition und die verstarkte neuronale
Erregbarkeit koénnen die neuronale Reorganisation beglnstigen und fir die
Umstrukturierung l&sionsangrenzender kortikaler Areale verantwortlich sein (Schiene et
al. 1999). Die GABAerge Inhibition vermittelt die scharfe Abgrenzung kortikaler Areale
(Jones 1993; Hensch and Stryker 2004). Funktionelle Untersuchungen an Ratten und
Katzen belegen, dass eine Verminderung der GABAergen Inhibition die ,Demaskierung”
stiller Synapsen ermdglicht und an der Modifikation kortikaler Reprasentationen beteiligt
ist (Dykes et al. 1984; Alloway et al. 1989; Jacobs and Donoghue 1991). Die Modulation
synaptischer Effizienz in Form von assoziativer Langzeitpotenzierung (LTP) spielt bei der
kortikalen Reorganisation eine bedeutende Rolle (Allard et al. 1991; Buonomano and
Merzenich 1996; Wang et al. 1996). Funktionelle Experimente unterstreichen, dass
inhibitorische Prozesse maBgeblich an LTP und Lernprozessen beteiligt sind. Die
Hemmung GABAerger Inhibition mit Bicuculline férdert die Induktion von LTP im Kortex
(Artola and Singer 1987) und begunstigt die Funktionserholung nach kortikalen Lasionen
(Hernandez and Schallert 1988). Tatsachlich lasst sich LTP in lasionsangrenzenden
Arealen leichter als in Kontrollen induzieren (Hagemann et al. 1998). Es gibt deutliche
Hinweise, dass die Ubererregbaren lasionsangrenzenden Areale bei Ratten an der

Funktionserholung beteiligt sind (Castro-Alamancos and Borrel 1995).
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Lasionsbedingte Modulationen der GABAergen Inhibition sind nicht auf die
Infarktumgebung beschréankt. Mit Hilfe der Doppelpulsstimulation zur Ableitung
extrazellularer Feldpotentiale in Gehirnschnitten konnten ausgedehnte
Erregbarkeitsdnderungen in der ipsi- und der kontralateralen Hemisphare gezeigt werden
(Domann et al. 1993; Buchkremer-Ratzmann et al. 1996; Reinecke et al. 1999). Bei
Applikation von zwei aufeinanderfolgenden Reizen im Abstand von 20 Millisekunden ist
die zweite Reizantwort kleiner als die erste Reizantwort. Das zeigt, dass der erste Reiz
neben exzitatorischen auch inhibitorische Mechanismen auslést und die zweite Antwort
funktional inhibiert (,funktionale Inhibition®). Mit dem gleichen Messparadigma wurde die
entwicklungsbedingte Plastizitdt im visuellen Kortex der Ratte gezeigt. Im visuellen
System korreliert die Ausbildung der funktionalen Inhibition mit dem Ende der kritischen
Phase erfahrungsbedingter synaptischer Plastizitdt in Schicht II/lll in der dritten
Lebenswoche. Diese funktionale Inhibition ist durch die Aktivierung Uber GABAa-
Rezeptoren vermittelter inhibitorischer Schaltkreise in Schicht IV bedingt (Rozas et al.
2001). Die lasionsbedingte bilaterale Reduktion der Inhibition im Rattenkortex korreliert
mit einer reduzierten Bindung von [3H]Muscimol an GABAx-Rezeptoren (Qu et al. 1998;
Que et al. 1999). Die reduzierte Rezeptorbindung kann durch den adaptiven Umbau des
heteropentamer zusammengesetzten Rezeptors realisiert sein. Der Umbau des
Rezeptors kann neben seinen Bindungseigenschaften auch seine Kanaleigenschaften

andern (Sigel et al. 1990; Sieghart 1995; Redecker et al. 2002).

Die hier dargestellten Mechanismen treffen bei Versuchstieren niedrigen Lebensalters zu.
Sie fihren zu dem Schluss, dass Gehirne niedrigen Lebensalters postlasional durch eine
nachlassende intrakortikale Inhibition fir plastische Veranderungen konditioniert werden,
um eine Funktionserholung zu erméglichen. Mammalia hohen Lebensalters unterscheiden
sich in ihrer Anatomie, Physiologie, Neurobiochemie, ihrem Verhalten und der Reaktion
auf einen Schlaganfall von denen niedrigen Lebensalters (Stein 2004). Der

Glutamatspiegel und die Funktionalitdt der kortikalen NMDA-Rezeptoren zeigt sich bei
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Ratten hohen Alters verandert (Fiore and Rampello 1989; Erdo and Wolff 1990; Gonzales
et al. 1991; Wardas et al. 1997; Ossowska et al. 2001). Der Einfluss und die Funktionalitat
des GABAergen Systems wird mit zunehmendem Lebensalter ebenfalls moduliert
(Komiskey et al. 1988; Turgeon and Albin 1994; Ruano et al. 1996; Ruano et al. 2000;

Him et al. 2001; Vela et al. 2003).

Zielstellung der Untersuchung

Jedes Kkortikale Areal ist durch spezifische Merkmale charakterisiert. Inhibitorische
Prozesse sind an der kortikalen Informationsverarbeitung und in starkem MafB an der
Ausbildung und Abgrenzung kortikaler Areale beteiligt. Mit fortschreitendem Lebensalter
vollzieht sich eine Modulation der physiologischen und morphologischen Eigenschaften
des Gehirns. In dieser Studie soll untersucht werden, inwieweit derartige Veranderungen

das inhibitorische System in verschiedenen kortikalen Arealen der Ratte betreffen.

Ein ischdmischer Infarkt verandert den zerebralen Blutfluss und Metabolismus sowie die
elektrophysiologische Aktivitéat in lasionsangrenzenden und in entfernt gelegenen Arealen.
So wurden bei Ratten niedrigen Lebensalters nach kortikalen Infarkten weitrdumige
Erregbarkeitsanderungen sowie Modulationen des GABAergen Systems im ipsi- und
kontralateralen Kortex beobachtet. Gehirne in fortgeschrittenem Alter reagieren aufgrund
altersbedingter Modifikation anders als junge Gehirne auf einen Schlaganfall. In dieser
Studie soll untersucht werden, welchen Einfluss das Lebensalter auf lasionsbedingte

Veranderungen des inhibitorischen Systems hat.

Das inhibitorische System wurde elektrophysiologisch mittels der Doppelpulsstimulation
zur Ableitung extrazelluldarer Feldpotentiale in  Gehirnschnitten von Ratten
unterschiedlichen Lebensalters untersucht. Diese Methode erlaubt Aussagen Uber die
durch GABAx-Rezeptoren vermittelte funktionale Inhibition. Die Expression der GABAa-

Rezeptoruntereinheiten a1, a2, a3, a5 und y2 wurde immunhistochemisch untersucht.

10
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Das Ischdmiemodell der Photothrombose kam zum Einsatz, um vergleichende
Untersuchungen von altersabhdngigen Auswirkungen einer kortikalen Lé&sion
durchzufiihren. Dieses Modell erlaubt die nichtinvasive Induktion definierter ischamischer

Lasionen im gewlnschten kortikalen Areal.

Die Ergebnisse dieser Studie sollen helfen, die Mechanismen altersbedingter und
postlasionaler zerebraler Plastizitadt zu verstehen. Mit diesem Wissen ist es mdglich,
angemessene Therapiestrategien zur Rehabilitation nach einem Schlaganfall zu

entwickeln.

11
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Photothrombose

Flar die Versuche verwendeten wir méannliche Wistar-Ratten aus der Eigenzucht des
Instituts fir Versuchstierkunde der Friedrich-Schiller-Universitat Jena. Die Tiere wurden
im Standardkéafig unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen bei 22 -24 °C
Raumtemperatur, 60 —80 % relativer Luftfeuchtigkeit, einem Tag-Nachtzyklus von
12 Stunden und freiem Zugang zu Wasser (pH 2,5-3,2) und Futter gehalten. Das
Gewicht der adulten Tiere betrug 280 —500 g. Alle Untersuchungen wurden unter
Berlcksichtigung des Tierversuchsgesetzes durchgefihrt und erfolgten nach gultiger

Tierversuchsgenehmigung.

Die Photothrombose wurde bei 3 Monate alten (niedriges Lebensalter) und 24 Monate
(hohes Lebensalter) alten Tieren induziert. Diese wurden nach dem von Watson und
Kollegen (1985) zugrunde liegenden Schema prozessiert (Abb. 3). Die Narkotisierung der
Ratten erfolgte im Narkosetopf mit einem Gasgemisch von 3,5 % lIsofluran (Curamed),
70 % Lachgas und 30 % Sauerstoff fir 3 Minuten. Die Tiere wurden gewogen, rlckseitig
auf eine Heizmatte gelegt und mit Pflaster an den Extremitaten fixiert. Der weitere
Narkoseverlauf konnte durch Beatmung mit einer Maske und Reduktion der
Isoflurankonzentration auf 2,5 % aufrecht erhalten werden. Nach Rasur und Desinfektion
des linken Leistenbereiches erfolgte die Freilegung der Vena femoralis sinistra auf einer
Strecke von 10 — 15 mm. Die praparierte Region der Vene wurde mittels Catgut (3 metric,
3/0 VSP, Braun Melsungen) aufgespannt und mit einer Augenschere punktuell eréffnet.
Mit Hilfe eines Venenhakens konnte ein mit 0,9 % Natriumchlorid geflllter und luftleerer
Polyethylenkatheter mit einem AuBendurchmesser von 0.61 mm eingeflihrt werden. Die
Blutaspiration ermdglichte die Kontrolle der korrekten Lage des Katheters. Nach der

Fixation des Katheters mit Perma-Handseide (Ethicon) und dem Abbinden des

12



MATERIAL UND METHODEN

Venenstumpfes wurde die Ratte bauchseitig in eine Heizwanne gelegt und im Stereotakt
fixiert. Die Korpertemperatur betrug konstant 37 °C. Nach der Rasur des Kopfes und der
Praparation der Kalotte durch einen medianen Hautschnitt erfolgte die Freilegung der
Punkte Bregma und Lambda, der Mittelnaht und der rechten Schadelseite. Nach dem
Vermessen der Kalotte konnte die Positionierung der Blende des Lichtleiters rechtsseitig
4 mm lateral der Mittellinie und mittig zwischen Bregma und Lambda vorgenommen
werden. Bei den Tieren niedrigen Lebensalters betrug der Blendendurchmesser 1,5 mm
und bei den Tieren hohen Lebensalters 2,4 mm. Der Lichtleiter wurde mit der
Kaltlichtquelle (KL 1500, Schott) verbunden und diese bei Streulicht auf eine Lichtstarke
von 4,5 eingestellt. Mit dem Start der Belichtung erfolgte innerhalb der ersten
30 Sekunden die intravendse Injektion von etwa 400 pl Bengal Rosa (Sigma-Aldrich,
Endkonzentration: 10 mg/kg Korpergewicht). Nach 20 Minuten Belichtung wurde der
Katheter entfernt und der Leistenschnitt genaht. Die Kopfhaut wurde vernaht, die Narkose
durch Gabe von 100 % Sauerstoff ausgeleitet und die lasionierten Tiere nach einer
Erholungsphase in den Kafig zurlickgesetzt. Die Behandlung der Kontrolltiere war mit

Ausnahme der Belichtung der Kalotte identisch.

Kaltlichtquelle

Enfluran / N,O / O, Bengal Rosa

Abb. 3: Darstellung des Versuchsaufbaus zur photothrombotischen Induktion fokaler kortikaler Lasionen. A: Die
Versuchstiere wurden mit einem Gasgemisch aus 2,5 % (V/V) Enfluran, 70 % Lachgas (N2O) und 30 % Sauerstoff (O.)
narkotisiert und in einem stereotaktischen Rahmen fixiert. Die Belichtung der freigelegten Kalotte erfolgte durch eine
Kaltlichtquelle Uber ein Lichtleiterkabel. Der photosensitive Farbstoff Bengal Rosa wurde in die Vena femoralis injiziert. Die
Belichtung dauerte 20 Minuten. B: Strukturformel des Bengal Rosa, dessen Belichtung zur Bildung freier Radikale fihrt. Im
BlutgefaBsystem verursacht diese Reaktion Endothelschédigung und Thrombozytenaggregation.
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2.2 Elektrophysiologische Methoden

Anfertigung von nativen Gehirnschnitten

Die Tiere wurden mit Isofluran (Curamed) narkotisiert und anschlieBend dekapitiert. Die
Kopfhaut konnte durch einen Medianschnitt von nasal nach kaudal durchtrennt und
mitsamt der Muskulatur von der Kalotte getrennt werden. Es folgte die praparative
Entfernung des Os occipitale, der Ossa parietalia, der Ossa frontalia und der Dura mater.
Waéhrend der Praparation wurde das Gehirn mit gekihlter (4 °C) und Carbogen
(95 % CO,, 5% O,) begaster artifizieller Zerebrospinalflissigkeit (ACSF) befeuchtet.
Nach Durchtrennung der Hirnnerven und der BlutgefaBe durch einen gebogenen Spatel
erfolgte die Kihlung des Gehirns zur Vermeidung hypoxischer Schaden und zur
Reduktion des Stoffwechsels in Carbogen-begaster ACSF (4 °C) fir 1 Minute.
AnschlieBend wurde das Gehirn auf mit ACSF befeuchtetem Filterpapier mittels einer
entfetteten Rasierklinge fir den Schneidevorgang getrimmt. Mit Blick auf die Dorsalseite
des Gehirns konnten das Kleinhirn und das Vorderhirn durch frontalen Schnittverlauf
abgetrennt und das resultierende Praparat auf die kaudale Seite gelegt werden. Es folgte
die Abtrennung der basalen Anteile unterhalb der Fissura rhinalis. Zur Orientierung diente
die von kranial nach kaudal verlaufende Arteria rhinalis. Der Gewebeblock wurde mit
Cyanacrylatkleber (Pluradent) auf einen Kunststoffblock geklebt. Als Widerlager beim
Schneidevorgang diente ein aufgeklebter Agar-Agar-Wirfel. Mit einem Vibratom (Leica
VT1000S) wurden frontale, 400 um dicke Gehirnschnitte angefertigt und mittels einer
weiten Pipette in die Messkammer (berfihrt bzw. in einem Carbogen-begasten
VorratsgefaB bei Raumtemperatur gelagert. Die Schnittdicke von 400 um gewahrleistete
die Versorgung mit Sauerstoff und Né&hrstoffen bis in die Mitte des Schnittes (Richards

and Mcllwain 1967).
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Versuchsaufbau

Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden in einer Interface-Perfusionskammer
nach Haas durchgefuhrt (Haas et al. 1979). Die Gehirnschnitte lagen auf Nylon-Netzen
und wurden permanent mit auf 34 °C temperierter und Carbogen-begaster ACSF
tberspult (2 ml/min). In der Kammer wurde Uber die Oberflache der Schnitte befeuchtetes
und auf 34 °C temperiertes Carbogen geleitet. Dabei betrug die Temperatur in der
Kammer 34 °C. Vor den elektrophysiologischen Untersuchungen equilibrierten die
Schnitte fir mindestens eine Stunde unter Abdeckung. Fir die elektrische Stimulation der
Schnitte kamen bipolare Reizelektroden aus Platin (Science Products, SNE-200,
Spitzendurchmesser: 0.1 mm, Spitzenabstand: 0.25 mm) zum Einsatz. Die fir die
Stimulation bendtigten Rechteckstrompulse wurden von einem Reizgenerator (Master 8
A.M.P.1.) generiert und die jeweils bendtigte Reizintensitat Uber einen Reizisolator (HG
106B, HI-Med England) eingestellt. Die Registrierung der extrazelluldren Feldpotenziale
erfolgte Uber 2—-5MQ messende Glaskapillarelektroden. Diese mussten vor dem
Versuch mit einem Horizontalpuller (Shutter Instruments, Modell P-87) aus Borosilikatglas
(Science Products, GB 100F-8P) gezogen und mit ACSF geflllt werden. Zur Ableitung
diente eine Ag/AgCI-Bricke aus einem chlorierten Silberdraht in der Ableitelektrode und
einer chlorierten silbernen Baderde. Die Elektroden wurden unter mikroskopischer
Kontrolle und mit Hilfe von Mikromanipulatoren im Hirnschnittpraparat positioniert. Die
Signale wurden mit einem Vor- und einem Nachverstarker 500 fach verstérkt und
Hochpass gefiltert (0,1 Hz). Uber einen Analog-Digital-Konverter (CED 1401) erfolgte die
Ubertragung der Messwerte auf den Computer. Zur Darstellung (Abtastrate: 10 kHz)

diente das Programm ,Signal“ (Cambridge Electronic Desingn, Version 1.0).

