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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Der naturliche Vorgang des Alterns wird allgemein mit einer charakteristischen Abnah-
me der kognitiven und sensomotorischen Leistung in Verbindung gebracht. Einiges
deutet darauf hin, dass Aktivitat diesen Prozess verlangsamt oder zumindest glnstig
beeinflusst. Experimentelle Studien an alten Ratten zeigten eine altersabhangige Ver-
kleinerung der rezeptiven Felder, die mit einer zunehmenden sensomotorischen Leis-
tungsminderung einhergeht. Dieser Vorgang konnte durch die Haltung in einer reizrei-
chen Umgebung rickgangig gemacht werden. In der vorliegenden Studie wurde die
Auswirkung eines stimulierenden Umfeldes auf die Expression der GABAx-Rezeptor-
Untereinheiten im Gehirn alter Ratten analysiert. Im Alter von 33 Monaten wurden die
Versuchstiere aus der Standardkafighaltung fir drei Monate in ein anregendes Milieu
transferiert, wohingegen die Kontrollgruppe weiterhin unter Standardbedingungen
gehalten wurde. Im Anschluss daran wurden die Tiere transkardial perfundiert und das
Gewebe weiter aufgearbeitet. Die Expression der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten wur-
de immunhistochemisch untersucht. Die regionale Verteilung der Untereinheiten a1, a2,
a3, a5 und y2 wurde semiquantitativ anhand optischer Dichtemessungen analysiert.
Diese Untersuchungen zeigten bei Tieren der reizreichen Umgebung einen signifikan-
ten Anstieg der Expression der a3- und a5-Untereinheiten im Vergleich zu Tieren der
Standardkéafighaltung. Diese Heraufregulation war fir die a3-Rezeptor-Untereinheit am
ausgepragtesten und betraf vorwiegend den primaren und sekundaren somatosensori-
schen Kortex (Parl und Par2) sowie den Vorder- (FL) und Hinterpfotenreprasentieren-
den (HL) Kortex. Die Untereinheiten al, a2 und y2 zeigten keine signifikanten Verande-
rungen. In der Hippokampusformation wurde ebenfalls keine Modifikation beobachtet.
Diese Studie zeigt eine signifikante aktivitatsinduzierte Plastizitat der kortikalen GABA,-
Rezeptoren im Gehirn sehr alter Ratten. Der Anstieg der a3- und ob-Rezeptor-
Untereinheiten, welcher vor allem in den ersten postnatalen Tagen zu finden sind, deu-
tet auf die Rekapitulation eines juvenilen Expressionsmusters hin. Diese Veranderun-
gen koénnten zu der sensomotorischen Plastizitat beitragen, die bei sehr alten Ratten

nach einer Haltung in einer reizreichen Umgebung gefunden wurden.




Einleitung

~Was man in seiner Jugend erwirbt, dient im Kampf gegen
das Elend des hohen Alters. Und wenn du willst, dass dein
Alter sich aus Weisheit ndhre, so sorge daflr, solange du
jung bist, dass es in deinem Alter nicht an Nahrung man-
gelt”.

(Leonardo da Vinci, Codex Atlanticus 109).

2. Einleitung

Der Begriff Altern bezeichnet gemanR Wikipedia (Enzyklopadie) zum einen ,im Laufe der
Zeit seine Beschaffenheit andern” und zum anderen ,etwas aktiv beeinflussen, dass es
seine Beschaffenheit &ndert”. Es gibt heute keine einheitliche Theorie tber das Altern.
Der Alterungsprozess ist ein natirlicher biologischer Vorgang, dem alle Lebewesen un-
terworfen sind. Er beginnt beim Menschen ca. um das 30. Lebensjahr mit relativ grof3en
interindividuellen Schwankungen. Wahrscheinlich ist der Abbauprozess des Organis-
mus bereits genetisch vorprogrammiert und in unserem Erbmaterial gespeichert. Im
Alter nimmt nicht nur die Muskelsubstanz ab, sondern auch die Nerven und das Gehirn
sind langsamen degenerativen Veranderungen unterworfen, denen keiner entgehen
kann. Vor allem die nicht genutzten Fahigkeiten unterliegen einem bevorzugten, schnel-
len und unaufhaltsamen Abbau. Auch umweltbedingte Faktoren spielen bei der Alterung

eine grof3e Rolle.

Alterungsprozesse zeigen insbesondere im hohen Alter eine grof3e interindividuelle Va-
riabilitat, welche auch im hohen Alter stark ausgepragt ist (Birren 1988, Schaie 1989,
Lehr 1991a). Bis ins hochste Lebensalter hinein unterscheiden sich Gleichaltrige in ih-
rem Gesundheitszustand und in ihrer Alltagskompetenz (Bergi 1990, Franke 1985, Lehr
1991b).




Einleitung

Weiterhin werden die Alterungsprozesse in friilhen Lebensabschnitten beeinflusst. Die
Ausbildung spezifischer Fahigkeiten und Fertigkeiten sowie spezifischer Formen psy-
chischer Auseinandersetzungen mit Aufgaben und Belastungen tragt zur individuellen
Kompetenz-, Erlebens- und Verhaltensstruktur im Alter bei. In der Gerontologie hat die
methodische Erfassung von Alltagsaktivitaten innerhalb von Geriatrie und Sozial- bzw.
Verhaltenswissenschaften schon seit langerer Zeit gro3e Bedeutung (Katz, 1983; Os-
wald und Gunzelmann, 1991). Wesentliche Aspekte des Alltagsverhaltens und Alltags-
erlebens im Alter wurden auch in der gerontologischen Freizeitforschung bearbeitet
(Schmitz-Scherzer, 1974; Tokarski, 1991).