Generierung extrazellularer Feldpotenziale und Doppelpulsstimulation
In den elektrophysiologischen Untersuchungen wurden Doppelpulse von jeweils 50 us
Impulsdauer und 20 ms Interstimulusintervall appliziert. Es wurde mit einer schrittweise

steigenden Reizintensitat von jeweils 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Volt stimuliert. Das
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Zeitintervall zwischen den einzelnen Doppelpulsen betrug 30 Sekunden. Die Stimulation
erfolgte in Schicht VI am Ubergang zur weiBen Substanz an den in Abb. 4 gezeigten

Positionen. Die Ableitung erfolgte in Schicht 1l/lll der stimulierten kortikalen Kolumne.

Auswertung der Messergebnisse

Ein quantitatives MaB fur die funktionale Inhibition konnte durch die Bildung des
Quotienten aus der zweiten und der ersten Feldpotenzialantwort errechnet werden. Die
Auswertung der Potenzialamplituden erfolgte am Computer unter Nutzung des
Programms ,Neuron® (erstellt von Prof. Wadman, Amsterdam, NL). Die Amplitude der
Feldpotenzialantworten (f EPSP) ergab sich aus der Differenz des maximalen Minimums
der Antwort kurz nach dem Reiz und der maximalen Positivitdt nach dem maximalen
Minimum (Abb. 5A). Fir die Bildung der Quotienten (fEPSP,/fEPSP;) wurden
Feldpotenzialantworten aus dem maximalem Bereich verwendet. Ein Quotient kleiner als

eins indiziert dabei eine Nettoinhibition des zweiten Reizes.

2.3 Histologische Methoden

Transkardiale Perfusion

Die Narkotisierung der Tiere erfolgte mit Diethylather (Fischar) im Athertopf unter
Kontrolle der Herzfrequenz. Nach dem Wiegen wurden die Tiere rlickseitig in eine
Plastikschale gelegt und die Extremitaten mit Pflaster fixiert. Zur kontinuierlichen Narkose
diente ein mit athergetranktem Papiertuch bestlicktes 50 ml Tube (Eppendorf), das tber
die Nase der Ratte gestiilpt wurde. Durch einen Medianschnitt mit einer Schere konnte
die Bauchdecke bis zum Processus xiphoideus des Sternum gedffnet werden. Nach
beidseitiger Entfernung des Diaphragmas erfolgte die Durchtrennung der Rippen. Der
Brustkorb wurde kopfwarts geklappt und mit einer chirurgischen Klemme fixiert. Zur
Darstellung der Aorta wurde der Thymus verlagert. Das Herz wurde mit der chirurgischen

Klemme gehalten und der Ventriculus sinister im Bereich der Herzspitze mit einem
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Skalpell punktiert. Uber diese Offnung konnte die Punktkaniile vom linken Ventrikel bis
zum Eingang in die Aorta eingefihrt und mittels Klemme fixiert werden. Nach der
Perfusion des Tieres mit 70 ml Phosphat gepufferter Normalsalzlésung (PBS) folgte auf
die Blutleere der Leber die Perfusion mit 350 ml 4 %iger Paraformaldehyd-Lésung (4 %
PFA) oder Zamboni-Lésung mittels einer Peristaltikpumpe (Heidolph, Pump drive
PD5206) mit kontinuierlicher FlieBgeschwindigkeit von 35 ml/min. Die Ratte wurde
dekapitiert, das Gehirn freiprapariert und in 4 % PFA oder Zamboni-L&sung Uber Nacht

bei 4 °C nachfixiert.

Kryoprotektion

Zur Gewahrleistung des Frostschutzes lagerten die Gehirne bei 4 °C fir 24 Stunden in
10 %iger- und anschlieBend flr weitere 24 Stunden in 30 %iger Saccharoselésung. Die
Gehirne wurden fir 2 Minuten in 2-Methylbutan (Roth; mit Trockeneis auf -30 °C

temperiert) eingefroren. Die Aufbewahrung der Gehirne erfolgte bei -80 °C.

Gefriermikrotomschnitte

Die Schnitte fir immunhistochemische Untersuchungen wurden am Gefriermikrotom
(Mikrom® HM400) angefertigt. Die Gehirne konnten mittels Tissue-Tek (Sakura) auf den
Objekttisch gefroren und innerhalb von 10 Minuten auf -43 °C temperiert werden. Die
50 um dicken Schnitte wurden in PBS aufgefangen und weiterverarbeitet oder in Anti-

Freeze-Lésung Uberfihrt und bei -20 °C aufbewahrt.

Immunhistochemische Farbungen

Die Gehirne inkubierten zunachst fir 12 Stunden bei Raumtemperatur in Natriumzitrat-
Lésung. Mit einer Rasierklinge wurde das Gehirn getrimmt und der Gewebeblock
(Bregma O bis Bregma-6) in 80 ml Natriumzitrat-Lésung in der Mikrowelle
(135 Sekunden, 650 Watt) erhitzt (Antigen-Demaskierung). Am Gefriermikrotom konnten

50 um dicke Schnitte angefertigt werden.
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Nach dreimaligem Waschen der Schnitte in Tris-Triton (pH 7,4) folgte die Inkubation mit
dem primaren Antikérper freischwimmend in Glasschalen (Ansétze und Antikérper siehe
Tab. 1 unter 2.5) bei leichtem Schiitteln ber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer.
Am folgenden Tag wurden die Schnitte dreimal in Tris-Triton (pH 7,4) gewaschen und flr
eine Stunde bei Raumtemperatur mit biotinylierten sekundaren Antikérper inkubiert. Nach
erneutem dreimaligen Waschen in Tris-Triton (pH 7,4) schloB sich die 30 minltige
Inkubation in ABC-Reagenz (Linaris/Vectorlab) bei Raumtemperatur an. Es folgte die
Peroxidasereaktion fir 10— 15 Minuten in DAB-L6sung (3,3-Diaminobenzidin) bei
Raumtemperatur in  Tris-Triton (pH 7,7). In dieser Reaktion Ubertragt die
Meerrettichperoxidase des  ABC-Komplexes  (Avidin-Biotin-Meerrettichperoxidase)
Elektronen vom DAB auf das H,O,, das dabei zu H,O reduziert wird. Es resultiert eine
oxidative Polymerisation und Zyklisierung des DAB, wobei ein dunkelbraunes, in Wasser
und Ethanol unldsliches Phenazinpolymer entsteht. Die Schnitte wurden zweimal in Tris-
Triton (pH 7,4) gewaschen und anschlieBend mittels 0,5 %iger Gelatine auf Objekttrager
Ubertragen. Nach Lufttrocknung von etwa einer Stunde konnten die Schnitte mit Entellan

(Merck) eingedeckelt werden.

Nissl-Farbung

Zum Nachweis von strukturellen Verdnderungen des Gehirngewebes wurde eine Nissl-
Farbung mit Methylenblau (Sigma) durchgefihrt. Dieser basische Farbstoff farbt die
ribosomale RNA speziell des rauhen endoplasmatischen Retikulums und markiert damit
lebende Zellen. Dazu wurden die Schnitte mit 0,5 %iger Gelatine auf Objekttrager
Ubertragen und 3 Minuten in Methylenblau-Lésung gefarbt. Nach Lufttrocknung fur ca.

eine Stunde konnten die Schnitte mit Entellan (Merck) eingedeckelt werden.

Auswertung der histologischen Praparate
Immunhistologisch und nach Nissl gefarbte Schnitte wurden mit dem Mikroskop

Axioplan 2 (Zeiss) ausgewertet. Mit Hilfe der digitalen Kamera Axiocam (Zeiss) konnten
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die Bilder auf den Computer Ubertragen und mit der Software Axio Vision (Zeiss)
dargestellt werden. Fir die semiquantitative Auswertung wurden die Schnitte auf einem
helligkeitsstabilisierten  Beleuchtungstisch mit einer CCD-Kamera (Hamamatzu)
aufgenommen, das analoge Kamerasignal mit einem Video-Prozessor (Hamamatzu)
verstarkt und mit einem Maclintosh digitalisiert. Mit Hilfe des Programms NIH-Image
konnten die Schnitte in Falschfarbenkodierung (Farbskala: 1 — 256) dargestellt werden.
Das ermdglicht die Messung der relativen optischen Dichte (ROD) und die
semiquantitative vergleichende Auswertung der Immunreaktivitdt entsprechender

Regionen mit dem Programm Microsoft Excel.

2.4 Statistische Auswertung

Alle Werte sind als Mittelwert £+ SEM angegeben. Es wurde ein Gehirnschnitt pro
Versuchstier in die jeweilige Auswertung einbezogen. Der Vergleich zwischen linker und
rechter Hemisphare bei den Kontrolltieren erfolgte nach dem Wilcoxon-Test fir gepaarte
Stichproben (p < 0,05). Der Vergleich zwischen Lasions- und Kontrolltieren erfolgte mit
dem Student-t-Test flr ungepaarte Stichproben (p < 0,05). Die Korrektur des a-Fehlers

wurde mit dem Verfahren nach Bonferroni-Holm durchgefihrt.
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2.5 Verwendete Antikorper und Lésungen

Tab. 1: Fiir immunhistochemische Farbungen verwendete Antikérper und deren Anséatze.

Prim. Antikorper Hersteller Sek. Antikorper Hersteller Serum
GABA, a1 J.M. Fritschy Goat anti Rabbit | Jackson Normal Goat Serum
(1 :20.000) Biotinyliert in Tris/Triton 0.2%
in Tris/Triton 0.2% (1:300)

GABA, a2 J.M. Fritschy | Goat anti Rabbit | Jackson Normal Goat Serum
(1 :2000) Biotinyliert in Tris/Triton 0.2%
in Tris/Triton 0.2% (1:300)

GABA, a3 J.M. Fritschy | Goat anti Rabbit | Jackson Normal Goat Serum
(1 :2000) Biotinyliert in Tris/Triton 0.2%
in Tris/Triton 0.2% (1:300)

GABA, a5 J.M. Fritschy | Goat anti Rabbit | Jackson Normal Goat Serum
(1 :1000) Biotinyliert in Tris/Triton 0.2%
in Tris/Triton 0.2% (1:300)

GABA4 2 J.M. Fritschy | Goat anti Rabbit | Jackson Normal Goat Serum
(1 : 3000) Biotinyliert in Tris/Triton 0.2%
in Tris/Triton 0.2% (1:300)

NeuN Chemicon Horse anti Mouse | Jackson Normal Horse
(1:500) MAB-377 (1:300) Serum

in Tris/Triton 0.2% in Tris/Triton 0.2%
GFAP Chemicon Goat anti Rabbit | Jackson Normal Goat Serum
(1 :2000) Biotinyliert in Tris/Triton 0.2%
in Tris/Triton 0.2% (1:500)
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Alle verwendeten Chemikalien wurden in der Qualitat zur Analyse bzw. flr biochemische

Zwecke verwendet. Alle Lésungen wurden mit Nanopor-Wasser (USF Elga) angesetzt.

ACSF (artifizielle Zerebrospinalflissigkeit)

Diese Ldsung ist vor jedem Versuch frisch anzusetzen, die Stammlésungen sind bei

4 °C einige Tage haltbar.

Stammlésung | (1000 ml)

- NaCl

- KClI

- NaHQPO4 * Hgo

Stammlésung 1l (500 ml)

- CaCl, * 2 H0

Stammlésung 11l (500 ml)

- MgCl * 6 H,0

Ansatz:

Stammlésung |
Stammlésung Il
Stammlésung 1l
Glucose
NaHCO;

ad. 2000 ml

im Wasserbad auf 34 °C temperieren und mit Carbogen begasen

pH mit HCI auf 7,4 einstellen

72,466 g
2,237 g

1,275 ¢

14,702 g

20,330 g

200 ml
20 ml
20 ml

3,964 g

3,612 ¢

Molaritat in der Endlésung (mM)

124
3

1,25

10

22

Agar-Agar (als Widerlager bei der Gewebepraparation)

ACSF

Agar-Agar

100 ml

59

(Roth)

(Merck)

(Merck)

(Merck)

(Roth)

(Merck)

(Merck)

(Merck)

(Merck)
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- in Glaspetrischale geben und in der Mikrowelle (750 Watt) kurz aufkochen

- bei 4 °C einige Tage lagerbar

Bengal-Rosa
- 0,9%ige NaCl-Lésung 10 ml (Fresenius)
- Bengal Rosa 100 mg (Sigma)

Gelatine (0,5 %, zum Aufziehen der Schnitte)

- HO 200 ml
- Gelatine 1,09 (Merck)
- Chrom-(lll) Kaliumsulfat 0,1g (Merck)

auf 37 - 42°C erwarmen

Methylenblau
- HO 100 ml
- Methylenblau 0,020 g (Sigma)
- Na,CO; * 10 H,O 0,032¢ (Merck)

PBS (Phosphat gepufferte Normalsalzlésung)

- Phosphatpuffer mit H,O auf 0,1 M verdliinnen und 0,9 % NaCl zufigen

PFA 4 % (Paraformaldehyd-L&sung zur transkardialen Perfusion)

- PBS mit 4 % Paraformaldehyd (Riedel-de-Haen)

Phosphatpuffer (0,2 M)

Stammlésung | (800 ml)

- Na;HPO, * 2 H,O 28,59 (Merck)

Stammlésung 1l (300 ml)
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- NaH,PO, * H,O 83¢g (Merck)
Ansatz:
- 800 ml Stammlésung | mit Stammlésung Il (ca. 200 ml) auf pH 7.4 titrieren,

ergibt Phosphatpuffer (0,2 M)

Saccharoselésung (10 bzw. 30 %ig)
- Saccharose 10 bzw. 30 g (Roth)

- PBS ad. 100 ml

Tris-Triton 0,2 % (Waschpuffer fir Immunhistochemie)
Stammlésung (1000 ml)
- Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 60,55 ¢g (Roth)
- NaCl 73,80 ¢g (Roth)
Ansatz:
- Stammlésung 1:10 verdinnen und mit HCI auf pH 7,7 bzw. 7,4 titrieren

- 0,2 % Triton X-100 zufiigen (Merck)

Zamboni-Lésung (Fixativ zur transkardialen Perfusion)

Ansatz: Konzentration in der Endlésung

- Phosphatpuffer (0,2 M) 500 ml 0,1M

- 150 ml Pikrinsaure (aus gesattigter Lésung) 15 % (V/V)

- Paraformaldehyd 40 ¢ 4 % (W/v) (Riedel-de-Haen)

- (40 g Paraformaldehyd in 300 ml H,O bei 60 °C auflésen und Ansatz mit
wenigen Tropfen NaOH klaren) (Riedel-de-Haen)

- ad. 1000 ml, filtrieren
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Zitrat-Puffer

Stammlésung | (500 ml)

- Zitronensaure 10,59 (Riedel-de-Haen)

Stammlésung 1l (500 ml)

- Na,HPO, * 2 H,O 17,8 ¢ (Merck)
Ansatz:

- Stammlésung | mit Stammldsung Il auf pH 4,5 titrieren
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3. ERGEBNISSE

3.1 Photothrombose

Alle Versuchstiere mit induzierter Photothrombose entwickelten eine kortikale Lasion. Die
Untersuchungen erfolgten 7 Tage nach Lasionsinduktion. Auf der freipraparierten
Gehirnoberflache zeichnete sich ein scharf abgegrenztes und kreisrundes infarziertes
Areal ab. Der Lasionsdurchmesser wurde an den praparierten Gehirnen vermessen und
betrug bei der Versuchsgruppe niedrigen Lebensalters im Mittel 2,80 £ 0,11 mm (n = 14),
bei der Versuchsgruppe hohen Lebensalters 2,98 £ 0,15 mm (n = 12) und zeigte keinen
signifikanten Unterschied. Die Lé&sion erstreckte sich Uber alle kortikalen Schichten und
lieB das Corpus callosum intakt. Die kontralaterale Hemisphare der lasionierten Tiere und
das Gehirngewebe der scheinoperierten Kontrolltiere zeigte makroskopisch, bei Ansicht
durch das VergréBerungsmikroskop in 10 facher VergréBerung und lichtmikroskopisch

nach Nissl-Farbung keine Strukturveranderungen (nicht gezeigt).

3.2 Elektrophysiologische Untersuchungen

In einer ersten Versuchsreihe wurde mit Hilfe der Doppelpulsstimulation die
altersabhéngige kortikale funktionale Inhibition nach Photothrombose untersucht. Es
wurden Schnitte von 6 lasionierten Tieren niedrigen Lebensalters und Schnitte von 5
lasionierten Tieren hohen Lebensalters statistisch ausgewertet. Der Vergleich der
Messergebnisse erfolgte mit Daten von 6 Kontrolltieren niedrigen Lebensalters bzw. von 4
Kontrolltieren hohen Lebensalters. Die Schnitte stammten aus der Region -3.5—--3.8
relativ zu Bregma (Paxinos and Watson 1986). Die Feldpotenzialableitungen wurden in
beiden Hemispharen an jeweils 8 Positionen durchgefihrt. Die Messpositionen waren, wie
in Abbildung 4 dargestellt, gleichmaBig Uber den Kortex verteilt. Diese entsprachen

folgenden Arealen: okzipitaler Kortex (OX) fir die Messpositionen 1 und 2,
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sensomotorischer Kortex (SM) fir die Messpositionen 3, 4 und 5 sowie auditorischer

Kortex (AU) fur die Messpositionen 6, 7 und 8 (Paxinos and Watson 1986).

kontralateral ipsilateral

Abb. 4: Schematische Darstellung eines Gehirnschnittes in der Frontalebene. Dargestellt ist die Positionierung der
Elektroden und die Einteilung der kortikalen Areale, wie sie zur Auswertung der elekirophysiologisch und
immunhistochemisch  erhobenen  Daten  verwendet wurde. (PT: Photothrombose;  OX: okzipitaler  Kortex;
SM: sensomotorischer Kortex; AU: auditorischer Kortex; e Position der Reizelektrode; m Position der Ableitelekirode).

Die Feldpotenziale wurden Uber Glasmikroelekiroden abgeleitet, die unter
mikroskopischer ~ Kontrolle in  Schicht I/lll  plaziert wurden. Die bipolare
Stimulationselektrode war in Schicht VI nahe der weiBen Substanz in der gleichen
Kolumne positioniert. Auf die Stimulation folgte nach einem positiven Stimulationsartefakt
eine negative exzitatorische Feldpotenzialantwort, gefolgt von einem positiven
Uberschwinger. Die Feldpotenzialamplituden wurden aus der Potenzialdifferenz zwischen
dem Maximum der negativen exzitatorischen Feldpotenzialantwort und dem Maximum
des positiven Uberschwingers ermittelt (Abb. 5A). Das AusmaB der Antwort auf die erste
Stimulation  (fEPSP4) folgte  einer nichtlinearen  Abhangigkeit von  der
Stimulationsintensitdt und zeigte mit ansteigender Reizstérke (10— 60 Volt) in allen
Versuchsgruppen einen Sattigungseffekt (nicht dargestellt). Zur Auswertung der
funktionalen Inhibition wurden Feldpotenzialantworten aus dem Sattigungsbereich

verwendet. Spontane Entladungen traten in keiner der Versuchsgruppen auf.
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Die Auswertung der Messdaten erfolgte in drei Prazisierungsstufen. In der ersten Stufe
wurden Mittelwerte aller Ableitpositionen gebildet. In der zweiten Stufe wurden die
Messwerte aller Ableitpositionen einer Hemisphare gemittelt und damit ein
Gesamtmittelwert aller Versuchstiere gebildet. Die dritte Stufe bildetete eine
arealspezifische Auswertung. Dazu wurden die Messdaten der einzelnen Ableitpositionen
mit Hilfe des Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos and Watson 1986) Kortexarealen
zugeordnet und je Tier gemittelt. Aus diesen Werten wurde der arealspezifische
Gesamtmittelwert aller Versuchstiere gebildet. Beim Vergleich der Messwerte der linken
und rechten Hemisphare der Kontrolltiere ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

Die Messwerte der Kontrolltiere konnten daraufhin gepoolt werden.

Untersuchung der Kontrollgruppen

Die Feldpotenzialamplituden zeigten eine Abhé&ngigkeit von der Messposition und vom
Alter der Versuchstiere (Tab. 2). Dabei reagierten Kontrolltiere hohen Lebensalters mit
etwa 30 % kleineren Antworten (fEPSP;) auf den ersten Stimulus als Kontrolltiere
niedrigen Lebensalters. Die fEPSP; betrugen bei den Tieren niedrigen Lebensalters
gemittelt Uber alle Messpositionen 2,33 + 0,11 mV (n=6) und waren bei den Tieren
hohen Lebensalters mit 1,63 = 0,12 mV (n = 4) signifikant kleiner (p = 0,002). Die Uber alle
Messpositionen gemittelte zweite Feldpotenzialantwort (f EPSP,) zeigte keine Differenz
zwischen Tieren hohen (1,19 £ 0,11 mV) und niedrigen Lebensalters (1,18 + 0,06 mV,
Abb. 5B). Bei spezifischer Betrachtung der einzelnen Kortexareale verkleinerten sich die
fEPSP, im sensomotorischen und auditorischen Kortex (p = 0,011 und p = 0,024). Bei
Betrachtung der fEPSP, zeigten sich keine signifikanten arealspezifischen Unterschiede

zwischen Kontrolltieren niedrigen und hohen Lebensalters (Tab. 3).
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Tab. 2: Messpositionsbezogene Feldpotenzialantworten [mV] bei Kontrolltieren niedrigen und hohen Lebensalters
(LA) auf den ersten (fEPSP4) und den zweiten Stimulus (fEPSP,) des Doppelpulses (Messpositionen siehe Abb. 4;

Mittelwerte + SEM; * p < 0,05 Bonferroni-Holm korrigiert).

Position _fEPSP1 fEPSP, _fEPSPz fEPSP,
niedriges LA hohes LA niedriges LA hohes LA

1 2,48 0,21 2,21+0,28 1,67 £ 0,23 1,81 +£0,32

2 2,39+ 0,26 1,86 + 0,36 1,39+ 0,14 1,36 £ 0,27

3 2,39+0,15 1,67 + 0,33 0,84 0,11 1,23 + 0,21

4 2,37+0,18 1,25+ 0,17 1,10 £ 0,22 1,02+0,10

5 2,04 +0,34 1,22+ 0,19 1,00 + 0,26 1,04 £ 0,13

6 2,27 +0,22 1,44 + 0,27 0,97 £ 0,11 1,01 £ 0,14

7 2,20+0,15 1,70 + 0,26 1,07 £ 0,09 1,02 £ 0,09

8 2,51 0,41 1,64 £ 0,19 1,42 0,29 0,09 + 0,08

Tab. 3: Arealbezogene Feldpotenzialantworten [mV] bei Kontrolltieren niedrigen und hohen Lebensalters (LA) auf den

ersten (fEPSP;) und den zweiten

Stimulus (fEPSP;) nach Doppelpulsstimulation (Arealaufteilung siehe Abb. 4;

OX: okzipitaler Kortex; SM: sensomotorischer Kortex; AU: auditorischer Kortex; Mittelwerte £ SEM; * p < 0,05 Bonferroni-

Holm korrigiert).

Areal f EPSP;, f EPSP;, fEPSP; fEPSP;
niedriges LA hohes LA niedriges LA hohes LA

Ox 2,43 0,21 2,03£0,22 1,53 +0,17 1,59 0,22
SM 2,26 £0,16 1,38 + 0,22 0,98 0,14 1,10+0,14
Au 2,33+0,19 1,57 0,16 1,15+0,12 0,98 + 0,06

Die Quotienten der

Feldpotenzialamplituden

(Q = FEPSP, / fEPSP)

zeigten eine

Abhangigkeit von der Messposition und vom Lebensalter der Versuchstiere (Tab. 4). An
den Positionen 3, 4 und 7 waren die Differenzen zwischen Kontrolltieren niedrigen und
hohen Lebensalters signifikant. Gemittelt Gber alle Messpositionen betrugen die
Quotienten bei 3 Monate alten Kontrolltieren 0,51 + 0,03 (n = 6). Die fEPSP, erreichten
51 % der fEPSP,, was eine intakite Kkortikale funktionale Inhibition bei jungen
Kontrolltieren indiziert. Bei den 24 Monate alten Kontrolltieren war der gemittelte Wert der
Quotienten mit 0,74 £ 0,01 (n = 4) signifikant gréBer. Die Antwort auf den zweiten Reiz
war bei Tieren hohen Lebensalters auf 74 % der ersten Antwort reduziert. Dies legt eine
verminderte kortikale funktionale Inhibition bei Kontrolltieren hohen Lebensalters nahe.
Die arealspezifische Auswertung zeigte bei Tieren hohen Lebensalters signifikant gréBere
Quotienten im sensomotorischen (jung: 0,45 +0,03; alt: 0,83+0,06, p<0,01) und

auditorischen Areal (jung: 0,49 + 0,02; alt: 0,65 + 0,04, p < 0,01; siehe Abb. 5C).
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Tab. 4: Messpositionsbezogene Quotienten (Q = f EPSP, / f EPSP,) bei Kontrolltieren niedrigen und hohen Lebens-
alters (LA; Messpositionen siehe Abb. 4; Mittelwerte + SEM; * p < 0,05 Bonferroni-Holm korrigiert).

Position fEPSP, / fEPSP;, fEPSP, / fEPSP;,

niedriges LA hohes LA
1 0,68 0,10 0,81+0,06
2 0,61+0,08 0,73+ 0,04
3 0,35 + 0,04 0,77 +0,07*
4 0,46 + 0,07 0,83 + 0,05*
5 0,53 0,10 0,87 + 0,06
6 0,43 0,02 0,72+0,06
7 0,49 + 0,05 0,62 + 0,05
8 0,55 + 0,05 0,55 + 0,02

A B 3.01 C 1.07

*
|:] Niedriges Lebensalter
0.8 *
”~
& -
fEPSP, = 201 So %
- X Q. o6
E o
fEPSP, o by
o f EPSP o
il o—=9 B 04
. Hohes Lebensalter “~ 1.01 &
S~
0.2
0.0 0.0
Thy Niedriges Hohes sMm
10 ms Lebensalter Kortexareal

Abb. 5: Zusammenfassende Darstellung elektrophysiologischer Eigenschaften der Kontrolltiere. A: Beispiele
extrazellularer Feldpotenzialantworten f EPSP; und f EPSP, nach Doppelpulsstimulation an Messposition 4. Die GroBe der
Feldpotenzialantworten wurde aus der Potenzialdifferenz zwischen dem Maximum der negativen exzitatorischen
Feldpotenzialauslenkung und dem Maximum des positiven Uberschwingers ermittelt B: Uber alle Messpositionen gemittelte
fEPSP, und fEPSP. bei Kontrolltieren niedrigen und hohen Lebensalters. Die Versuchstiere hohen Lebensalters reagieren
im Vergleich zu den Versuchstieren niedrigen Lebensalters mit kleineren Feldpotenzialantworten auf den ersten Reiz der
Doppelpulsstimulation. C: Mittlere Quotienten der Feldpotenzialamplituden (Q = fEPSP,/ f EPSP,) in den untersuchten
kortikalen Arealen der Kontrolltiere niedrigen und hohen Lebensalters. VergréBerte Quotienten bei den Versuchstieren
hohen Lebensalters symbolisieren die Reduktion der funktionalen Inhibition im sensomotorischen und auditorischen Kortex.
(Arealaufteilung siehe Abb. 4; OX: okzipitaler Kortex; SM: sensomotorischer Kortex; AU: auditorischer Kortex;
Mittelwerte £ SEM; * p < 0,05 Bonferroni-Holm korrigiert)

Altersabhangige Reaktion auf einen fokalen kortikalen Infarkt

Bei den Tieren niedrigen Lebensalters (n=6) wurden lateral der L&sion verkleinerte
Feldpotenzialamplituden (fEPSP;) nach dem ersten Reiz der Doppelpulsstimulation
gemessen (Tab. 5). Im Gesamtmittel sanken die f EPSP; in der ipsilateralen Hemisphére
um etwa 30 % auf 1,68 £ 0,19 mV (p < 0,05). In der kontralateralen Hemisphare sanken

die entsprechenden Gesamtmittel um etwa 18 % auf 1,94 + 0,21 mV. An der Messposition
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4 in unmittelbarer Nahe zur Lasion waren die f EPSPy mit 1,56 + 0,21 mV kleiner als bei
den Kontrollen (2,37 0,18 mV, p < 0,05). Die fEPSP, schwankten in der ipsi- und

kontralateralen Hemisphare geringfigig um die Kontrollwerte (Tab.5). Die

arealspezifische Auswertung der Feldpotenzialamplituden ist in Abb. 6 dargestellt.

Tab. 5: Messpositionsbezogene Feldpotenzialantworten [mV] bei lasionierten Tieren niedrigen Lebensalters auf den
ersten (fEPSP;) und den zweiten Stimulus (fEPSP,) nach Doppelpulsstimulation ipsi- und kontralateral der
Photothrombose im Vergleich mit den Kontrollwerten (Messpositionen siehe Abb. 4; Mittelwerte + SEM).

Position fEPSP; f FTPS_P1 fEPSP, fEPSP, f E_PS:Pz fEPSP,
Kontrolle ipsi kontra Kontrolle ipsi kontra
1 2,48 0,21 2,00+027 | 1,67+0,23 1,33 0,25
2 2,39+ 0,26 2,12+0,26 | 1,39+0,14 1,21 £ 0,20
3 2,39+0,15 2,16+0,29 | 0,84 0,11 1,44 0,13
4 2,37+0,18 | 156+021 | 1,73+0,28 | 1,10£0,22 | 0,93+0,13 | 0,98+0,15
5 2,04+0,34 | 1,42+0,20 | 1,60+0,22 | 1,00+0,26 | 0,89+0,08 | 0,94+0,13
6 227+0,22 | 1,74+0,29 | 1,94+0,33 | 0,97+0,11 | 1,22+0,17 | 1,19+0,26
7 220+0,15 | 1,69+025 | 1,96+0554 | 1,07+0,09 | 1,26+0,17 | 1,21+0,31
8 251+041 | 237+041 | 2,03+042 | 1,42+0,29 | 1,64+0,26 | 1,27 +0,26

Bei den lasionierten Tieren niedrigen Lebensalters (n=6) stiegen die gemittelten
Quotienten der Feldpotenzialamplituden (Q = fEPSP,/fEPSP4) in der ipsilateralen
Hemisphare signifikant an (0,69 £ 0,05; p <0,01). In der kontralateralen Hemisphare
stiegen die Quotienten auf 0,61 +0,05. Die ipsilaterale Veradnderung zeigte sich
besonders deutlich an Messposition 6 in 3 —4 mm Entfernung zum Rand der L&sion im
auditorischen Areal. Der Quotient der Feldpotenzialamplituden stieg von 0,43 + 0,02
signifikant auf 0,73 £ 0,07 (p < 0,01). Die Messpositionen 4, 5, 7 und 8 zeigten tendenziell
vergréBerte Quotienten (Tab. 6). In der kontralateralen Hemisphére verkleinerten sich die
Quotienten an den Positionen 1 und 2 homotop zur Lasion und vergréBerten sich and den
Positionen 3, 4, 5, 6, 7 und 8 (Tab. 6). Ein signifikanter Unterschied zeigte sich bei den
arealspezifischen Mittelwerten. Die flr den ipsilateralen auditorischen Kortex gemittelten

Quotienten stiegen signifikant auf 0,74 £0,05 an (p<0,01). In Abb.7 sind die
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arealspezifischen prozentualen Veranderungen der Amplitudenquotienten der lasionierten
Tiere niedrigen Lebensalters im Vergleich mit den entsprechenden Kontrollen graphisch

dargestellt.

Tab. 6: Messpositionsbezogene Quotienten (Q = f EPSP, / f EPSP;) bei lasionierten Tieren niedrigen Lebensalters
ipsi- und kontralateral der Photothrombose im Vergleich mit den Kontrollwerten (Messpositionen siehe Abb. 4; Mittelwerte +
SEM; * p < 0,05 Bonferroni-Holm korrigiert).