Es fand sich eine gewisse Verengung des Lebensraums nach dem Ende der Berufsta-
tigkeit, da jetzt die eigene Wohnung bzw. das eigene Haus fast ausschlie3licher Ort
eigener Betétigung ist. Eine Verminderung der Aktivitat wird somit z. B. durch die enge
Bindung alterer Menschen an ihre Wohnung ausgedriickt. Im Bundesdurchschnitt hal-
ten sich alte Menschen wahrend vier Flunftel der Tageszeit (16 Stunden) in ihrer Woh-
nung auf. Bewohner von Alten- und Pflegeheimen verbringen sogar annéhernd 90%
eines Tages im Haus (Saup, 1986). Diese empirischen Befunde werden auch in der
wissenschaftlichen Diskussion oft als Beleg fur den generellen Rickgang der Aktivitaten
mit dem und durch das Alter gesehen (Havighurst et al., 1968; Cantilli und Shmelzer,
1971; Herlyn, 1990). Es hat sich jedoch herausgestellt, dass Aktivitat im Alter degenera-
tive Prozesse aufhalten kann. Eine Aufrechterhaltung der intellektuellen Aktivitat scheint
das mentale Altern gunstig zu beeinflussen (Tubiana 2002). Auch vermindern kérperlich
Aktivitat und geistige Anforderungen Krankheiten und verbessern die Gesundheit und
Funktionsfahigkeit des Korpers (Petermans 2001, Marom-Klibansky und Drory 2002,
Hjort 2000).




Einleitung

In tierexperimentellen Studien wurde ebenfalls gezeigt, dass Aktivitat altersabhéngige
degenerative Prozesse aufhalten kann. Sehr alte Ratten wurden fiir eine kurze Zeit in
eine reizreichen Umgebung transferiert und dort mit mehr Zuwendung, mehr Platz und

abwechslungsreicherem Futter gehalten.

Untersuchungen zeigten, dass es nach Haltung in einem stimulierenden Milieu zu einer
Reduktion altersbedingter Veranderungen kam. Z.B. fand sich eine signifikante Vermin-
derung der GFAP-positiven-Astrozyten, welche neben dem Pigment Lipofuszin ein be-
deutendes Alterungszeichen im Gehirn darstellen (Braak 1979, Hilbig et al. 2002; Mur-
phy 1993). Auch kam es zu einer Stagnation der altersabhangigen Verringerung der
synaptischen Dichte (Saito et al. 1994). Des Weiteren steigerte der Aufenthalt in einer
anregenden Umgebung die Neuroneogenese im Gyrus dentatus des Hippokampus.
(Kempermann et al. 1998b, Kempermann et al. 1997). Die mit dem Alter zunehmende

Lipofuszinanreicherung war dort ebenfalls vermindert (Kempermann et al. 2002).

Nicht nur morphologische Veranderungen der Gehirnstruktur, sondern auch funktionell
bessere Leistungen werden durch Aktivitdt hervorgerufen. Die nach Aufenthalt in einer
reizreichen Umgebung durchgefiihrten Verhaltensexperimente zeigten eine deutliche
Verbesserung kognitiver Funktionen. Aber auch sensomotorische Funktionen besserten
sich. Alte Ratten der reizreichen Haltungsbedingungen konnten im Vergleich zu ihren
Kontrollgruppen z. B. wieder Uber schmale Stangen laufen und zeigten eine deutliche
Verbesserung ihrer Wendigkeit und Agilitat (Godde et al. 2002, Dupont et al. 2001).

Die Regulation sensomotorischer und kognitiver Leistungen unseres Gehirns ist we-
sentlich von einem intakten Gleichgewicht exzitatorischer und inhibitorischer Neuro-
transmission abhangig. GABA (y-Aminobuttersaure) ist der bedeutendste inhibitorische
Neurotransmitter im zentralen Nervensystem (Hevers und Luddens 1998). Uber 20-50%
aller neuronalen Synapsen nutzen GABA als Transmitter (Chu et al. 1990, Bloom und
Iversen 1971) und sind somit ubiquitar (De Blas 1996, Laurie et al. 1992, Wisden et al.
1992).




Einleitung

GABA zeigt seine Wirkung tber zwei unterschiedliche Rezeptoren: den ionotropen GA-
BAa-Rezeptor und den metabotropen GABAg-Rezeptor. Am GABAa-Rezeptor flhrt
GABA (iber eine Konformationsanderung zur Offnung eines intrinsischen lonenkanals;
daraufhin kommt es zum Einstrom von Chlorid in die Zelle mit konsekutiver Hyperpola-
risation der postsynaptischen Membran und zu einer Erh6hung des inhibitorischen To-
nus (Whiting 1999).

Die GABAa-Rezeptoren regulieren die Exzitabilitat des Gehirns (Olsen und Avoli 1997,
Fritschy et al. 1999), und modulieren dadurch kognitive Fahigkeiten, Vigilanz, Lernen
und Gedachtnis (Sarter et al. 1988, Izquierdo und Medina 1991). Darlber hinaus beein-
flussen sie Angstverhalten (Nutt et al. 1990, Pratt 1992), die zirkadianen Rhythmik
(Turek und Van Reeth 1988) sowie das Ess- und Trinkverhalten (Cooper, 1989).
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Abb. 1:

Schematische Darstellung eines GABAx-Rezeptors in der Zellmembran. Das Pentamer besteht
aus je funf Untereinheiten, haufig aus einer Kombination der a-, - und y-Untereinheit. Dieses
Pentamer bildet einen ligandengesteuerten lonenkanal. Die wichtigsten Bindungstellen sind
schematisch eingezeichnet.




Einleitung

Der GABAa-Rezeptor (Abb. 1) ist Mitglied einer Familie von ligandengesteuerten lonen-
kanélen, welche den nicotinergen Acetylcholin-Rezeptor, den 5-HT3-Rezeptor und den
strychninsensitiven Glycinrezeptor einschlieRen (Bertrand und Changeux, 1995).

Eine Gemeinsamkeit dieser Rezeptoren stellt die Bildung homo- und heterooligomerer
Komplexe aus mehreren Untereinheiten dar (Hevers und Luddens 1998). Der GABAa,-
Rezeptor ist wie die anderen Rezeptoren der Familie aus 5 Untereinheiten zusammen-
gesetzt und zeigt sich somit als ein Pentamer (Nayeem et al. 1994, Tretter et al. 1997,
Wisden und Seeburg 1992). In weiteren Studien wurde festgestellt, dass eine GABA,-
Rezeptor-Gen-Familie mit unterschiedlichen Klassen von Untereinheiten existiert, von
denen mittlerweile mindestens 20 bekannt sind: o 1-6; § 1-4; v 1-3; §, ¢, 6, = und p 1-3
(Sieghart et al. 1999). Der GABAa-Rezeptor verflugt somit Uber eine aul3erordentlich
hohe strukturelle Heterogenitat (Fritschy et al. 1994). Die am haufigsten im Gehirn ver-
tretenen Rezeptor-Untereinheiten sind die -, B- und y-Untereinheiten; die y-
Untereinheit kann jedoch mdglicherweise durch 6- oder e-Untereinheiten ausgetauscht

werden (Hevers und Luddens 1998).