Position fEPSP, / fEPSP;, fEPSP, / fEPSP;, fEPSP, / fEPSP;,
Kontrolle ipsilateral kontralateral
1 0,68 + 0,10 0,64 + 0,04
2 0,61+ 0,08 0,57 + 0,06
3 0,35 + 0,04 0,55 + 0,05
4 0,46 + 0,07 0,63 + 0,08 0,62 + 0,10
5 0,53 +0,10 0,67 + 0,09 0,61+ 0,07
6 0,43 £ 0,02 0,73 +0,07* 0,61+ 0,08
7 0,49 £ 0,05 0,77 £ 0,09 0,63 + 0,07
8 0,55 + 0,05 0,68 + 0,07 0,64 0,07

Bei den lasionierten Tieren hohen Lebensalters (n=5) zeigten sich lateral zur La&sion keine
Veranderungen der fEPSP;. Im Kkontralateralen Kortex war eine tendenzielle
Verkleinerung der gemittelten fEPSP, auf 1,36 £ 0,18 mV zu beobachten (Tab. 7). Die
f EPSP, zeigten lateral der Lasion im sensomotorischen Kortexareal eine Verkleinerung
auf 0,63 £ 0,13 mV (p < 0,05; Abb. 6). Im kontralateralen Kortex zeigten die f EPSP, im

Gesamtmittel eine tendenzielle Verkleinerung auf 0,98 + 0,13 mV (Tab. 7).
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Tab. 7: Messpositionsbezogene Feldpotenzialantworten [mV] bei lasionierten Tieren hohen Lebensalters auf den

ersten (fEPSP;) und den zweiten Stimulus (fEPSP,) nach Doppelpulsstimulation ipsi- und kontralateral der
Photothrombose im Vergleich mit den Kontrollwerten (Messpositionen siehe Abb. 4; Mittelwerte + SEM).
Position fEPSP; f I%PS_P1 fEPSP, fEPSP, f E_PS_Pg fEPSP,
Kontrolle ipsi kontra Kontrolle ipsi kontra
1 2,21 0,28 2,50 + 0,51 1,81 £ 0,32 1,81 £ 0,35
2 1,86 £ 0,36 1,47 £ 0,26 1,36 £ 0,27 1,24 £0,27
3 1,67 £0,33 1,31 £0,13 1,23 £ 0,21 1,09+ 0,13
4 1,25+0,17 1,39 £ 0,30 1,09+ 0,19 1,02+ 0,10 0,66 +0,16 0,78 £ 0,26
5 1,22 £0,19 0,87 £0,10 0,81 £0,07 1,04 £0,13 0,60 +0,13 0,62 +0,11
6 1,44 £ 0,27 1,41 +£0,17 1,04 £ 0,07 1,01 £0,14 1,03 £ 0,21 0,66 £0,17
7 1,70 £ 0,26 1,50 £ 0,56 1,12+ 0,15 1,02 £ 0,09 1,21 £ 0,58 0,59 £ 0,08
8 1,64 £0,19 1,96 £ 0,11 1,43 £ 0,40 0,90 + 0,08 1,44 £ 0,22 0,80 + 0,38

Bei den lasionierten Tieren hohen Lebensalters (n=5) verkleinerten sich die gemittelten
Quotienten der Feldpotenzialamplituden (Q = fEPSP,/ fEPSP;). In der ipsilateralen
Hemisphare sank der Wert von 0,74 £ 0,01 auf 0,68 £ 0,07 und in der kontralateralen
Hemisphéare auf 0,69 £ 0,04. Die Verkleinerung der Quotienten zeigte sich besonders
deutlich an Position 4 lateral der L&sion mit einer Abnahme von 0,83 + 0,05 auf
0,50 £ 0,10 (p < 0,05). Die ipsilateralen Messpositionen 6, 7 und 8 zeigten vergrdBerte
Quotienten, was eine nachlassende funktionale Inhibition indiziert (Tab. 8). Die
arealspezifische Auswertung der Amplitudenquotienten zeigte eine Abnahme im
ipsilateralen sensomotorischen Kortexareal (p < 0,05). Die prozentualen Veranderungen
der Amplitudenquotienten im Vergleich mit den entsprechenden Kontrollen sind in Abb. 7

dargestellt.
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Tab. 8: Messpositionsbezogene Quotienten (Q = f EPSP, / f EPSP,) bei lasionierten Tieren hohen Lebensalters ipsi-
und kontralateral der
Mittelwerte + SEM).

Photothrombose

im Vergleich mit den Kontrollwerten

(Messpositionen siehe Abb. 4;

Position

fEPSP, / fEPSP; fEPSP, / fEPSP;

Kontrolle

ipsi

fEPSP, / f EPSP;
kontra

0,81 +0,06

0,74 + 0,05

0,73 +0,04

0,83 +0,05

0,77 +0,07

0,84 + 0,07

0,83 £ 0,05

0,50 £ 0,10

0,69 £0,15

0,87 £ 0,06

0,66 + 0,08

0,75+0,10

0,72 £ 0,06

0,73 +0,11

0,62 +0,12

0,62 £ 0,05

0,75 0,07

0,53 £ 0,04

0,55 £ 0,02

0,73 £0,10

0,52 +£0,16
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Abb. 6: Zusammen-
fassende Darstellung der
nach Doppelpuls-
stimulation registrierten
Feldpotentiale. Mittlere
Feldpotenzialamplituden
der untersuchten
Kortexareale bei
|asionierten Tieren (o) und
bei Kontrolltieren (*)
niedrigen und hohen
Lebensalters (LA). Bei den
jungen Tieren wurden nach
kortikalen ~ L&sionen in
beiden Hemisphéren
kleinere fEPSP, ge-
messen, bei den Tieren
hohen Lebensalters war
diese Reaktion weniger
deutlich ausgepragt und die
Amplituden  blieben  auf
Kontrollniveau. Bei den
Tieren hohen Lebensalters
wurden in  unmittelbarer
Infarktumgebung  kleinere
fEPSP, gemessen. (Areal-
aufteilung siehe Abb. 4;
PT: Photothrombose; OX:
okzipitaler ~Kortex; SM:
sensomotorischer  Kortex;
AU: auditorischer  Kortex;
Mittelwerte £ SEM)
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. Abb. 7: Darstellung der Ver-

Kontralateral Ipsilateral anderungen der Feldpotenzial-

70 - quotienten.  Prozentuale  Ver-
[] Niedriges LA anderung der mittleren Quotienten
(Q=fEPSP,/ fEPSP;) bei ge-

Il Hohes LA schadigten Tieren niedrigen und
354 hohen Lebensalters (LA).
VergrdBerte Quotienten (positive
Werte) bei den Tieren niedrigen
Lebensalters  symbolisieren die

1 \ lasionsbedingte  Reduktion  der
funktionalen Inhibition. Verkleinerte
Quotienten (negative Werte) bei
den Versuchstieren hohen Lebens-
alters symbolisieren die lasions-
bedingte Zunahme der funktionalen
Inhibition.  (Arealaufteilung siehe
70 Abb. 4; PT: Photothrombose; OX:
AU sM oX PT sM AU okzipitaler Kortex; SM: senso-
motorischer  Kortex; AU: audi-
torischer Kortex; Mittelwerte + SEM;

A fEPSP,/ fEPSP,
zur Kontrolle [%]

-35

Kortexareal

* p < 0,05 Bonferroni-Holm korrigiert)

3.3 Immunhistochemische Untersuchung des GABAergen Systems

Sieben Tage nach der Induktion einer kortikalen Lasion wurden elekirophysiologisch
weitrdumige und altersabhangige Veranderungen der kortikalen funktionalen Inhibition
gezeigt. Da GABAa-Rezeptoren an der Ausbildung der funktionalen Inhibition beteiligt
sind, sollte die Expression der GABAA-Rezeptoruntereinheiten a1, a2, a3, a5 und y2 am
gleichen Ischdmiemodell untersucht werden. Zur Analyse dienten Schnitte von 10
Versuchstieren niedrigen Lebensalters sowie Schnitte von 7 Versuchstieren hohen
Lebensalters mit einem kortikalen Infarkt. Die Daten der lasionierten Tiere wurden mit den
Daten von 5 Kontrolltieren niedrigen und 5 Kontrolltieren hohen Lebensalters verglichen.
Die Untersuchungen erfolgten 7 Tage nach der Induktion der Photothrombose. Pro
Rezeptoruntereinheit wurde von jedem Tier ein Schnitt aus der Region zwischen -3.6 — -
3.8 relativ zu Bregma ausgewertet (Abb. 8). Die immunhistochemische Farbung resultierte
im Kortex fast ausnahmslos in einer Farbung des Neuropils (Abb. 9). Bei hdheren
VergréBerungen sind subkortikal (nicht dargestellt) und kortikal sehr vereinzelt Zellen zu
erkennen. Die Expression der Rezeptoruntereinheiten wurde anhand der relativen
optischen Dichte (ROD) analysiert und semiquantitativ ausgewertet. Die entsprechenden

Areale sind in Abb. 4 schematisch dargestellt.
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Expressionsmuster der GABA,-Rezeptoruntereinheiten

Die schichtspezifische kortikale Verteilung der untersuchten GABAa-Rezeptor-
untereinheiten ist in Abb. 10 beispielhaft fir das sensomotorische Areal eines
Versuchstieres niedrigen Lebensalters dargestellt und ist in den Abbildungen 12 A—-16 A
erkennbar. Die folgende Beschreibung trifft fir Kontrolltiere niedrigen und hohen

Lebensalters zu.

Die a1-Rezeptoruntereinheit wurde gréBtenteils neokortikal in der Schicht IV und im
oberen Teil der Schicht VI exprimiert. Die auBeren Schichten II/lll und die Schicht V
zeigten eine vergleichsweise geringe Expression. Die starkste Immunreaktivitat war in
Schicht IV des sensomotorischen, gefolgt von Schicht IV des auditorischen Areals zu
finden. Das auditorische und das sensomotorische Areal zeigten eine deutliche
Lokalisation der Immunreaktivitit in Schicht IV und VI. Die Ubergange zwischen den

Schichten IV, V und VI im okzipitalen Areal waren flieBend.

Die a2-Rezeptoruntereinheit zeigte die starkste Expression im Hippokampus, dem
piriformen Kortex und der Amygdala. Die starkste kortikale Expression war in den oberen
Kortexschichten I, II/lll sowie in Schicht IV auszumachen. Die stéarkste Immunreaktivitat
zeigte dabei das okzipitale und das auditorische Areal. Die Expression nahm in diesen
Arealen von den auBeren zu den inneren Kortexschichten graduell ab. Der
sensomotorische Kortex zeigte die geringste Farbung. Der Ubergang von Schicht IV zu
Schicht V war klar abgegrenzt und weniger flieBend als im okzipitalen und auditorischen

Areal.
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Abb. 8: Serie eines frontal geschnittenen Gehirns eines jungen Versuchstieres. Nach immunhistochemischer
Behandlung zeigt sich die spezifische Verteilung der untersuchten GABAa-Rezeptoruntereinheiten im Vergleich mit einer
spezifischen Neuronenfarbung (NeuN). Die Schnittebene entspricht -3,6 —-3,8 relativ zu Bregma (Paxinos and Watson
1986). (1,25 fache VergréBerung; Balken = 2 mm)
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Abb. 9: Hochauflésende Darstellung ausgewéhlter Bereiche des sensomotorischen Kortexareals. Die Aufnahmen
der GABA-Rezeptoruntereinheiten a1, a2, y2 und NeuN stammen aus der Kortexschicht 1V, die der Untereinheiten a3 und
a5 aus der Kortexschicht VI. Die Verteilung der GABAs-Rezeptoruntereinheiten ist deutlich im Neuropil auszumachen, die
Zellkérper sind von der Farbung ausgespart (Pfeile). Lediglich bei den Farbungen der GABAa-Rezeptoruntereinheiten o3
und a5 lieBen sich in Kortexschicht VI vereinzelt Zellkdrper erkennen (Pfeilspitzen; 40 fache VergréBerung; Ausschnitte aus
Abb. 7; Balken = 50 um)
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Abb. 10: Schichtspezifische Verteilung der untersuchten GABA,-Rezeptoruntereinheiten im Kortex. Die Untereinheit
a2 zeigte die stérkste Expression in oberen Kortexschichten. Die Untereinheit a3 iberwiegt in den unteren Kortexschichten.
Die Untereinheit a1 zeigt die starkste Expression zwischen den Untereinheiten a2 und a3 in mittleren Kortexschichten. Die
Expression der Untereinheit a5 Gberlappte in den unteren Kortexschichten mit der Untereinheit a3. Die Untereinheiten a1
und y2 waren groBtenteils in den gleichen kortikalen Arealen lokalisiert. (4 fache VergroéBerung; Ausschnitte aus Abb. 7)
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Die a3-Rezeptoruntereinheit war hauptsachlich neokortikal und enthorinal exprimiert. Die
starkste Immunreaktivitdt wurde in den unteren Kortexschichten V und VI gefunden. Die
oberen Schichten I, Il/lll und IV waren durch geringere Immunreaktivitét klar abgegrenzt.
Die Ausnahme davon bildete Schicht | der okzipitalen Region, die eine deutliche
Expression zeigte. Die stérkste Gesamtimmunreaktivitdit wurde in okzipitalen Arealen
gemessen. Die hdchsten immunoreaktiven Werte lagen in Schicht VI der auditorischen

Regionen. Die geringste Immunreaktivitat war in sensomotorischen Arealen zu finden.

Die a5-Rezeptoruntereinheit war am starksten im Hippokampus exprimiert wohingegen
der Kortex eine vergleichsweise geringe Farbung zeigte. Die starkste kortikale Expression
zeigte das okzipitale Areal. Hier wurde eine klare Konzentrierung der Immunreaktivitat im
unteren Teil der Schicht VI gefunden. Der obere Teil der Schicht V zeigte eine stéarkere
Expression. Die Schicht VI und Schicht V der auditorischen Areale zeigten ebenfalls

Immunreaktivitat. Die sensomotorischen Areale waren insgesamt wenig gefarbt.

Die y2-Rezeptoruntereinheit war am starksten im Hippokampus exprimiert. Diese
Untereinheit wurde generell weniger schichtspezifisch als die a-Untereinheiten exprimiert.
Sie zeigte Uber allen Kortexschichten eine relativ gleichmaBige Immunreaktivitat. Die
deutlich starkste Farbung war in Schicht IV der okzipitalen und auditorischen Areale und

in Schicht I/l sowie IV der sensomotorischen Areale auszumachen.

Bei der Betrachtung aller untersuchten GABAa-Rezeptoruntereinheiten war ein
komplementéres Expressionsmuster der Untereinheiten a1, a2 und a3 deutlich zu
erkennen. Die Untereinheit a2 zeigte die stérkste Expression in oberen Kortexschichten,
in denen die a1-Untereinheit wenig exprimiert war. Die Untereinheit a3 kam Uberwiegend
in den unteren Kortexschichten vor. Die Untereinheit a1 zeigte die starkste Expression

genau zwischen den Untereinheiten o2 und a3 in den mittleren Kortexschichten. Die
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Expression der Untereinheit a5 Uberlappte in den unteren Kortexschichten mit der
Untereinheit a3. Die Untereinheiten a1 und y2 waren in den gleichen Kortexarealen

lokalisiert.

Veranderung der Expressionsstéarke im Alter

Die Expressionsstarke der einzelnen GABAa-Rezeptoruntereinheiten war vom Alter der
Versuchstiere abhangig. Das areal- und schichtspezifische Expressionsmuster blieb dabei
weitgehend erhalten. Die Immunreaktivitat der einzelnen Rezeptoruntereinheiten wurde
anhand der relativen optischen Dichte (ROD) in den verschiedenen kortikalen Arealen der
Kontrolltiere analysiert. Die Messungen ergaben keine signifikanten Unterschiede
zwischen der rechten und linken Hemisphére. Die Daten wurden aus diesem Grund
gemittelt. In den Abbildungen 12 B—-16 B und in Tabelle 9 sind die Absolutwerte der
ROD-Messungen dargestellt. Die Abbildungen 12 C — 16 C zeigen die altersbedingten
Veradnderungen der ROD in den kortikalen Schichten der untersuchten Areale. Die
prozentualen Veranderungen der GABAa-Rezeptoruntereinheitenexpression bei Tieren
hohen Lebensalters werden im Folgenden im Vergleich mit den jungen Tieren

beschrieben. Der Mittelwert der jungen Tiere diente dabei als 100 % Wert.

Die a1-Rezeptoruntereinheit zeigte im hohen Alter eine tendenziell starkere Expression,
die den gesamten Neokortex betraf und in der Schicht 1l/lll am deutlichsten ausgepragt
war. Die Immunreaktivitét stieg bei den Tieren hohen Lebensalters im okzipitalen Areal
signifikant an (9,31 + 2,54 %). Im sensomotorischen und auditorischen Areal stiegen die

Werte um 9,97 + 4,52 % bzw. um 11,89 + 3,99 % an.

Die Expression der a2-Rezeptoruntereinheit zeigte bei den Versuchstieren hohen

Lebensalters ein erhéhtes Expressionslevel, das am deutlichsten in den tiefen

Kortexschichten V und VI des sensomotorischen Kortex auszumachen war. Die
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Immunreaktivitat stieg im okzipitalen Areal um 6,27 + 3,86 %, im sensomotorischen Areal

um 21,28 + 5,89 % und im auditorischen Areal um 9,44 + 4,13 % an.

Die a3-Rezeptoruntereinheit zeigte die geringste altersabhangige Variabilitdt. In den
oberen Kortexschichten ist altersbedingt eine vergleichsweise geringere Expression zu
beobachten. Die Immunreaktivitdt sank bei Tieren hohen Lebensalters im okzipitalen
Areal um -1,78 + 2,36 %, stieg im sensomotorischen Areal um 0,54 £ 7,57 % und sank im

auditorischen Areal um -8,88 * 3,49 %.

Die starkste altersabhangige Regulation zeigte die a5-Rezeptoruntereinheit. Sie wird bei
Tieren hohen Lebensalters im gesamten Kortex deutlich geringer exprimiert. Die
Immunreaktivitdt sank bei Tieren hohen Lebensalters im okzipitalen Areal um
-37,72 £ 7,51 %, im sensomotorischen Areal signifikant um -54,84 + 10,27 % und im
auditorischen Areal signifikant um -48,87 £ 3,68 %. In der schichtspezifischen Analyse

zeigten vor allem die oberen Kortexschichten eine schwéachere Expression.

Die y2-Rezeptoruntereinheit zeigte eine altersbedingt geringere Expression, die
hauptséchlich die oberen und unteren Kortexschichten betraf. Die Immunreaktivitat sank
bei Tieren hohen Lebensalters im okzipitalen Areal um -12,09 £4,02 %, im
sensomotorischen Areal um -11,60+254% und im auditorischen Areal um
-12,59 + 2,57 %. Die Veranderungen dieser Untereinheit waren in keinem der

untersuchten Areale signifikant.

Die altersbedingte Anderung der Gesamtexpression aller untersuchten GABAa-
Rezeptoruntereinheiten ist im sensomotorischen und auditorischen Areal mit 96 % bzw.
88 % am groBten und im okzipitalen Areal mit 65 % am kleinsten. In den oberen

Kortexschichten | und Il/lll ist die Veranderung der Gesamtexpression am deutlichsten
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ausgepragt, wobei die einzelnen Untereinheiten unterschiedliche Beitrdge zu diesem
Muster liefern (Abb. 11). Die Darstellung der arealspezifischen Expressionséanderungen
zeigt eine Ahnlichkeit mit dem Muster der altersbedingt verminderten funktionalen
Inhibition im sensomotorischen und auditorischen Areal. Die reduzierte funktionale

Inhibition geht dabei mit einer nachlassenden Expression der Untereinheiten a3, a5 und

y2 und mit einer verstarkten Expression der Untereinheiten a1 und a2 einher.

[3061 .062 a3 DOC5 I]]]Y2 Abb. 11: Zusammenfassende Dar-

stellung der altersbedingten Modu-
lation der GABA-Rezeptorexpression.
Darstellt sind die schichtbezogenen
Anderungen  der  Expressionsstérke
s (ROD) der untersuchten GABAa-

’ ’ 2 LLLLLLLLLZL: F 4 Rezeptoruntereinheiten (Mittelwerte aus
7 1 dem okzipitalen, sensomotorischen und
auditorischen Areal). Die nach Addition
starksten Veranderungen vollzogen sich
in den oberen Kortexschichten, wobei die
unterschiedlichen Untereinheiten
individuelle Beitrdge leisteten. Zum
Beispiel ist die Expression a5-
Untereinheit in starkerem MaBe in den
oberen Kortexschichten verandert, die
-120° Expression der a2-Untereinheit ist
| nm v v vi dagegen hauptséchlich in den unteren

Kortexschicht Kortexschichten verandert.
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Lasionsinduziertes Expressionsmuster

Die Abbildungen 12 D — 16 D zeigen die lasionsbedingten prozentualen Verdnderungen
der Expressionsstarke der untersuchten = GABAa-Rezeptoruntereinheiten  bei
Versuchstieren niedrigen und hohen Lebensalters. Die schichtspezifischen prozentualen
Expressionsanderungen sind in den Abbildungen 12 E — 16 E dargestellt. Als 100 % Wert
diente jeweils der mittlere ROD-Wert der Kontrollgruppe. In Tabelle 9 sind die
Absolutwerte der ROD-Messungen dargestellt. Im Folgenden werden die
Expressionsanderungen der GABAa-Rezeptoruntereinheiten einzeln betrachtet. Die

Messwerte der Areale einer Hemisphéare wurden gemittelt.

Die ail-Untereinheit wurde bei Tieren niedrigen Lebensalters lasionsbedingt

bihemispharisch schwacher exprimiert. Die Expression ist in der lasionierten Hemisphéare

42



ERGEBNISSE

mit -20,05 £2,92 % tendenziell schwacher ausgepragt als in der kontralateralen
Hemisphdre mit -6,52 +2,92 %. Die Expression war im sensomotorischen und
auditorischen  Areal der lasionierten Hemisphare mit -19,54 £+ 4,86 % bzw.
-20,55 £ 4,04 % signifikant (p < 0,05) herunterreguliert und betraf alle kortikalen

Schichten.

Die lasionsbedingten Anderungen der ail-Expression waren bei den Tieren hohen
Lebensalters weniger deutlich bihemisphédrisch ausgepragt. In der geschadigten
Hemisphére war die verminderte Expression mit -17,92 + 4,60 % schwacher als bei den
jungen Tieren ausgepragt. In der kontralateralen Hemisphare schwankte die Expression
mit Anderungen von +1,55 £ 1,84 % klar um die Kontrollwerte. Die Minderexpression war
im sensomotorischen Areal der geschadigten Hemisphare mit -24,47 £ 6,74 % signifikant

(p < 0,05) ausgepragt und betraf alle kortikalen Schichten.

Die a2-Untereinheit zeigte bei Tieren niedrigen Lebensalters eine unilaterale verminderte
Expression von -27,72 + 3,87 % in der lasionierten Hemisphére. In der kontralateralen
Hemisphdre schwankten die Werte mit -1,17£293 % um das Kontrolllevel. Im
geschéadigten sensomotorischen Areal war die Minderexpression mit -35,21 £ 6,15 %

signifikant (p < 0,05) ausgepragt und zeigte sich in den Kortexschichten II/11l und IV.

Bei den Tieren hohen Lebensalters war die lasionsbedingte Reaktion in starkerem MaBe
als bei den Tieren niedrigen Lebensalters und zusatzlich bihemisphérisch ausgepragt. In
der geschadigten Hemisphdre sank die Expression der a2-Untereinheit um
-54,99 + 5,39 % und kontralateral um -18,33 + 3,67 %. Die verminderte Expression dieser
Untereinheit war im sensomotorischen und auditorischen Areal der Iasionierten

Hemisphéare mit -63,89 + 7,14 % bzw. -28,85 + 7,33 % signifikant (p < 0,05) ausgepragt.
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Kontralateral sank die Expression im okzipitalen Areal signifikant um -19,51 + 5,43 %

(p < 0,05). Die Minderexpression war in tiefen Kortexschichten am stéarksten ausgepragt.

Bei Tieren niedrigen Lebensalters wurde die a3-Untereinheit in der lasionierten
Hemisphére um -20,62 + 4,24 % schwacher exprimiert. Kontralateral war die Expression
mit Anderungen um -1,13 + 3,07 % auf Kontroliniveau. Im sensomotorischen Areal der
lasionierten Hemisphare war die Minderexpression mit -29,46 £ 8,31 % signifikant

(p < 0,05) ausgepragt und betraf die &uBeren kortikalen Schichten am starksten.

Im Gegensatz zu den Tieren niedrigen Lebensalters war die lasionsbedingte Expression
der a3-Untereinheit bei den Tieren hohen Lebensalters bihemispharisch und
gegensatzlich reguliert. In der Iasionierten Hemisphare verminderte sich die Expression
um -21,30 +4,38 %, in der Kkontralateralen Hemisphare stieg die Expression um

+11,21 £ 3,95 %.

Die Expression der a5-Untereinheit war nach induzierter Photothrombose bei Tieren
niedrigen Lebensalters bihemispharisch vermindert. Die Expressionsstarke sank in der

lasionierten Hemisphéare um -20,39 + 6,19 % und kontralateral um -17,95 + 5,09 %.

Bei den Tieren hohen Lebensalters zeigte sich l&sionsbedingt eine bihemisphérisch
starker ausgepragte Expression der a5-Untereinheit. In der geschadigten Hemisphéare
stiegen die Werte um +64,36 £ 13,49 %, kontralateral um +25,79 + 10,33 %. Die

verstarkte Expression war deutlich in den oberen Kortexschichten ausgepréagt.
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Abb. 12: Semiquantitative Auswertung der Expression der GABA-Rezeptoruntereinheit a1. A: Immunhistochemisch
behandelte und falschfarbenkodierte frontale Gehirnschnitte. B: Arealspezifische Expressionsstarke bei Kontrolltieren
niedrigen und hohen Lebensalters. C: Prozentuale Verdnderung der schichtspezifischen Expressionsstarke bei Tieren
hohen Lebensalters im Vergleich zu den Jungtieren. D:Prozentuale Verdnderungen der arealspezifischen
Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im Vergleich zur Kontrolle. E: Prozentuale
Veranderungen der schichtspezifischen Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im
Vergleich zur Kontrolle. (Arealaufteilung siehe Abb. 4; PT: Photothrombose; OX: okzipitaler Kortex; SM: sensomotorischer
Kortex; AU: auditorischer Kortex; Mittelwerte + SEM; * p < 0,05, Bonferroni-Holm korrigiert)
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Abb. 13: Semiquantitative Auswertung der Expression der GABA,-Rezeptoruntereinheit a2. A: Immunhistochemisch
behandelte und falschfarbenkodierte frontale Gehirnschnitte. B: Arealspezifische Expressionsstarke bei Kontrolltieren
niedrigen und hohen Lebensalters. C: Prozentuale Verdnderung der schichtspezifischen Expressionsstarke bei Tieren
hohen Lebensalters im Vergleich zu den Jungtieren. D:Prozentuale Verdnderungen der arealspezifischen
Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im Vergleich zur Kontrolle. E: Prozentuale
Veranderungen der schichtspezifischen Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im
Vergleich zur Kontrolle. (Arealaufteilung siehe Abb. 4; PT: Photothrombose; OX: okzipitaler Kortex; SM: sensomotorischer
Kortex; AU: auditorischer Kortex; Mittelwerte + SEM; * p < 0,05, Bonferroni-Holm korrigiert)
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Abb. 14: Semiquantitative Auswertung der Expression der GABAx-Rezeptoruntereinheit a3. A: Immunhistochemisch
behandelte und falschfarbenkodierte frontale Gehirnschnitte. B: Arealspezifische Expressionsstarke bei Kontrolltieren
niedrigen und hohen Lebensalters. C: Prozentuale Veranderung der schichtspezifischen Expressionsstarke bei Tieren
hohen Lebensalters im Vergleich zu den Jungtieren. D:Prozentuale Verdnderungen der arealspezifischen
Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im Vergleich zur Kontrolle. E: Prozentuale
Veranderungen der schichtspezifischen Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im
Vergleich zur Kontrolle. (Arealaufteilung siehe Abb. 4; PT: Photothrombose; OX: okzipitaler Kortex; SM: sensomotorischer
Kortex; AU: auditorischer Kortex; Mittelwerte + SEM; * p < 0,05, Bonferroni-Holm korrigiert)
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Abb. 15: Semiquantitative Auswertung der Expression der GABA,-Rezeptoruntereinheit a5. A: Immunhistochemisch
behandelte und falschfarbenkodierte frontale Gehirnschnitte. B: Arealspezifische Expressionsstarke bei Kontrolltieren
niedrigen und hohen Lebensalters. C: Prozentuale Verdnderung der schichtspezifischen Expressionsstarke bei Tieren
hohen Lebensalters im Vergleich zu den Jungtieren. D:Prozentuale Verdnderungen der arealspezifischen
Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im Vergleich zur Kontrolle. E: Prozentuale
Veranderungen der schichtspezifischen Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im
Vergleich zur Kontrolle. (Arealaufteilung siehe Abb. 4; PT: Photothrombose; OX: okzipitaler Kortex; SM: sensomotorischer
Kortex; AU: auditorischer Kortex; Mittelwerte + SEM; * p < 0,05, Bonferroni-Holm korrigiert)
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Abb. 16: Semiquantitative Auswertung der Expression der GABAx-Rezeptoruntereinheit y2. A: Immunhistochemisch
behandelte und falschfarbenkodierte frontale Gehirnschnitte. B: Arealspezifische Expressionsstarke bei Kontrolltieren
niedrigen und hohen Lebensalters. C: Prozentuale Verdnderung der schichtspezifischen Expressionsstarke bei Tieren
hohen Lebensalters im Vergleich zu den Jungtieren. D:Prozentuale Verdnderungen der arealspezifischen
Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im Vergleich zur Kontrolle. E: Prozentuale
Veranderungen der schichtspezifischen Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und hohen Lebensalters im
Vergleich zur Kontrolle. (Arealaufteilung siehe Abb. 4; PT: Photothrombose; OX: okzipitaler Kortex; SM: sensomotorischer
Kortex; AU: auditorischer Kortex; Mittelwerte + SEM; * p < 0,05, Bonferroni-Holm korrigiert)
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Die y2-Rezeptoruntereinheit zeigte eine geringe lasionsbedingte Regulation der
Expression. Bei Tieren niedrigen Lebensalters war die Regulation bihemisphéarisch
gegensatzlich. In der lasionierten Hemisphare wurde die Untereinheit im Schnitt um
-7,31 £ 2,60 % weniger exprimiert, kontralateral stieg die Expression um +5,34 + 1,64 %

an.

Die Tiere hohen Lebensalters zeigten in der lasionierten Hemisphdre eine um
-2,34 £ 1,88 % verminderte Expression der y2-Rezeptoruntereinheit. In der kontralateralen

Hemisphare war die Expression um +11,43 + 1,54 % starker ausgepragt.

Tab. 9: ROD-Werte der untersuchten GABA,-Rezeptoruntereinheiten nach kortikaler Schadigung. (LA: Lebensalter;
PT: Photothrombose; OX: okzipitaler Kortex; SM: sensomotorischer Kortex; AU: auditorischer Kortex; Mittelwerte + SEM;
* p < 0,05 lasioniert vs. Kontrolle, £ p < 0,05 niedriges vs. hohes Lebensalter)

Alter Niedriges LA Hohes LA
Untereinheit  Areal Kontrolle PT — ipsi PT — kontra Kontrolle PT — ipsi PT — kontra
al OX 124,8 + 3,7 PT 117,5+6,0 136,5 + 3,2 PT 135,3+4,0
SM 140,8 + 6,5 113,3+6,5« 128,5+7,7 154,8 + 6,6 116,9+10 156,6 = 6,0
AU 134,9+ 7,1 107,2+52- 1282+7,3 151,0+5,4 133,8+8,8 157,5+4,4
a2 OX 116,4 + 6,3 PT 108,3 + 4,6 123,7+4,5 PT 99,5+6,7
SM 86,4 £6,2 56,0 = 5,0« 90,1 +5,8 104,8 £ 5,1 37,8+7,5+ 90,0 £9,9
AU 114,2 + 8,2 88,4+55 112,9 £ 6,7 125,0 £ 4,7 88,9 + 9,2« 114,5 £ 6,7
a3 OX 118,1+2,6 PT 113,1 £ 6,1 116,0 £ 2,8 PT 122,0+7,0
SM 70,8 £4,0 50,0 + 5,6+ 76,1 £5,2 71,2+54 52,4 +5.3 87,6 +7,1
AU 113,8 +4,8 100,9 + 6,4 121,4+5,6 103,7 £ 4,0 98,3+5,9 119,3+7,0
ad OX 75,4 +3,3 PT 63,377 47,0+ 5,7 PT 54,7 +6,7
SM 38,3+4,1 34,2+51 31,6 +4,1 17,3+3,9 31,6 £4,9 21,1 +£53
AU 42,2 +2,6 30,1 £3,6 36,2+4,6 21,6 +1,6% 275+4.2 29,1+4,0
Y2 OX 141,3+5.2 PT 148,2 + 3,8 1242 £ 5,7 PT 140,2 £ 4,1
SM 133,1 +5,0 118,7 + 3,8 138,5+4,7 117,6 + 3,4 112,6 +2,7 130,7 £ 4,0
AU 136,1 +4.3 131,9+8,4 145,1 + 3,9 119,0 £ 3,5 111,4 + 3,1 133,4 £ 4,0
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Die Expression der verschiedenen GABAa-Rezeptoruntereinheiten wurde nach kortikalen
Lasionen bei Tieren niedrigen und hohen Lebensalters in verschiedenem MaBe verandert
(Abb. 17). Bei den jungen Tieren vollzogen sich die stérksten Expressionsanderungen bei
der Untereinheit a2 in den unteren Kortexschichten und bei der Untereinheit a3 in den
oberen Kortexschichten. Die Expression war bilateral aber hauptsachlich in der
lasionierten Hemisphidre moduliert. Die Summe der Anderungen der Expression war in
den oberen Kortexschichten am gr6Bten. Bei den Tieren hohen Lebensalters war die
Expression der Untereinheit a5 in den oberen Kortexschichten und die Expression der
Untereinheit a2 in den unteren Kortexschichten am starksten moduliert. Die Summe der
Anderungen der Expression war bei den alten Tieren in den oberen Kortexschichten am
gréBten und Ubertraf die Gesamtanderungen der Jungtiere.

Die reduzierte funktionale Inhibition nach der kortikalen L&sion ging bei den Tieren
niedrigen Lebensalters (berwiegend mit einer verminderten Expression der
Rezeptoruntereinheiten einher. Die verstarkte funktionale Inhibition nach der kortikalen
Lasion bei den Tieren hohen Lebensalters war mit einer teilweise verstarkten Expression,
vor allem der Untereinheit a5, vergesellschaftet (Abb. 17).