In zahlreichen Studien wurde durch immunhistochemische Methoden und MmRNA-
Lokalisations-Untersuchungen gezeigt, dass flr jede GABAa-Rezeptor-Untereinheit ein
spezifisches Verteilungsmuster vorliegt. Auch wurde festgestellt, dass es im Laufe des
Lebens zu einer Umstrukturierung der Zusammensetzung des GABAa-Rezeptors
kommt. Im juvenilen Gehirn zeigt sich somit eine andere Expression der einzelnen Re-
zeptor-Untereinheiten als im jungen erwachsenen und alternden Gehirn (Laurie et al.
1992, Wisden et al. 1992, Fritschy und Mohler 1995). Durch die Zusammensetzung der
Untereinheiten kénnten die spezifischen elektrophysiologischen und pharmakologi-
schen Eigenschaften der Rezeptorfunktion bestimmt werden. Die Rezeptorfunktion &n-
dert sich somit durch die jeweilige Zusammensetzung der einzelnen Untereinheiten. Der
Austausch der al-Untereinheit durch die a2-Untereinheit bewirkt z. B. eine Anderung
der Kinetik der GABAA-Rezeptorkanale (Lavoie et al. 1997).




Einleitung

Die einzelnen Untereinheiten des GABAa-Rezeptors zeigen im erwachsenen Gehirn
aber auch wahrend der Hirnentwicklung ein spezifisches regionales, zellulares und
auch subzellulares Verteilungsmuster. Vor allem wéahrend der Entwicklung und Reifung
andern sich die regionalen Verteilungsmuster erheblich. So spielen Rezeptorunterein-
heiten, die wahrend der Hirnentwicklung und Reifung ubiquitar exprimiert werden im
erwachsenen und alternden Gehirn zum Teil nur eine untergeordnete Rolle. Aufgrund
dieser altersbedingten Veranderungen der Zusammensetzung des Rezeptors wird unter
anderem auch von Veranderungen der Wirkungsweise von Medikamenten ausgegan-

gen, die an den Bindungsstellen des GABAx-Rezeptors wirken (Naranjo et al. 1995).




Ziele der Arbeit

3. Ziele der Arbeit

Die vorliegende Studie beschatftigt sich mit der Frage, inwieweit Aktivitat die Expression

verschiedener GABAa-Rezeptor-Untereinheiten im hohen Alter beeinflusst.

Zu diesem Zweck wurden Ratten im Alter von 33 Monaten fur weitere 3 Monate aus der
Standardkafighaltung in eine stimulierende reizreiche Umgebung transferiert und die
Expression 5 wichtiger GABAa-Rezeptor-Untereinheiten immunzytochemisch unter-

sucht.

In dieser Arbeit wurde die Expression der Rezeptoruntereinheiten in verschiedenen mo-
torischen und sensorischen Regionen des Neokortex sowie im Hippokampus ausgewer-

tet, um arealspezifische Expressionsénderungen zu erfassen.

Dabei zeigte sich, dass der Transfer in eine reizreiche Umgebung zu einer Rekapitula-

tion eines juvenilen Expressionsmusters der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten fihrt.




Material und Methoden

4. Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

Die Studie wurde an 15 (12 mannlichen und 3 weiblichen) Ratten mit einem Kérperge-
wicht zwischen 336 g und 562 g und einem Lebensalter von 33 Monaten durchgefiihrt.
Es handelt sich hierbei um Fischer- und Brown-Norway-Ratten (FBNF1), die von der
Firma Harlan (USA) erworben wurden. Die mannlichen Tiere dieses Stammes erreichen
mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % das Lebensalter von 34,5 Lebensmonaten; im
Vergleich dazu erreichen die mannlichen Wistar Ratten im Durchschnitt nur 31 Le-
bensmonate. Die Aufzucht erfolgte streng pathogenfrei unter folgenden Bedingungen:
22-24 °Celsius Raumtemperatur, 60 — 80 % Luftfeuchtigkeit und kinstliches Licht, das
einen zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus erzeugte. Die Tiere hatten freien Zugang zu
pelliertem Trockenfutter (Altromin) und Wasser, das aus Grunden der Keimfreiheit an-

gesauert war.

4.2 Experimentelles Design

Fur diese Studie wurden 2 Versuchsgruppen gebildet: die eine Gruppe bestand aus 7
Tieren, die in eine reizreiche Umgebung transferiert wurde, und die andere Gruppe be-
stand aus 8 Tieren, die unter Standardbedingungen gehalten wurde. Die Tiere der reiz-
reichen Umgebung wurden die letzten drei Monate ihres Lebens in einem Kafig mit den
Maf3en 100 x 60 x 80 cm (L&nge x Breite x Hohe) untergebracht (Abb. 2a).




Material und Methoden

Die Innenausstattung dieser neuen Kafige wurde wochentlich umgestaltet. In ihnen be-
fanden sich an wechselnden Stellen unregelméiRig geformte Styroporblécke unter-
schiedlicher Gro3e, Pappkartons und verschiedenartige holzerne Leitern (Abb. 2b).
Food-Pellets (Trockenfutter) und Sonnenblumenkerne wurden an unterschiedlichen

Platzen verabreicht, um ausgepragte, explorative Verhaltensweisen zu verstarken.