Bei der Betrachtung der schichtspezifischen alters- und Iasionsbedingten Verédnderungen
der Rezeptorexpression fiel auf, dass bei den Untereinheiten o2 und a5 die
lasionsinduzierten Expressionsanderungen bei den Tieren hohen Lebensalters den

altersbedingten Expressionsanderungen entgegengesetzt sind (Abb. 12 — 16).
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Abb. 17: Lasionsbedingte schichtspezifische Expressionsdnderungen der GABAs-Rezeptoruntereinheiten. A: Bei
den Tieren niedrigen Lebensalters zeigt sich die Rezeptorexpression nach einer kortikalen L&sion bilateral — aber
hauptsachlich ipsilateral — moduliert. Den Hauptanteil der Gesamtexpressionsdnderungen der hier untersuchten
Untereinheiten trédgt a2 in den unteren Kortexschichten und a3 in den oberen Kortexschichten. B: Bei Tieren hohen
Lebensalters ist die Reaktion ebenfalls bilateral, aber bedeutend starker als bei den Jungtieren ausgepréagt. Den Hauptanteil
der Anderung der Gesamtexpression tragt die a5-Untereinheit in den oberen Kortexschichten und die a2-Untereinheit in
den unteren Kortexschichten. (Mittelwerte aus dem okzipitalen, sensomotorischen und auditorischen Areal)
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3.4 Untersuchung der GFAP- und NeuN-Immunreaktivitat

GFAP

Die Messungen der ROD ergaben bei Tieren beider Kontrollgruppen eine
Arealabhangigkeit der GFAP-Immunreaktivitat (Abb. 18). Das okzipitale Areal lieB dabei,
gefolgt vom auditorischen Areal, die starkste Reaktivitat erkennen. Im sensomotorischen
Areal fand sich die geringste Immunreaktivitat. Bei den Tieren hohen Lebensalters nahm
die Immunreaktivitdt im sensomotorischen und auditorischen Areal tendenziell ab. Nach
einer Photothrombose entwickelte sich im Randgebiet der Lasion eine ausgepragte
Gliose. Diese bildete eine Kapsel um das nekrotische Gewebe. Die GFAP-
Immunreaktivitatt nahm bei Versuchstieren niedrigen und hohen Lebensalters im
gesamten ipsilateralen Kortex signifikant zu. Im sensomotorischen Areal stiegen die
Werte bei Tieren niedrigen Lebensalters um 160 % und bei Tieren hohen Lebensalters
um 191 % an. Im auditorischen Kortex war bei Tieren niedrigen Lebensalters ein Anstieg
um 96 % und bei Tieren hohen Lebensalters um 77 % zu verzeichnen. Die Regulationen
waren bei den Tieren hohen Lebensalters im Vergleich mit Jungtieren nicht signifikant

verschieden. Kontralateral zeigten sich keine messbaren Veranderungen.

NeuN

Die Messungen der ROD ergaben bei Tieren beider Kontrollgruppen eine
Arealabhangigkeit der NeuN-Immunreaktivitat (Abb. 19). Bei den Tieren hohen
Lebensalters nahm die Immunreaktivitdt im sensomotorischen und auditorischen Areal
tendenziell ab. Nach einer Photothrombose nahm die Immunreaktivitdt von NeuN bei
Versuchstieren niedrigen und hohen Lebensalters im ipsi- und kontralateralen Kortex
tendenziell zu. Die Iasionsbedingten Veranderungen waren bei Tieren hohen Lebensalters

starker ausgepragt.
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Abb. 18: Semiquantitative Auswertung der GFAP-Immunreaktivitdt. A: Immunhistochemisch behandelte und
falschfarbenkodierte frontale Gehirnschnitte. B: Arealspezifische Expressionsstarke bei Kontrolltieren niedrigen und hohen
Lebensalters. C: Prozentuale Verédnderungen der arealspezifischen Expressionsstarke bei lasionierten Tieren niedrigen und
hohen Lebensalters im Vergleich mit der Kontrolle. (Arealaufteilung siehe Abb. 4; PT: Photothrombose; OX: okzipitaler
Kortex; SM: sensomotorischer Kortex; AU: auditorischer Kortex; Mittelwerte + SEM; * p < 0,05, Bonferroni-Holm korrigiert)
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Abb. 19: Semiquantitative Auswertung der NeuN-Immunreaktivitdt. A: Immunhistochemisch behandelte und
falschfarbenkodierte frontale Gehirnschnitte. B: Arealspezifische Expressionsstéarke bei Kontrolltieren niedrigen und hohen
Lebensalters. C: Prozentuale Veranderungen der arealspezifischen Expressionsstérke bei |&sionierten Tieren niedrigen und
hohen Lebensalters im Vergleich mit der Kontrolle. (Arealaufteilung siehe Abb. 4; PT: Photothrombose; OX: okzipitaler
Kortex; SM: sensomotorischer Kortex; AU: auditorischer Kortex; Mittelwerte + SEM)
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4. DISKUSSION

4.1 Diskussion der Untersuchungsmethoden

Photothrombotische Induktion kortikaler Lasionen

Das Photothrombosemodell nach Watson (Watson et al. 1985) ist bei Ratten niedrigen
und hohen Lebensalters gleichermaBen anwendbar. In diesem Versuchsansatz wurde auf
identische LasionsgréBen in beiden Versuchsgruppen geachtet. Die Menge an intravends
injiziertem Fluorescein-Farbstoff Bengal Rosa war dem gréBeren Koérpergewicht der
Versuchstiere hohen Lebensalters angepasst. Dennoch bildeten die Ratten hohen
Lebensalters bei identischen Belichtungsbedingungen kleinere Lasionen als die Jungtiere
aus. Die Ursache fir die geringere Effektivitdt der Methode bei den Tieren hohen
Lebensalters kdénnte eine verminderte Lichtdurchlassigkeit des Gewebes sein. Fir die
Induktion der Photothrombose ist die auf den Farbstoff einfallende Lichtmenge einer
bestimmten Wellenlange von entscheidender Bedeutung. Durch die photochemische
Reaktion kommt es zur Bildung von Sauerstoffradikalen und einer Schadigung des
GefaBendothels im belichteten Bereich (Gandin et al. 1983). Die durch den
mikrovaskularen Endothelschaden aktivierte Aggregation der Thrombozyten hat eine
irreversible Okklusion pialer- und parenchymaler GefédBe und die anschlieBende
Infarzierung zur Folge (Watson et al. 1985; Dietrich et al. 1987a; Dietrich et al. 1987b). Mit
fortschreitendem Lebensalter vollzieht sich neben der Verdickung der Schadeldecke eine
Modulation zerebrovaskularer Eigenschaften. Die fortgeschrittene Arteriosklerose, die
Verdickung der arteriellen Basalmembranen, die vermehrte Einlagerung von
Kollagenfibrillen in den Arterienwanden sowie der altersbedingt verédnderte Aufbau des
Bindegewebes und der glatten Muskulatur der zerebralen GefaBe (Donahue et al. 1967;
Dahl 1976) kénnte die Belichtung des Farbstoffes bei den Ratten hohen Lebensalters

negativ beeinflussen. Daher wurden verschiedene Blendendurchmesser zur Belichtung
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der Kalotte getestet, um die applizierte Lichtmenge zu variieren. Daraufhin kamen bei den
Jungtieren Blenden mit einem Durchmesser von 1,5 mm zum Einsatz. Bei den Tieren
hohen Lebensalters wurden Blenden mit einem Durchmesser von 2,4 mm verwendet, um

die einfallende Lichtmenge zu erhdhen.

Generierung extrazellularer Feldpotenziale

In dieser Studie wurden extrazelluldre Feldpotentialmessungen nach afferenter
Stimulation im Gehirnschnitt durchgefihrt, um die kortikale Erregbarkeit und funktionale
Inhibition in moéglichst ausgedehnten Arealen zu erfassen. Diese Methode erlaubt, in
relativ kurzer Zeit eine groBe Anzahl von Messungen durchzuflihren. Angesichts der
begrenzten Schnittdicke ist die Aussage ausschlieBlich auf lokale neuronale Schaltkreise
beschrankt. Die Stimulation afferenter Fasern in Schicht VI verursacht exzitatorische und
inhibitorische postsynaptische Potenziale (EPSP’s bzw. IPSP’s) an den innervierten
Neuronen. Die postsynaptischen Potenziale verlaufen im Gegensatz zu
Aktionspotenzialen (1 —2 ms Dauer) vergleichsweise trage (10 — 100 ms Dauer) und
kénnen als extrazelluldre Feldpotenziale registriert werden. Bei der Ausbildung der
postsynaptischen  Potentiale entsteht aufgrund der vorrangigen Lokalisation
exzitatorischer Synapsen am apikalen Dendriten und inhibitorischer Synapsen am
Perikaryon des Pyramidenneurons (Fritschy et al. 1998; Somogyi et al. 1998) ein
neuronaler Dipol. Die am Apikaldendriten der Pyramidenzellen ausgelésten EPSP’s
verursachen die Depolarisation der Zellmembran. Die apikaldendritische Membran ist im
Vergleich zur somatischen Membran zu diesem Zeitpunkt extrazellular negativ geladen
(- Dipol). Die neuronalen Dipole kénnen sich durch die parallele und vertikale Anordnung
der Pyramidenzellen summieren. Dieses elekirotonische Kraftpotenzial |asst elektrische
Ladungstrager im elektrischen Feld wandern. Der Stromfluss kann mit Hilfe von
Mikroelektroden abgeleitet werden. Die Dipole der Interneurone léschen sich durch die
unregelmaBige Orientierung der Dendriten teilweise gegenseitig aus und werden in der

Messung nicht erfasst. Die Sequenz intrazellular abgeleiteter synaptischer Potentiale von
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Pyramidenzellen der Schicht 1l/lll spiegelt nach afferenter Stimulation den zeitlichen
Verlauf der extrazellular abgeleiteten Feldpotentiale sehr gut wider (Metherate and Ashe
1995). Anhand der dargestellten Messungen darf eine Aussage Uber das Ausmal der
globalen Erregung der Pyramidenzellen nach afferenter Stimulation abgeleitet werden.

Das Zusammenspiel von exzitatorischen und inhibitorischen Elementen in neuronalen
Schaltkreisen kann durch Doppelpulsstimulation untersucht werden. Die erste Stimulation
(konditionierender  Stimulus)  aktiviert neben den exzitatorisch  vermittelten
Summenfeldpotenzialen (f EPSP,) auch die inhibitorischen Komponenten des neuronalen
Netzwerkes. Die Pyramidenzellen werden durch die im kurzen Abstand folgende zweite
Stimulation (Teststimulus) weniger depolarisiert. Aus diesem Grund sind die
resultierenden fEPSP, kleiner als die fEPSP; (funktional inhibiert). Die friihe Phase
dieser reduzierten Erregbarkeit (10 — 100 ms), mit einem Maximum bei 20 ms, wird im
Kortex und im Hippokampus der Ratte hauptsachlich durch GABAs-Rezeptoren vermittelt
(Kapur et al. 1989; Rozas et al. 2001). In der vorliegenden wissenschaftlichen
Untersuchung diente die Generierung extrazellularer Feldpotentiale im Gehirnschnitt
durch Doppelpulsstimulation der Analyse der Uber GABAa-Rezeptoren vermittelten

kortikalen funktionalen Inhibition.

Immunhistochemie und relative optische Dichte

Die immunhistochemische Markierung von Proteinen ist gegenwartig die beste Methode,
um deren Verteilung im Gehirnschnitt hochauflésend darzustellen. Die Technik der
Antigen-Demaskierung wurde angewandt, um die Reduktion unspezifischer Bindungen
und die Entmaskierung der Rezeptorepitope fur die Markierung zu erreichen (Fritschy et
al. 1998). Die Pikrinsaure wirkt dabei als Oxidationsmittel und verhindert unspezifische
Bindungen des sekundaren Antikérpers. Die Antikérper-Bindungsstellen der Proteine
(Antigene) sind durch die Fixation mit Paraformaldehyd in ihrer rdumlichen Struktur
verandert sowie maskiert und werden durch die Erhitzung in Zitronensaure wieder

freigelegt. Zur Markierung der finf GABAa-Rezeptoruntereinheiten dienten polyklonale
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speziesspezifische Antikdrper. Diese Antikdrper wurden mittels synthetischer Proteine aus
cDNA-Sequenzen der Ratte in Meerschweinchen generiert. Die Antikérper wurden von
Fritschy und Kollegen mit Westernblots und der Immunoprazipitation getestet (Fritschy
and Mohler 1995). Die immunhistochemische Behandlung resultiert in einer diffusen
Farbung des Neuropils. GABAerge Synapsen sind nicht detektierbar da feine neuronale
Strukturen wie Axone, Dendriten oder Zellmembranen aufgrund der Antigen-
Demaskierung nur unscharf auflésbar sind (eigene Beobachtungen am
Elektronenmikroskop, nicht dargestellt). Anhand der spezifischen immunhistochemischen
Markierung ist es mdglich, die Expressionsstarke des jeweiligen Proteins vergleichend zu
untersuchen. Unterschiede der Expressionsstarke lassen sich mit Hilfe der relativen
optischen Dichte des DAB-Prazipitates im Gehirnschnitt analysieren (Fritschy and Mohler
1995). Die sequenzielle Markierung verschiedener Untereinheiten des GABAx-Rezeptors
in  aufeinanderfolgenden  Serienschnitten  erlaubt  Aussagen  Uber dessen

Untereinheitenzusammensetzung in verschiedenen Gehirnarealen (Redecker et al. 2000).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Altersbedingte zerebrale Plastizitat

Wahrend dem Reifungsprozess im juvenilen Entwicklungsstadium treten im Kortex
ausgepragte plastische Veréanderungen auf. In dieser Zeit werden afferente Signale mit
hoher Intensitat verarbeitet. Eine groBe Anzahl kortikaler Neurone wird durch eine noch
gréBere Anzahl Synapsen zu individuellen neuronalen Schaltkreisen verknlpft. In diesem
neuronalen Netzwerk werden Informationen in Form von exzitatorischen Signalen
integrativ verarbeitet. Zeitverzégert setzt die Reifung der synaptischen Inhibiton ein
(Luhmann and Prince 1991; Guo et al. 1997). Durch das plastische Zusammenspiel von
Exzitation und Inhibition entsteht nach und nach ein stabiles neuronales Netzwerk.
Scheinbar entwickeln sich in Kortexschicht IV inhibitorische feed-forward Schaltkreise,

die den afferenten Informationstransfer in andere Kortexschichten regulieren (Brumberg et
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al. 1999; Porter et al. 2001). Wahrend der Reifung des okzipitalen Kortex der Ratte bilden
sich diese Schaltkreise ab der dritten postnatalen Woche aus und kontrollieren den
afferenten Eingang der Kortexschicht Ill. Der inhibitorische Einfluss manifestiert sich in
einer zunehmenden funktionalen Inhibition und einer nachlassenden LTP in Schicht Il bei
afferenter Stimulation in Schicht VI (Rozas et al. 2001). Die vorliegende Studie zeigte,
dass die dargestellten plastischen Veranderungen nicht auf die adoleszente Gehirnreifung
beschrankt sind, sondern in der weiteren Lebensspanne arealspezifische Veranderungen
aufweisen. Im okzipitalen, sensomotorischen und auditorischen Kortex der Tiere hohen
Lebensalters verkleinerte sich die GréBe der Summenfeldpotenziale und das AusmafB der

funktionalen Inhibition bei afferenter Stimulation.

Die um etwa 30 % kleineren Summenfeldpotenziale (fEPSP,) bei den Ratten hohen
Lebensalters spiegeln altersbedingte Veranderungen neuronaler Schaltkreise wider und
stehen mit bisherigen Erkenntnissen im Einklang. So weisen kortikale Pyramidenzellen
von Rhesusaffen und Ratten in hohem Lebensalter 30 —40 % weniger dendritische
Dornen im Bereich der apikalen und basalen Dendriten auf (Wong et al. 2000; Duan et al.
2003; Kolb et al. 2003), was die Anzahl mdglicher exzitatorischer Synapsen vermindert
(Wenk et al. 1991; Ossowska et al. 2001; Hof et al. 2002). Die neuronalen Schaltkreise
und Funktionen bleiben trotz dem Verlust exzitatorischer Synapsen intakt. Das ist ein
Zeichen flUr ausgereiftere neuronale Schaltkreise, die zeitlebens an wechselnde
Umweltbedingungen angeglichen werden. Die Anzahl der aktiven synaptischen
Verbindungen nimmt ab, da sich effektive neuronale Schaltkreise mit weniger
synaptischen Verbindungen préaziser ausbilden kénnen (,Feinabstimmung®). Die
Synapsenstruktur andert sich in Hinblick auf eine effektivere Ubertragung (Tamaru et al.
1991; Rosenzweig and Barnes 2003; Chapman 2005). Es ist naheliegend, dass die
altersbedingt verkleinerten Summenfeldpotenziale der Pyramidenzellen bei afferenter

Stimulation durch eine verminderte exzitatorische synaptische Innervation bedingt sind.
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Durch den verminderten synaptischen Input integrieren die Pyramidenzellen weniger
Rezeptorpotenziale, sind weniger aktiv und verlieren an Volumen (Wong et al. 2000;
Luebke et al. 2004). Das ist ein wichtiger Vorteil aufgrund der Einschrankung des
neuronalen Energieverbrauchs. Somit nimmt der neuronale Metabolismus (Deshmukh
and Patel 1982; Leenders et al. 1990; Wree et al. 1991) und der zerebrale Blutfluss mit
zunehmenden Alter ab (Gur et al. 1987; Berman et al. 1988). Die NeuN-Farbung der
vorliegenden Studie unterstiitzt diese Hypothese. Das NeuN-spezifische Antigen wird nur
in ausdifferenzierten Nervenzellen exprimiert und dessen Expressionslevel korreliert
positiv mit der metabolischen Aktivitat der Zellen (Mullen et al. 1992; Weiler et al. 2005).
Es gibt derzeit keine eindeutigen Hinweise auf eine altersbedingt reduzierte
Neuronenanzahl im Kortex der Ratte (Morrison and Hof 1997). Die abnehmenden ROD-
Werte der NeuN-Immunreaktivitdt in den Kortexarealen mit verkleinerten
Feldpotenzialamplituden kdnnten somit als ein Anzeichen veranderter metabolischer
Aktivitdt neuronaler Zellen im Alter angesehen werden. Die nachlassende neuronale
Interaktion kénnte mit der geringeren Agilitdt und Aktivitat, den nachlassenden sozialen
Kontakten sowie dem verminderten Erkundungsdrang bei Ratten hohen Lebensalters

zusammenhangen (Andersen et al. 1999).