Reizreiche Hal-

Experimental Design: tung
(3 Monate)

(Monate)

Abb. 2a:

Schematische Darstellung des experimentellen Designs. Der untere Pfeil stellt die Lebensdauer
der Tiere unter Standardbedingungen bis zur Perfusion im Alter von 36 Lebensmonaten dar.
Der dariber liegende Pfeil zeigt, dass die Tiere bis zum 33. Lebensmonat unter Standardbedin-
gungen gehalten wurden und die letzten drei Monate ihres Lebens bis zur Perfusion in der reiz-
reichen Umgebung zugebracht hatten. Der Eichbalken entspricht 3 Lebensmonaten.
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Material und Methoden

Abb. 2b:
Darstellung der Innenausstattung der Kéafige der reizreichen Haltung.

Es wurden jeweils 4-5 Tiere gemeinsam in einem Kafig gehalten. Dadurch waren sozia-
le Interaktionen mdoglich. Verhaltensdnderungen und elektrophysiologische Auswirkun-
gen der reizreichen Umgebung wurden durch Berkefeld und Godde (Berkefeld et al.
1996, Godde et al. 2000, Godde et al. 1996, Godde et al. 1995) beschrieben.

Die 8 Kontrolltiere wurden ebenfalls in 4er Gruppen in Standardkafigen
(54 x 33 x 18,5 cm; Lange x Breite x Hohe) gehalten; diese waren deutlich kleiner als
die Kafige der reizreichen Umgebung. Das Futter wurde immer an derselben Stelle de-
poniert. Im Inneren des Kafigs befanden sich keine Leitern, Styroporblécke und Papp-
kartons. Diese Versuchsgruppe wurde somit nicht mit Neuerungen in ihrem Lebens-

raum konfrontiert.

11



Material und Methoden

4.3 Gewebegewinnung

4.3.1 Transkardiale Perfusion und Gewebeaufbewahrung

Die transkardiale Perfusion wurde nach dreimonatigem Aufenthalt in der reizreichen
Umgebung durchgefiihrt. Dabei wurde das Gewebe fir die immunhistochemische Be-
handlung nach der Peroxidase-Methode fixiert. Die Tiere wurden in einen Glaszylinder
uberfuhrt, in dem sich in Ather getrankter Zellstoff befand und in den ein Lachgas-
Sauerstoff-Gemisch im Verhaltnis von 7 : 3 eingeleitet wurde. Zur Erhaltung der Narko-
se wurde dem jeweiligen Tier ein Zylinder, welcher ebenfalls in Ather getrankten Zell-
stoff enthielt, Gber die Nase gehalten. Das Tier wurde daraufhin in tiefer Narkose in ei-
ner Plastikschale auf den Ricken gelegt und an allen vier Extremitaten fixiert. Durch
einen Medianschnitt wurde die Bauchdecke bis zum Sternum gedffnet, anschlieRend
wurde der Thoraxraum durch Durchtrennen der Rippen von unten nach oben auf beiden
Seiten freigelegt. Das Herz wurde frei prapariert und mit Klemmen fixiert. In dem linken
Ventrikel wurde mit Hilfe eines Skalpells eine kleine Offnung geschaffen, durch die ein
Katheter bis in die Aorta ascendens vorgeschoben wurde. Der rechte Ventrikel wurde
ebenfalls punktiert, um die Losung aus dem grof3en Kreislauf wieder entfernen zu kon-
nen. Daraufhin wurde eine Perfusionspumpe (505s Watson-Marlow, England) an den
Katheter angebracht, um mit einer kontinuierlichen Flussgeschwindigkeit von 35 ml/min,
zuerst mit 45 ml phosphatgepufferter Normalsalzlésung (PBS) und anschlieRend mit
300 ml 4 % ige paraformaldehydhaltigem Fixativ (Zamboni) bei 4 °Celsius zu perfundie-

ren.

Nachdem die Perfusion (2 min Spulldsung und 10 min Fixativ) beendet war, wurden die
Tiere sofort dekaptiert. Nach Trepenation des Schadels und vorsichtiger Eréffnung der
Dura mater wurden die Gehirne entnommen und tber Nacht in 50 ml Fixativiosung in-
kubiert.

12
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Zur Nachfixation wurden die entnommenen Gehirne fir 3 Stunden in Zamboni - Lésung
gelegt. Anschlieend wurden sie 3-12 Stunden in 50 ml 10 % iger und daraufhin
24 bis 48 Stunden in 50 ml 30 % iger Saccharose in 0,1 M PBS inkubiert. Die Gehirne
wurden in der Lésung liegen gelassen, bis sie darin abgesunken waren, um sie vor Ge-
frierschaden zu bewahren. Zur weiteren Lagerung wurden die Gehirne wie folgt behan-
delt: zuerst wurden 40 ml 2-Methylbutan in einem kleinen Gefal3 mit Hilfe von Trocke-
neis auf eine Temperatur von -30 °Celsius gekuhlt und die Hirne dann fir ca. 30 - 40
Sekunden eingefroren. Um irreparable Gefrierartefakte bei diesem Verfahren zu ver-
meiden, durfte die -30 °C-Marke nicht unterschritten werden. Die Gehirne wurden in

einem Tiefkuhlschrank bei -75 °C gelagert.

4.3.2 Perfusionslésungen

Spullésung: 0,1 M phosphatgepufferte Normalsalzlésung, pH 7,4 (PBS). Die-
se Losung wurde bei 4 °C perfundiert, um das Blut aus dem Ge-
falRsystem zu entfernen. Die Spullésung setzt sich wie folgt zu-
sammen: 1800 ml Aqua dest. als Puffer, 165 ml Base (42,88 g
Na,HPO, anhydriert und 35 ml Saure (13,799 g Na;HPO, * H,0,
79,478 g NaCl, 100 ml Aqua dest.).

Fixationslosung: Die Fixationslésung besteht aus Performaldehyd und Pikrinséure
mit Glutaraldehyd (Fritschy und Mohler 1995). Sie wurde wie
folgt hergestellt: 40 g Paraformaldehyd, gelést in 300 ml Aqua
dest. bei 60 °C, 500 ml 0,15 M Phosphatpuffer (PB), pH 7,4,
150 ml gesattigte Pikrinsaure, 200 ul einer 25 % igen Glutaralde-
hydlésung und 1000 ml Aqua dest.. Die Zusammensetzung lasst
sich folgendermal3en beschreiben: 28,5 g Na,HPO, * HyO in
800,1 Aqua dest., 8,3 g NaHPO, * H,O in 300 ml Aqua dest.
(Somogyi und Takagi 1982).
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4.3.3 Herstellung der Hirnschnitte

Die Gehirne wurden bei Raumtemperatur ber Nacht in 0,1 molarem Citratpuffer pH 4,5
(Na,HPO4 35,6 g/l und Zitronensaure 21,0 g/l im Verhaltnis 1: 1 inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die Gehirne einer Mikrowellenbehandlung bei 650 Watt fir 135 sec aus-
gesetzt. Diese spezifische Vorbehandlung der Gehirne diente zur Verbesserung der
Nachweisbarkeit der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten durch spezifische Antikdrper
(Fritschy et al. 1998a, Loup et al. 1998).

Am Folgetag wurde mit Hilfe eines Skalpells ein Teil des vorderen Hirnpols, der Hirn-
stamm, das Zerebellum und Teile des Okzipitallappens abgetrennt. Vor dem Schneiden
wurden an dem so entstandenen Hirnblock mittels eines Atlasses (Zilles) drei koronare
Schnittebenen festgelegt: Die erste Schnittebene liegt bei Bregma 0,7 mm bis -0,3 mm,
die zweite Schnittebene bei Bregma -1,8 mm bis -2,0 mm und die dritte bei Bregma
-2,8 mm bis -3,3 mm. Aus diesen drei Ebenen wurden je sechs Schnitte weiterverarbei-
tet. Der erste Schnitt wurde immunhistochemisch mit dem neuronalen Marker NeuN
(Anti neuronal nuclei Antigen) angefarbt, wohingegen die restlichen finf Schnitte fir den
immunhistochemischen Nachweis der GABAA-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, ab

und y2 verwendet wurden.

Mit einem Gefrierschnittmikrotom (Mikrotom HM400, Heidelberg) wurden 60 um Hirn-
schnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden mit einem feinen Pinsel von der Klinge ge-
nommen und in eiskalte Pufferlésung (PBS 0,1 molar) gelegt.
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4.4 Farbemethoden

4.4.1 Immunhistochemische Farbung

Gefarbt wurde nach der Avidin-Biotin-Methode (Abb. 3). Diese immunhistochemische
Farbung wird in zwei Schritten durchgefihrt. Im ersten Schritt wird das Antigen mit ei-
nem spezifischen Antikérper inkubiert. AnschlieBend wird ein zweiter Antikdrper, der
gegen das Fc-Fragment des primaren Antikdrpers (jetzt als Antigen wirkend) gerichtet
ist, aufgetragen. Der speziesspezifische Antikdrper verfigt mit seinem Fc-Fragment
Uber eine Bindungsstelle fir Enzyme. Hierdurch kommt es dann zu der Chromogen-

substratreaktion.

Die Avidin-Biotin-Methode nutzt die starke Affinitat von Avidin (64 Dalton) fir das Vita-
min Biotin (244 Dalton) zur Bildung von Komplexen aus enzymmarkierten Avidin-Biotin-
Komplexen mit biotinyliertem Sekundarantikérper (ABC-Methode) (Hsu, 1980). Avidin
ist ein Glykoprotein aus vier fast identischen Untereinheiten, wovon jede ein Biotinmole-
kil binden kann. An diesem Komplex findet die Féarbereaktion durch Diaminobenzidin-

hydrochlorid (DAB) als Chromogen und Wasserstoffperoxid als Redoxagens statt.
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I gy (Strept-) Avidin-Biotin
Biotinylierter \\*“" (Enzyrrjnk)omplex

Brucken-Antikorper

7
/)KDrimarer Antikérper
JAVAN

Antigen

Abb. 3:

Schematische Darstellung der (Strept)-Avidin-Biotin-Methode. Sie nutzt die starke Affinitat von
Avidin oder Streptavidin fur Biotin zur Bildung von Komplexen aus enzymmarkierten Avidin-
Biotin-Komplexen mit biotinylierten Sekundéar-AK (ABC-Methode). Das Biotin ist kovalent an
den AK gebunden mit biotinyliertem Sekundarantikdrper (Biotinylierter Bricken-Antikorper). Als
Enzym wird am haufigsten Meerrettichperoxidase oder alkalische Phosphatase verwendet.
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4.4.2 Farbung der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten

Zur Féarbung der funf GABAa-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2 (Abb. 4)
wurden polyklonale speziesspezifische Antikdrper verwendet. Diese Antikérper wurden
in Voruntersuchungen bereits ausfuhrlich beschrieben (Redecker et al. 2000, Fritschy et
al. 1998a, Fritschy und Mohler 1995, Fritschy et al. 1998b). Die frei flottierenden Hirn-
schnitte wurden in Kunststoffschalchen gelegt, die 4 ml fassende Vertiefungen aufwie-
sen. Danach wurden sie dreimal in 0,2 molarem Tris-Puffer, pH 7,4 mit Triton gewa-
schen. Als nachstes wurden die Schnitte mit einem Pinsel vorsichtig in den Vorinkubati-
onspuffer umgesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass diese faltenfrei in der Lésung
lagen. Folgende Verdinnungen der primaren Antikérperlosungen wurden entsprechend
der Affinitdt der Untereinheiten angesetzt: al-Untereinheit: 1 : 20.000; a.2-Untereinheit:
1:2.000; a3-Untereinheit: 1:2.000; o5-Untereinheit: 1:4.000 und y2-Untereinheit
(Meerschweinantiserum): 1 : 2.000. Die Schnitte inkubierten Gber Nacht in der primaren

Antikorperlésung bei 4 °C.