Es erscheint naheliegend, dass die altersbedingt verminderte exzitatorische neuronale
Kommunikation durch modulierte inhibitorische Mechanismen kompensiert wird, um ein
funktionell ausgewogenes Verhéltnis zwischen Exzitation und Inhibition zu schaffen. Eine
Veranderung der neuronalen Inhibition kann unter anderem durch die Modulation
postsynaptischer GABAA-Rezeptoren realisiert werden. In friheren Studien wurde eine
reduzierte aber nicht signifikante 3[H]Muscimolbindung im Kortex alter Ratten und Affen
gezeigt, was eine unveranderte Anzahl von GABAa-Rezeptoren im hohen Lebensalter
nahegelegt (Wenk et al. 1991). Weiterhin wird die Rezeptorfunktion durch
Verschiebungen des Verhéltnisses der Untereinheiten innerhalb des heteropentamer

aufgebauten GABAa-Rezeptors moduliert (Brooks-Kayal et al. 1998; Brooks-Kayal et al.
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2001; Mohler et al. 2001). Der Aufbau des Rezeptors hat einen entscheidenden Einfluss
auf seine synaptische oder extrasynaptische Lokalisation (Mohler et al. 2004; Li et al.
2005). In dieser Studie wurde die Expression postsynaptischer GABA,-
Rezeptoruntereinheiten und der funktionelle Einfluss der Uber GABAa-Rezeptoren
vermittelten Inhibition untersucht, um den Veradnderungen des inhibitorischen Systems
weiter auf den Grund zu gehen. Es konnte eine altersbedingte Modulation in Form einer
erhdhten Expression der GABAa-Rezeptoruntereinheiten a1 und o2 sowie einer
verminderten Expression der Untereinheiten a3, a5 und y2 bei den Tieren hohen

Lebensalters gezeigt werden.

Die elektrophysiologisch erhobenen Daten dieser Studie geben Hinweise auf ein
verandertes funktionelles Gewicht der Rezeptoren im hohen Lebensalter. Es ist ein
deutlicher Abfall der funktionalen Inhibition innerhalb der lokalen kortikalen neuronalen
Schaltkreise gezeigt worden. Bei Ratten hohen Lebensalters kdnnte die Modulation der
lokalen Inhibition der verschlechterten sensomotorischen Performance und der
veranderten Kkortikalen topographischen Organisation zugrunde liegen (Spengler et al.
1995; Dinse 2005). Die verminderte Inhibition lasst eine gewisse Korrelation mit der
veranderten Expression an o2- und a5-Rezeptoruntereinheit erkennen. Die o5-
Untereinheit ist an den dendritischen Dornen in extrasynaptisch lokalisierten Rezeptoren
vertreten und damit besonders fur die Modulation des Uber NMDA-Rezeptoren
vermittelten exzitatorischen Inputs geeignet (Fritschy et al. 2003). Die restlichen in dieser
Studie untersuchten Untereinheiten sind hauptsachlich in synaptisch lokalisierten
Rezeptoren eingebaut (Mohler et al. 2004; Li et al. 2005). Demnach veréndert sich im
hohen Lebensalter das Verhaltnis zwischen der prazisen synaptisch vermittelten und der
diffusen extrasynaptisch vermittelten Inhibition. Die schichtspezifische Veranderung der
Rezeptorexpression ist ein Indiz fir die permanente Modulation der synaptischen

Verschaltung und des inhibitorische Systems.
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Die Modulation der tGber GABAs-Rezeptoren vermittelten Inhibition im hohen Lebensalter
hat groBe klinische Relevanz. Der GABAa-Rezeptor ist Angriffspunkt vieler Pharmaka,
z.B. der Benzodiazepine, Barbiturate, Neurosteroide, Antikonvulsiva und Anéasthetika
(Amin et al. 1997; Mehta and Ticku 1999; Rudolph et al. 2001). Die Benzodiazepine tUben
einen positiv allosterischen Einfluss auf die Bindungsaffinitadt von GABA aus. Der
Bindungstyp | der Benzodiazepine wird durch die a1-Untereinheit vermittelt. Der
Bindungstyp Il ist zum einen durch die a2-Untereinheit und/oder a3-Untereinheit (Typ lly)
und zum anderen durch die a5-Untereinheit (Typll.) bedingt (Ruano et al. 1994; Mehta
and Ticku 1999). Bei der Wechselwirkung solcher Medikamente mit den entsprechenden
Rezeptoruntereinheiten andert sich die Chloridleitfahigkeit der Rezeptoren. Die einzelnen
Bindungstypen weisen Benzodiazepin-Affinititen mit folgender Einteilung auf:
Typ > Typ llyw> Typ ll.. Die altersbedingten Verschiebungen des Verhalinisses der
GABAAa-Rezeptoruntereinheiten lassen auf eine Modulation der Benzodiazepin-
Bindungsstelle im Kortex schlieBen. Das spiegelt die differenten Wirkungen verschiedener
Benzodiazepin-Dosen bei Patienten oder Ratten niedrigen bzw. hohen Lebensalters wider
und bietet einen Erklarungsansatz fir die Nebenwirkungen von Medikamenten mit
Wirkung an GABAa-Rezeptoren im hohen Lebensalter (Barnhill et al. 1990; Ashton 1994;

Wikinski et al. 2001; Giardino et al. 2002).

Altersbedingte Reaktionen auf eine fokale kortikale Lasion

Die endglltigen Folgen eines Schlaganfalls werden maBgeblich von den
lasionsinduzierten glinstigen und schadigenden Prozessen im Gehirn bestimmt. Diese
Prozesse beeinflussen das AusmaRB a) des initialen Schadens b) der Funktionserholung
c) der kompensatorischen Strategien und d) der bleibenden Schaden (Nudo 1999). Die
Ergebnisse der hier vorgestellten Studie zeigen, dass verschieden alte Tiere differente
Ausgangsbedingungen flr die Funktionserholung nach einem Schlaganfall vorweisen.

Weiterer Klarung bedarf, inwieweit sich die altersbedingten Modulationen der
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intrakortikalen  Verschaltungen auf die neuronalen Entwicklungen nach einer
photothrombotisch induzierten kortikalen Lasion auswirken. In dieser Studie konnten
entscheidende Unterschiede zwischen Tieren hohen und niedrigen Lebensalters gezeigt
werden. Nach afferenter Stimulation waren bei den Tieren niedrigen Lebensalters die
Summenfeldpotenziale (f EPSP,) lasionsbedingt bilateral verkleinert. Im Gegensatz dazu
blieben die fEPSP, bei den Tieren hohen Lebensalters von einer Lasion unbeeinflusst.
Bei den jungen Tieren nahm dagegen die funktionale Inhibition bilateral ab. Die
funktionale Inhibition war bei den Tieren hohen Lebensalters im Randgebiet der Lasion

stark erhoht.

Bei jungen Tieren wurden nach kortikalen Lasionen schon in friheren Untersuchungen
verkleinerte Summenfeldpotenziale beobachtet (Buchkremer-Ratzmann et al. 1996;
Neumann-Haefelin and Witte 2000). Diese Verkleinerungen der Feldpotentiale stehen mit
der lasionsbedingt reduzierten Anzahl an dendritischen Dornen der Pyramidenzellen in
den Kortexschichten II/lll und V im ipsi- und kontralateralen Kortex (Kolb et al. 1997;
Johansson and Belichenko 2002; Zhang et al. 2005b) sowie mit der bilateral reduzierten
Transkription metabotroper Glutamatrezeptoren im Einklang (Keyvani et al. 2001). Analog
dem altersbedingten Abbau exzitatorischer neuronaler Verbindungen wirde der
lasionsbedingte  Verlust  dieser  Verbindungen  die  afferent  ausgeldsten
Summenfeldpotenziale verkleinern. Untersuchungen zur Dichte der dendritischen Dornen
und zum zerebralen Metabolismus nach kortikalen Lasionen stehen bislang bei Ratten
hohen Lebensalters aus. Wegen der reduzierten NMDA-vermittelten metabolischen
Reaktionen der Nervenzellen (Gonzales et al. 1991) ist es bei Ratten hohen Lebensalters
maoglich, dass durch einen ischamischen Infarkt induzierte exzitatorische Prozesse einen
geringeren initialen Gewebeschaden verursachen. Dafiir spricht auch die in dieser Studie
beobachtete reduzierte Induzierbarkeit photothrombotischer Lasionen bei den Ratten
hohen Lebensalters. Bei den lasionierten Ratten hohen Lebensalters sind die weitgehend

unveranderten fEPSP; mdglicherweise durch einen weniger massiven und weniger
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globalen Niedergang der dendritischen Dornen und exzitatorischen Verbindungen nach
ischamischen kortikalen Lé&sionen bedingt. Experimente von Shapira und Kollegen
bestatigen dies (Shapira et al. 2002). Sie zeigten, dass bei Ratten hohen Lebensalters
weniger starke postlésionelle funktionelle Akutschaden auftreten als bei Jungtieren.
Andere Studien bestatigen ebenfalls unterschiedliche initiale Reaktionsmechanismen bei
jungen und alten Ratten (Kesslak et al. 1995; Sutherland et al. 1996; Badan et al. 2003a;

Badan et al. 2003b; Rosen et al. 2005).

Die funktionale Inhibition ist bei den Ratten niedrigen Lebensalters Iasionsbedingt bilateral
vermindert und geht mit einer modulierten Expression der GABAA-Rezeptoren in beiden
Hemisphéren einher. Diese Ergebnisse bestatigen frihere Publikationen (Domann et al.
1993; Buchkremer-Ratzmann et al. 1996; Reinecke et al. 1999; Redecker et al. 2002). Die
reduzierte Expression der GABAa-Rezeptoruntereinheit o5 korreliert mit der
lasionsbedingt abnehmenden Transkription (Lu et al. 2004). Die Expressionséanderungen
der Untereinheiten a3 und y2 sind im ipsi- und kontralateralen Kortex entgegengesetzt.
Weiterhin tritt ausschlieBlich im ipsilateralen Kortex eine Gliazellaktivierung auf. Die
Anderungen der funktionalen Inhibition in der ipsi- und kontralateralen Hemisphare mégen
somit unterschiedliche Ursachen haben. Neueste Untersuchungen an Tiermodellen und
an Schlaganfallpatienten unterstiitzen die Hypothese, dass die Regeneration der
ischamiebedingt gestérten Funktionen primér in den l&sionsangrenzenden Arealen der
ipsilateralen Hemisphére stattfindet (Whishaw and Metz 2002; Ward et al. 2003a, b;
Schmidlin et al. 2004; Shanina et al. 2006). In diesen Bereichen vollzieht sich eine
kortikale Reorganisation, welcher ahnliche Mechanismen wie bei Lernprozessen
zugrunde liegen (Castro-Alamancos et al. 1995; Hagemann et al. 1998; Neumann-
Haefelin et al. 1998; Schiene et al. 1999; Reinecke et al. 2003). Die kontralateralen
Veranderungen kénnten unter anderem durch ein Iasionsbedingt verandertes Verhalten
verursacht sein. So wurde nach kortikalen Lasionen im Vorderpfotenareal von Ratten ein

Handigkeitswechsel und die verstarkte Benutzung der gesunden Pfote beobachtet
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(Biernaskie and Corbett 2001; Teskey et al. 2003). Diese Reaktion bedingt das Lernen
neuer motorischer Funktionen und fUhrt zu kortikaler Plastizitdt in der kontralateralen
Hemisphéare (Jones and Schallert 1994; Luke et al. 2004). Zusatzlich sind
kompensatorische Mechanismen an der Erholung nach kortikalen Lasionen beteiligt, die
ebenfalls das Lernen neuer Funktionen und die Reorganisation neuronaler Schaltkreise
im kontralateralen Kortex bedingen (Metz et al. 2005). Die bilateral reduzierte Inhibition im
vertikalen kortikalen Netzwerk ist eine Voraussetzung fir die Reorganisation der
horizontalen kortikalen Verbindungen in den oberen Kortexschichten (Hess et al. 1996).
Diese werden durch das Lernen neuer Funktionen (Rioult-Pedotti et al. 1998) sowie nach
kortikalen Lé&sionen (Reinecke et al. 2003) bei jungen Ratten induziert. Ein
morphologischer Grund fir die lasionsbedingt bilateral verminderte funktionale Inhibition
kann die Deafferenzierung transkallosaler Verbindungen sein. Solche Verbindungen
werden bei jungen Ratten ausgehend von den Kortexschichten II/lll und V gebildet
(Giannetti et al. 1999; Horvath et al. 2005). Elektrophysiologische und morphologische
Studien nach kallosalen Transsektionen bestétigen die Interaktion beider Hemispharen
(Bloom and Hynd 2005). Diese Interaktion spielt eine entscheidende Rolle bei der
kortikalen Plastizitdt wahrend Verhaltensanderungen (Bury et al. 2000; Adkins et al.
2002). Grundsatzlich kann ein Einfluss der ipsilateralen Erregbarkeitsénderungen auf die
kontralateralen neuronalen Schaltkreise durch transkallosale Verbindungen bei jungen

Ratten nicht ausgeschlossen werden (Buchkremer-Ratzmann and Witte 1997).

Bei den Ratten hohen Lebensalters ist die funktionale Inhibition I&sionsbedingt in der
Infarktumgebung verstarkt. In der kontralateralen Hemisphare zeigt sich eine tendenzielle,
sehr geringe Zunahme der funktionalen Inhibition. Eine verstarkte funktionale Inhibition
konnte bei Ratten niedrigen Lebensalters bis zu 60 Tage nach der Lasion nicht
beobachtet werden (Domann et al. 1993). Daher scheint diese Reaktion speziell bei
Ratten hohen Lebensalters einzutreten. Die Expression der untersuchten GABAa-

Rezeptoruntereinheiten ist wie bei den jungen Ratten bilateral, aber mit anderem Muster
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und teilweise starker reguliert. Die Expression der GABAs-Rezeptoruntereinheiten ist bei
den Ratten niedrigen Lebensalters lasionsbedingt Uber 1angere Zeit vermindert (Redecker
et al. 2002). Bei den Tieren hohen Lebensalters findet man neben der verminderten
Expression der Untereinheiten a1 und a2 eine teilweise verstarkte Expression der
Untereinheiten a3, a5 und y2. Die bilateral modulierte Rezeptorexpression spricht fur eine
globale Reaktion des lasionierten Gehirns. Die starkere Modulation der
Rezeptorexpression bei den Tieren hohen Lebensalters kdnnte die verschiedenen
elektrophysiologischen Reaktionen bedingen. Eine kortikale L&sion verschiebt das
Gleichgewicht zwischen Exzitation und Inhibition bei Ratten hohen Lebensalters

vermutlich auf eine andere Weise als bei jungen Tieren.

Es ist bekannt, dass das lasionsbedingte Axonwachstum (Needels et al. 1986) und die
reaktive Synaptogenese im Alter reduziert sind (Nieto-Sampedro and Nieto-Diaz 2005).
Ratten hohen Lebensalters zeigen eine beschleunigte Narbenbildung, welche die
Funktionserholung nach kortikalen Lasionen behindert (Badan et al. 2003a; Hoane et al.
2003). Dies verhélt sich adaquat zu der altersbedingt verstarkten GFAP-Immunreaktivitat
in dieser Studie. Das Gliagewebe setzt sich aus mehreren Zelltypen zusammen. Die
Astroblasten begunstigen das Axonwachstum (Tomaselli et al. 1988). Dagegen hemmen
die fibrillaren reaktiven Astrozyten das axonale Wachstum (Bovolenta et al. 1997).
Demnach bestimmt die Zusammensetzung des Gliagewebes dessen Einfluss auf das
axonale Wachstum. Das Verhéltnis der unterschiedlichen Zelltypen andert sich im Alter
zugunsten der fibrillaren Astrozyten, wodurch das axonale Wachstum behindert wird
(Sandell and Peters 2002). Das Lernen hat aufgrund von Anpassungsmechanismen an
veranderte Umweltbedingungen bei Ratten hohen Lebensalters einen verminderten
Einfluss auf die Ausbildung dendritischer Dornen und die dendritische Verzweigungen von
Pyramidenzellen in der Kortexschicht Il/lll (Kolb et al. 2003). Nach der Hemmung des
Axonwachstumsinhibitors Nogo-A zeigten Ratten hohen Lebensalters im Vergleich mit

jungen Ratten eine erheblich bessere Funktionserholung (Markus et al. 2005). Es
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erscheint daher mdéglich, dass die Modulation neuronaler Netzwerke bei Ratten hohen
Lebensalters in starkerem MaBe auf dem Niveau bestehender Synapsen stattfindet.
Dagegen werden bei Tieren niedrigen Lebensalters vermehrt neue Verbindungen

geknipft.