Vor dem nachsten Arbeitsschritt wurden die Schnitte abermals dreimal in der Tris-
Triton-Lésung (pH 7,4) gewaschen. Daraufhin wurden sie bei Raumtemperatur far
30 min in einer Losung aus sekundarem biotinyliertem Antikdrper verdinnt und in Tris-
Puffer mit 2 % normalen Ziegenserum 1 : 300 (Ziege-anti-Meerschein, Jackson Immu-
no-Research, West Grove, PA) inkubiert. Nach diesem Arbeitsschritt erfolgte ein erneu-
ter Waschgang mit Tris-Triton-Puffer pH 7,4, der dreimal wiederholt wurde. 30 min vor
Gebrauch wurde der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vectastain. Elite Kit, Vecastain
Laboratories, Burlingame, CA) bei Raumtemperatur angesetzt, um eine Vernetzung der
Avidin-Molekile mit den biotinylierten Peroxidase-Molekilen mdglich zu machen. In
dem entstandenen Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex inkubierten die Hirnschnitte nun
30 min; anschlielend wurden sie nochmals dreimal fir 10 min in Tris-Triton-Puffer ge-

waschen.
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Als Farbstoff wurde Diaminobenzidin (DAB) (Sigma, St. Louis, MO) verdinnt in Tris-

Triton-L6sung, pH 7,7, verwendet. In die Vertiefungen der Kunststoffschalchen wurde je

2 ml DAB gegeben und darin die Schnitte fur 5 min prainkubiert. Die Farbereaktion setz-

te mit dem Zusatz eines DAB-H,0,-Gemisches ein (2 ml/Vertiefung). Um die Faltenbil-

dungen zu vermeiden, wurden die Schnitte wahrend der Farbung vorsichtig mit einem

Pinsel bewegt. Das Uberfiihren der Schnitte in kalte PBS-Lésung beendete die Farbe-

reaktion. Die Farbereaktionszeiten lagen zwischen 5-10 min.

Die nun durch die DAB-Farbung cha-
rakter- istisch braun gefarbten Schnit-
te wurden noch zweimal in PBS-
Losung gewaschen und daraufhin mit
Gelatine auf Objekttrager aufgezogen
und getrocknet. Zum Entwassern
wurden die Schnitte folgendermalien
behandelt: sie wurden fur je 3 -4 min
erst in 70 % iges Isopropanol (140 ml
Isopropanol, 60 ml Aqua dest.), dar-
aufhin in 96 % iges Isopropanol
(192 ml Isopropanol, 8 ml Aqua dest.),
anschlie3end in 100 % iges Isopropa-
nol und zuletzt in Xylol getaucht. Bis
zum Eindeckeln der Schnitte blieben
sie in Xylol liegen. Zum Eindeckeln
wurden die Schnitte mit 2-3 Tropfen
Toluen (Entellan; Merck, Darmstadt)
betraufelt, bevor das Deckglas bla-
senfrei aufgebracht wurde.

3 x Waschen mit Tris-Triton
far jeweils 10 min

|

Inkubation in primarer Antikérperlésung

(Uber Nacht)

!

3 x Waschen mit Tris-Triton
far jeweils 10 min

!

3 x Waschen mit Tris-Triton
far jeweils 10 min

!

Inkubation in Avidin-Biotin-Komplex
(30min)

!

3 x Waschen mit Tris-Triton
far jeweils 10 min

!

Beginn der Farbereaktion durch
Zusatz von DAB-H-,0,

Abb. 4:

Schematische Darstellung des Farbeproto-

kolls
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4.4.3 NeuN-Farbung

Die NeuN-Farbung (Antineuronal nuclei) hatte den gleichen Ablauf wie die immunhisto-
chemische Farbung der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2. Es
wurden jedoch andere Antikorper genutzt. Als primarer Antikorper wurde in Mausen
kultivierte Antisera im Verhaltnis 1 : 1000 und als sekundarer Antikdrper wurde ein bio-

tinylierter Ziege-anti-Maus-Antikérper verwendet.

4.4.4 Farbemedien

1. Phosphatpuffer (PBS):

17,5 ml Saure wurden in 500 ml Aqua dest. gegeben. Anschlieend wurde mit einer

basischen Komponente die saure Komponente auf pH 7,4 titriert und mit Aqua dest. auf
11 aufgefillt. Saure: 13,799 g NaH,PO4*H,0, 79,487 g NaCl 11 H,O; Base: 28,392 g
Na,HPO,, 158,957 g NaCl, 1 | H,O.

2. Tris-Triton:

Diese Losung diente zum Aufbrechen der Zellmembranen zur Erleichterung der Anti-
korperbindung. Fur die Lésung wurden 0,5 molares Tris (60,55 g/l Aqua dest.) und
1,5 molares NaCl (73,80 g/l Aqua dest.) verwendet. Die Stockldsung wurde 1 : 10 mit
HCl auf pH 7,4 bzw. pH 7,7 titriert und 0,05 % Triton X zugegeben.

3. Primare Antikorperldsung:

Diese LOsung enthielt den primaren Antikérper (zur Verflugung gestellt von
Prof. Dr. J. - M. Fritschy, Institut fir Pharmakologie, Universitat Zirich), welcher mit
32 ml Tris-Triton pH 7,4 und 640 ul normalem Ziegenserum NGS (normal goat serum,
Dianova, Hamburg) vermischt wurde. Das Verhaltnis Tris-Triton : NGS betrug 1 : 50.
Fir die NeuN-Farbung wurde entsprechend der primare Maus-Antikorper genommen.
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4. Sekundére Antikdrperlésung:

Fiur diese Losung wurde ein zweiter biotinylierter Antikbrper von der Ziege gewonnen,
der sich mit seinem F4,-Epitop gegen das Epitop des F,.-Fragmentes des primaren An-
tikorpers richtet: 19 ml Tris-Triton, pH 7,4, 380 ul NGS und 63,3 pl biotinylierter Ziege-
anti-Meerschwein-Antikorper (Jackson, Immuno Research, West Grove, PA) mit einer
Verdinnung von 1 : 300. NeuN-Farbung: 4 ml Tris-Triton, 80 pul NGS und 13,3 pl bioti-
nylierte Ziege-anti-Maus-Antikodrper, Verdinnung 1 : 300.

5. Avidin-Biotin-Reagenz:

Um die Vernetzung des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes zu ermdglichen, wurde
eine Losung aus 22 ml Tris-Triton pH 7,4, 220 ul Avidin und 220 pl geloste biotinylierte
Peroxidase hergestellt.

6. Diaminobenzidinhydrochlorid (DAB):
Aus 200 ml Tris-Triton, pH 7,7 und 2,0 ml DAB wurde eine 0,025 % verdinnte L6sung
hergestellt. Die Farbereaktion wurde mittels eines DAB-Wasserstoffperoxid-

Peroxidasegemisches mit 0,006 % H,O, ausgeldst.

4.5 Auswertung der immunhistochemischen Praparate

Zur weiteren Aufbereitung und Auswertung der immunhistochemisch gefarbten GABAa-
Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2 wurden die Schnitte auf einen hellig-
keitsstabilisierenden Beleuchtungstisch (Imaging Research Inc.; Model B90) gelegt und
mit einer Charge-Coupled-Device-Kamera (CCD-Kamera Mandi, Y9220) einzeln aufge-
nommen. Ein Videoprozessor (Hamamatsu, DVS-300) verstarkte das analoge Kamera-
signal, welches lber einen AD-Wandler digitalisiert wurde. Mit Hilfe eines Imaging Pro-
gramms (NIH-Image) war es mdglich, regionale optische Dichten des immunhistoche-
mischen Reaktionsproduktes zu bestimmen und die Grauwerte der Immunreaktivitat
farbkodiert darzustellen. Die farbkodierte Darstellung erleichtert das Erkennen der regi-
onalen Expressionsmuster und ist darin der lichtmikroskopischen Untersuchung tberle-

gen.
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Zur Hintergrundkorrektur fir die Messung der optischen Dichten wurde der Dichtewert
im Corpus Callosum — eine Region in der keine GABAa-Rezeptor-Untereinheiten expri-
miert sind — bestimmt und der gewonnene Wert in sdmtlichen Messwerten des entspre-

chenden Hirnschnittes abgezogen.

Um die optische Dichtemessung durchfiihren zu kénnen, wurde jeder einzelne Schnitt
in folgende zytoarchitektonische Areale anhand des NeuN-gefarbten Schnittes und mit
Hilfe des Atlasses von Zilles (1992) eingeteilt: der frontale Kortex (FR), der Hinterpfo-
tenreprasentierende Kortex (HL), der Vorderpfotenreprasentierende Kortex (FL), der
primare somatosensorische Kortex (Parl), der sekundare somatosensorische Kortex

(Par2) und die Hippokampusformation (Abb. 5).

Der Vorderpfotenreprasentierende Kortex (FL) war nur in der am weitesten frontal gele-
genen Ebene vertreten (Bregma 0,7 mm bis -0,3mm). Die beiden Ebenen
Bregma -1,8 mm bis -2,0 mm und Bregma -2,8 mm bis -3,3 mm reprasentierten die
Hippokampusformation. In jedem einzelnen Gehirnschnitt wurde innerhalb dieser zyto-

architektonischen Areale die Messung der optischen Dichtewerte durchgefihrt.
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Abb. 5:

Einteilung der zytoarchitektonischen Areale anhand koronarer NeuN-gefarbter Mikroschnitte. Die
NeuN-gefarbten Mikroschnitte sind in der oberen Reihe dargestellt. Die untere Zeile zeigt farb-
kodierte Schnitte, die mit Antikdrpern gegen die al-Untereinheit des GABA-Rezeptors gefarbt
wurden. Es sind von rechts nach links drei verschiedene Ebenen dargestellt: Bregma 0,7 mm bis
-0,3 mm, Bregma 1,8 mm bis -2,0 mm und Bregma -2,8 mm bis -3,3 mm. Folgende Areale wer-
den gezeigt: frontaler Kortex (Fr), Hinterpfotenreprasentierender Kortex (HL), Vorderpfotenrep-
rasentierender Kortex (FL), primarer somatosensorischer Kortex (Parl) und sekundarer somato-
sensorischer Kortex (Par2). Der Eichbalken betragt 2 mm.

Zur Erstellung der Messwerte der relativen optischen Dichte (ROD) der GABAa-

Rezeptor-Untereinheiten diente das Imaging-Programm (NIH).

Die NeuN-gefarbten Schnitte wurden mit einer digitalen Kamera (Axiocam, Zeiss, Jena)
aufgenommen und anschlieBend mit einer Bildaufnahmesoftware (Zeiss Axio Vision
2.05) und einem Imaging-Programm (Adobe Photoshop 5.0) bearbeitet. Dieses Verfah-
ren wurde ebenfalls fur die immunhistochemisch gefarbten Schnitte der GABAa-
Rezeptor-Untereinheiten genutzt.
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4.6 Statistische Auswertung

Die gemessenen Werte wurden in ein Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft Excel)
Ubertragen und fur die jeweiligen Hirnareale die Mittelwerte und Standardabweichungen
(Standardfehler) berechnet. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mit dem unge-
paarten Student-t-Test ermittelt. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant bzw. von
< 0,01 als hochsignifikant bewertet. Um das unkontrollierte Ansteigen des a-Fehlers
beim multiplen Testen zu korrigieren, wurde der Student-t-Test durch die Bonferroni-
Holm-Methode ergénzt.

Die Diagramme wurden mit dem Programm Sigma Plot (Version 8.0) erstellt.
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5. Ergebnisse

5.1 Expression der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten im Hirn alter Ratten

Die immunhistochemische Féarbung zeigt bei Tieren der Standardhaltung fir die jeweili-
gen GABAa-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2 ein spezifisches, regional
differentielles Expressionsmuster (Abb. 6 und Abb. 7). Die ol und y2 Untereinheiten
sind im gesamten Kortex mit Betonung auf die Schichten Ill und IV gleichméaRig verteilt.
In den oberen Schichten des Neokortex wird Uberwiegend die a2-Rezeptor-Untereinheit
gefunden, wohingegen die Untereinheiten a3 und a5 gehauft in den tieferen Schichten
vorkommen. Das Laminierungsmuster der Untereinheiten im sehr alten Gehirn ent-
spricht weitgehend der von Fritschy und Mohler (Fritschy und Mohler 1995) an sechs
Monate alten Ratten beschriebenen Verteilung. Die Expressionsmuster werden in fol-

gendem detailliert ausgefihrt.