In dieser Studie ist die NeuN-Immunreaktivitat lasionsbedingt in beiden Altersgruppen
bilateral verstarkt. Das legt in beiden Versuchsgruppen eine bilateral erhéhte neuronale
Aktivitdt nahe. Durch zusétzliche Aktivierung des l&sionsangrenzenden Kortex mittels
elektrischer Stimulation wird die Funktionserholung positiv beeinflusst (Adkins-Muir and
Jones 2003; Kleim et al. 2003). Die verstarkte neuronale Aktivitat wirde einen erhéhten
zerebralen Blutfluss induzieren. Tatsachlich konnte mittels fMRT-Untersuchungen bei
Ratten niedrigen Lebensalters ein erhdhter zerebraler Blutfluss nachgewiesen werden
(Dijkhuizen et al. 2003). Die Tiere hohen Lebensalters weisen nach der Lasion eine
starkere Aktivierung der NeuN-Immunreaktivitdt auf, was durch eine im Vergleich zu
Jungtieren verstarkte neuronale Aktivitat verursacht sein kdnnte. Dieser Befund korreliert
mit der Beobachtung, dass lasionsbedingte epileptische Aktivitat verstarkt bei Ratten
hohen Lebensalters auftritt (Kelly et al. 2001). Die erhéhte funktionale Inhibition kdnnte

daher ein Mechanismus sein, um dieser epileptischen Aktivitat entgegenzuwirken.

Warum sind die Veranderungen der funktionalen Inhibition bei den Tieren hohen
Lebensalters weniger deutlich bilateral ausgepragt? Die Anzahl transkallosaler
Verbindungen ist im hohen Lebensalter vermindert und der interhemisphéarische
Informationsfluss wird intrakortikal anders verarbeitet (Vaughan and Cahill 1984; Morio et
al. 1992; Seitz and Freund 1997). Das hat einen Einfluss auf die lasionsbedingte
Interaktion beider Hemisphdren und kénnte zu den unterschiedlichen Reaktionen bei
jungen und alten Ratten flhren. Bislang wurde in keiner Studie die Handigkeit alter Ratten
untersucht. Setzt man voraus, dass die alten Ratten nach kortikalen Lasionen ebenfalls

auf Funktionen der kontralateralen Seite ausweichen, wirde man aufgrund der
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Verhaltensdnderung auch kontralaterale Veranderungen der funktionalen Inhibition
erwarten. Beim Menschen lasst die Handigkeit mit zunehmendem Alter deutlich nach.
Untersuchungen am motorischen System zeigten, dass é&ltere Versuchspersonen, im
Gegensatz zu jungen Versuchspersonen, beide Hande gleich gut einsetzen kdnnen
(Kalisch et al. 2005). Weiterhin induziert motorisches Training bei Versuchspersonen
zunehmenden Alters bedeutend weniger kortikale Plastizitdt (Sawaki et al. 2003).
Demnach hatte das Ausweichen auf die gesunde Pfote bei Ratten hohen Lebensalters

weniger Auswirkungen auf die funktionale Inhibition in der kontralateralen Hemisphére.

Rekapitulation eines juvenilen Musters?

Trotz den altersbedingt verschiedenen Ausgangsbedingungen und den unterschiedlichen
postlasionalen Reaktionen weisen Ratten hohen Lebensalters eine gewisse Genesung
der lasionsinduzierten Defizite auf (Andersen et al. 1999; Shapira et al. 2002; Brown et al.
2003; Wang et al. 2003; Markus et al. 2005; Zhang et al. 2005a). Demnach sind Gehirne
hohen Lebensalters zu plastischer Reorganisation beféhigt und es ist denkbar, dass die in
dieser Studie beobachteten Prozesse einen Beitrag dazu leisten.

Es gibt viele Hinweise aus klinischen und tierexperimentellen Studien, dass in adulten
Gehirnen zeitweilig gewisse ,juvenile® Mechanismen induziert werden, um plastische
Veranderungen zu ermdglichen (Cramer and Chopp 2000). Solch eine Reorganisation
des neuronalen Netzwerkes wird durch kortikale Lasionen beginstigt. Ratten jungen
Lebensalters sind nach einer kortikalen L&sion besser in der Lage, motorische
Bewegungsablaufe mit der gesunden Pfote zu lernen, da die Lasion verstarkt
Synaptogenese im kontralateralen Kortex induziert (Luke et al. 2004). Auch &uBere
Einflisse beeinflussen die neuronale Plastizitat. Beispielsweise korreliert einerseits die
altersbedingte Restrukturierung kortikaler rezeptiver Felder mit der eingeschrankten
motorischen Performance (Spengler et al. 1995). Andererseits korreliert die Verbesserung
der Performance alter Ratten in reizreicher Umgebung mit einer Restauration der

rezeptiven Felder (Churs et al. 1996; Reinke and Dinse 1996). Eine Restauration
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altersbedingter Veranderungen nach kortikaler Lasion konnte auf der Ebene des GABA-
Rezeptors auch in dieser Studie beobachtet werden. Die altersbedingt in oberen
Kortexschichten verminderte Expression der GABAs-Rezeptoruntereinheit a5 wird nach
einer Kkortikalen Lé&sion wieder verstarkt. Die altersbedingt in tiefen Kortexschichten
verstarkte Expression der GABAa-Rezeptoruntereinheit a2 wird nach der Kkortikalen
Lasion vermindert. Gleichzeitig nimmt die altersbedingt reduzierte funktionale Inhibition
wieder zu. Im I&sionsangrenzenden sensomotorischen Areal der Ratten hohen

Lebensalters ist diese Entwicklung besonders deutlich ausgepragt (Abb. 20).

Abb. 20: Modulation des GABAergen

100 ¢ Systems in Folge der Gehirnalterung
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o R Dargestellt ist die Verénderung der
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c e sensomotorischen Areal der Batte. Dgr
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100 Lasion bei Ratten hohen Lebensalters:
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% = neuronalen Netzwerkes gegenlaufig sind.
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o - Funktionserholung nach der Léasion. Das
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Expression Erregbarkeit Netzwerkes zu beglinstigen.
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4.3 Schlussfolgerungen

Diese Studie unterstreicht, dass das Gehirn bis ins hohe Lebensalter ein Organ mit
plastischer Struktur ist. Daraus ergeben sich altersbedingte Unterschiede in der Anatomie
und der Physiologie. Das ist beim Menschen ebenso der Fall wie bei Mausen, Ratten,
Katzen oder Affen. Es ist hilfreich, diese Veranderungen am Tiermodell zu untersuchen
und die gewonnenen Erkenntnisse bei der Erforschung des weitaus komplexeren
menschlichen Gehirns zu berlcksichtigen.

Die altersbedingt unterschiedlichen Iasionsinduzierten Reaktionen der GABAa-
Rezeptorexpression und der funktionalen Inhibition zeigen, dass Erkenntnisse die an
jungen Tieren gewonnen wurden nicht ohne weiteres auf Tiere hohen Lebensalters
Ubertragen werden kénnen. Moglicherweise haben bei Ratten niedrigen Lebensalters
erfolgreiche therapeutische MaBnahmen bei Ratten hohen Lebensalters den
gegenteiligen Effekt. Andererseits zeigen Ratten beider Altersgruppen nach zerebralen
Schadigungen eine Funktionserholung. Es ist anzunehmen, dass die verschiedenartigen
Reaktionen bei Ratten niedrigen und hohen Lebensalters dem gleichen Zweck dienen. Im
Rahmen der Schlaganfallforschung am Tiermodell ist es daher wichtig, die gewonnenen
Erkenntnisse mit dem Lebensalter und dem aktuellen Entwicklungsstand der lasionierten
Versuchstiere zu koppeln.

Die allgemeine Auffassung — das Gehirn entwickelt sich mit zunehmendem Alter zu einer
starren Struktur mit verminderter Plastizitat — trifft nicht vollstandig zu. Es gibt
Mechanismen, die das Gehirn auch im hohen Lebensalter schlagartig aus der starren
Organisation I6sen und wie in der Jugend modulierbar machen. Diese Mechanismen

mussen weiter erforscht werden, um sie fur die breite Anwendung greifbar zu machen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Der Schlaganfall ist eine multifaktoriell bedingte, aber vorrangig altersabhéngige
Krankheit. Durch den Fortschritt in Medizin und Technik steigt die Zahl der einen
Schlaganfall Uberlebenden Patienten stetig an. Daraus resultiert eine starke und ernst zu
nehmende wirtschaftliche Belastung des Systems und der betroffenen Personen. Die
schnelle Rehabilitation und gesellschaftliche Integration ist nach der Akutbehandlung ein
wichtiges Ziel. Die Mechanismen der Funktionserholung nach einem Schlaganfall werden
an zahlreichen Tiermodellen intensiv erforscht. Ratten besitzen ein enormes Potential, um
Schadigungen des Gehirns zu regenerieren. An diesem Modell konnten viele interessante
Erkenntnisse gewonnen werden. So verdndert sich das Gleichgewicht zwischen
erregenden und hemmenden Signalen, um die bestehende stabile Struktur des
neuronalen Netzwerkes aufzulésen und neu zu formieren. Der Uberwiegende Teil der
Erkenntnisse stammt aus Versuchen mit jungen Tieren. Das kénnte ein Grund sein,
warum sich die Ergebnisse der tierexperimentellen Studien nur selten in der Klinik

umsetzen lassen.

Aufgabe der vorliegenden Studie war es einerseits, die Interaktion von inhibitorischen und
exzitatorischen Elementen des kortikalen Netzwerkes an Ratten niedrigen und hohen
Lebensalters (3 und 24 Monate) vergleichend zu untersuchen. Weiterhin sollte untersucht
werden, wie sich eine Kkortikale L&sion 7 Tage nach Lé&sionsinduktion auf das
Zusammenspiel von inhibitorischen und exzitatorischen Elementen in Abhangigkeit vom
Alter der Versuchstiere auswirkt. Das Zusammenspiel von inhibitorischen und
exzitatorischen Elementen wurde in vitro mit Hilfe der Doppelpulsstimulation zur Ableitung
kortikaler extrazelluldrer Feldpotentiale in 400 um dicken frontalen Gehirnschnitten
untersucht. Dabei wurde der Kortex in Schicht VI mit einer bipolaren Elektrode stimuliert.
Der Abstand der beiden 50 ps Reize betrug 20 ms, um die Uber GABAa-Rezeptoren

vermittelte Inhibition zu erfassen. Die hauptsachlich durch exzitatorische postsynaptische
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Potentiale generieten Summenantworten (fEPSP; bzw. fEPSP,) der orthodrom
stimulierten Pyramidenzellen wurden in Schicht II/lll der gleichen Kolumne abgeleitet.
Anhand des Verhaltnisses der GréBe der zwei resultierenden Feldpotenzialantworten
konnte eine Aussage Uber die Stérke inhibitorischer Komponenten (funktionale Inhibition)
lokaler neuronaler Schaltkreise getroffen werden. Die Expression der GABAa-
Rezeptoruntereinheiten a1, a2, a3, a5 und y2 wurde immunhistochemisch untersucht. Die
Zusammensetzung des Rezeptors hinsichtlich seiner Untereinheiten variiert je nach
Lokalisation am Neuron und bestimmt dessen physiologische Eigenschaften. Im
Zusammenhang mit den physiologischen Daten konnten Verdnderungen des
inhibitorischen ~ Systems  abgeschétzt  werden. Kortikale L&sionen  wurden
photothrombotisch induziert. Bei dieser Methode verursacht ein intravends injizierter
Farbstoff in Folge von Lichteinwirkung Thrombozytenaggregation und die Okklusion
hirnversorgender GefaBe. Diese nicht invasive Technik resultiert in lokalen Ischamien und

Lasionen definierter GroBe an vorher bestimmten Koordinaten.

Bei den Tieren hohen Lebensalters wurden rund 30 % kleinere f EPSP; gemessen. Die
jungen Ratten weisen eine ausgepragte funktionale Inhibition auf. Die Quotienten
Q = fEPSP, / fEPSP; erreichten im Mittel einen Wert von 0,51 £+ 0,03. Dieser Wert zeigt,
dass die zweite Feldpotenzialantwort im Vergleich zur ersten Feldpotenzialantwort um die
Halfte reduziert (funktional inhibiert) ist. Die Tiere hohen Lebensalters weisen mit einem
mittleren Quotient von 0,74 + 0,01 eine wesentlich geringere funktionale Inhibition auf. Die
zweite Feldpotenzialantwort erreicht rund drei viertel des AusmaBes der ersten
Feldpotenzialantwort. Die nachlassende funktionale Inhibition bei den Tieren hohen
Lebensalters korreliert mit der altersbedingt verstarkten Expression der GABAa-
Rezeptoruntereinheit a2 in den tiefen Kortexschichten und der verminderten Expression
der Untereinheit a5 in den oberen Kortexschichten. Die Expression der Untereinheit y2 ist

altersbedingt reduziert, die Untereinheit a1 wird altersbedingt verstarkt exprimiert. Die
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Untereinheit a3 zeigt keine eindeutige altersbedingte Regulation. Die Ergebnisse dieser
Studie zeigen, dass sich anatomische und physiologische Eigenschaften der neuronalen

Verschaltung im Laufe des Lebens verandern.

Die Technik der Photothrombose induzierte unter identischen Bedingungen bei Tieren
hohen Lebensalters kleinere Lé&sionen als bei Jungtieren. Daher wurde zur
Lasionsinduktion bei den Tieren hohen Lebensalters eine gréBere Lichtmenge eingesetzt.
Bei den lasionierten Jungtieren wurden ipsilateral um 30 % kleinere f EPSP; gemessen,
kontralateral sanken die f EPSP; um 18 %. Dagegen blieben die f EPSP; bei den Tieren
hohen Lebensalters von der L&sion unbeeinflusst. Die funktionale Inhibition war bei den
lasionierten Jungtieren bilateral vermindert. Bei den Tieren hohen Lebensalters war die
funktionale Inhibition im I&sionsangrenzenden Areal stark erhdht. Auch im kontralateralen
Kortex zeigte sich eine leicht verstarkte funktionale Inhibition. Die Expression der GABAa-
Rezeptoruntereinheiten war in beiden Altersgruppen bilateral moduliert. Das AusmaB der
Modulation zeigte bei den Ratten niedrigen Lebensalters eine deutlich schwéchere
Auspragung. Die lasionsbedingt nachlassende funktionale Inhibition war bei den jungen
Ratten Uberwiegend von einer verminderten Expression der untersuchten der GABAa-
Rezeptoruntereinheiten begleitet. Die verstarkte funktionale Inhibition wurde bei den
Tieren hohen Lebensalters von einer verstarkten Expression der Untereinheit a5 in
oberen Kortexschichten und einer deutlich verminderten Expression der Untereinheit a2 in
unteren Kortexschichten begleitet. Die lasionsinduzierten Veréanderungen zeigten sich im
Vergleich mit den altersbedingten Veranderungen gréBtenteils entgegengesetzt. So wird
die altersbedingt nachlassende funktionale Inhibition lasionsbedingt erhéht. Weiterhin
gleicht die kortikale Lasion das Expressionsniveau der GABAas-Rezeptoruntereinheiten

dem Expressionsmuster der Ratten niedrigen Lebensalters an.
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Ratten ungleichen Alters reagieren nach einer kortikalen Lasion aufgrund abweichender
Ausgangsbedingungen mit teilweise gegensatzlichen Strategien. Trotzdem erholen sich
die Tiere hohen Lebensalters adaquat von den L&sionsfolgen. Scheinbar dienen die
verschiedenen Reaktionen dem gleichen Zweck. Die Ergebnisse dieser Studie haben
gezeigt, dass die starre neuronale VerknUpfung auch im hohen Lebensalter geldst werden

kann und wie in der Jugend neu formbar wird.
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6. ABKURZUNGEN

ABC
ACSF
ATP
AU
DAB
EPSP
fMRT
GABA
GFAP
IPSP
LA
LTP
NeuN
NMDA
OX
PBS
PFA
PT
ROD
SM

TMS

Avidin-Biotin-Meerrettichperoxidase
artifizielle Zerebrospinalflissigkeit
Adenosintriphosphat

auditorischer Kortex

Diaminobenzidin

exzitatorisches postsynaptisches Potenzial
funktionelle Magnetresonanztomographie
gamma-Aminobuttersdure

glial fibrillary acidic protein

inhibitorisches postsynaptisches Potenzial
Lebensalter

Langzeitpotenzierung

neuronal nucleus

N-Methyl-D-Aspartat

okzipitaler Kortex

Phosphatpuffer (Phosphate Buffered Saline)
Paraformaldehyd

Photothrombose

relative optische Dichte
sensomotorischer Kortex

transkranielle Magnetstimulation
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