24



Ergebnisse

5.1.1 Neokortikale Expression

Die gl-Untereinheit zeigt zusammen mit der y2-Untereinheit die starkste Immunreaktivi-

tat im Kortex. Beide Untereinheiten besitzen ein sehr &hnliches Verteilungsmuster. Die
Rezeptoruntereinheit a1 ist vorwiegend in den Schichten I, 1lI-1V und 1Va zu finden, wo-
hingegen sie in den Schichten II, V und IVb eine sehr geringe Expression aufweist. Die
Farbung ist im Neuropil sehr ausgepréagt. Unter hoher Auflosung kann man eine starke
Anfarbung des Somas und der Dendriten der Interneurone erkennen, die Pyramidenzel-

len sind jedoch nur sehr gering gefarbt.

Die a2-Untereinheit weist im Vergleich zur al-Untereinheit ein komplementares Vertei-

lungsmuster auf. Die Immunreaktivitat dieser Rezeptoruntereinheit ist in den Regionen
am starksten, in denen die al-Untereinheit keine oder nur eine geringe Reaktivitat
zeigt. Die al-Untereinheit ist wiederum in den Regionen am stérksten vertreten, in de-
nen a2 kaum oder gar nicht auftritt. Die Rezeptor-Untereinheit a2 ist Uberwiegend in
den &uRReren Schichten I-1V zu finden; in den Schichten V und VI kommt sie kaum vor.
Das Neuropil ist diffus gefarbt. Deutlich angefarbt sind der piriforme Kortex und der Cor-

pus Amygdaloideum.

Die a3-Untereinheit ist im Gegensatz zur a.2-Untereinheit am starksten in den Schichten

V und VI vorhanden, wohingegen die Schichten I-IV beinahe ungefarbt erscheinen.
Zahlreiche Pyramidenzellen sind zusammen mit ihren apikalen Dendriten in hoher Auf-
|6sung deutlich zu erkennen. Im Vergleich zu den anderen Untereinheiten zeigt die a3-
Untereinheit eine gewisse Selektivitat in ihrer regionalen Verteilung. Im frontalen Kortex
(FR) ist die Farbung etwas weniger stark ausgepragt. Auch der Corpus Amygdaloideum

und der piriforme Kortex weisen eine hohe Immunreaktivitat auf.
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Bregnma Bragma Bregma
0,7 mm biz 0,3 mm 1.8 mmbis 2,0 mm 28 mmbis-3,3mm
Sandad- Rcimeiche

Abb. 6:

Immunhistochemisch gefarbte koronare Gehirnschnitte der GABAa-Rezeptor-
Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2. Dargestellt sind die Schnittebenen Bregma
0,7 mm bis -0,3 mm, Bregma -1,8 mm bis 2,0 mm und Bregma -2,8 mm bis -3,3 mm.
Es ist jeweils die Hemisphare eines Tieres der Standardhaltung neben eine Hemispha-
re eines Tieres der reizreichen Umgebung gestellt worden. Zu erkennen ist der Anstieg
der Immunreaktivitat der Tiere der reizreichen Umgebung in den o3- und a5-Rezeptor-
Untereinheiten. Das laminare Expressionsmuster ist dabei unveréandert.
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Die Immunreaktivitat der o5-Rezeptor-Untereinheit ist schwach und diffus in den

Schichten I-1V verteilt. Besonders stark reprasentiert sie sich in der Schicht VI, in der
zahlreiche Neurone stark angefarbt erscheinen. In Schicht V ist diese Untereinheit nur
mafig vorhanden. Bemerkenswerterweise ist a5 in der Schicht IV der primaren senso-
rischen Gebiete nicht zu finden, wodurch eine klare Abgrenzung zu den anliegenden
Gebieten entsteht. Auch hier lasst sich ein regionales Verteilungsmuster erkennen: der
frontale Kortex (FR) weist eine starkere Immunreaktivitat im Vergleich zur o3-
Untereinheit auf, dafir zeigt der somatosensorische und der okzipitalen Kortex eine ge-
ringere Immunreaktivitat als die a3-Untereinheit. Der Hippokampus ist sehr stark ange-
farbt.

Wie die al-Untereinheit ist die y2-Rezeptor-Untereinheit in den Schichten I, 1lI-IV und

IVa am starksten ausgepragt. In den Ubrigen Schichten ist die Immunreaktivitat schwa-
cher. In den Schichten Il und IV findet man die pragnanteste Anfarbung in allen zytoar-
chitektonischen Arealen des Neokortex. In den Schichten I, IV und IVb ist, wie bei der
al-Untereinheit, eine geringere Farbung zu finden. Das Neuropil weist eine starke Im-

munreaktivitat auf.

5.1.2 Hippokampale Expression

In der Hippokampusformation ist die a5-Rezeptor-Untereinheit am starksten exprimiert,
wohingegen die Untereinheiten a2 und y2 eine geringere Immunreaktivitat aufweisen.
Am schwéchsten ausgepragt ist im Vergleich zu den anderen Untereinheiten die Im-

munreaktivitat der Untereinheiten a1l und a.3.

Die gl-Untereinheit weist eine klare Verteilung in den dendritischen Schichten des

Ammonhorns und des Gyrus dentatus auf. Fur diese Untereinheit war jedoch die starke
Farbung der al-positiven GABAergen Interneurone der pyramidalen und granuléaren

Zellschichten und der polymorphen Schicht des Gyrus dentatus sehr charakteristisch.
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Expression der einzelnen GABAa-Rezeptor-Untereinheiten bei Tieren der Standardhal-
tung

Abb. 7:

Expressionsmuster der GABAx-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2 im Gehirn alter

Ratten (36 Monate). Die Abbildung zeigt auf der linken Seite die immunhistochemische Farbung
und auf der rechten Seite die farbkodierte Darstellung.
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Die a2-Untereinheit ist am starksten im Gyrus dentatus exprimiert; im Vergleich dazu

sind die restlichen Areale der Hippokampusformation fur diese Untereinheit nur

schwach immunreaktiv.

Fur die a3-Rezeptor-Untereinheit wird in allen Strukturen des Hippokampus nur eine

sehr geringe Immunreaktivitat gefunden.

Die a5-Rezeptor-Untereinheit zeigt verglichen mit der a2-Untereinheit ein komplemen-

tares Verteilungsmuster: Im Gyrus dentatus ist diese Untereinheit kaum zu finden, wo-
bei der restliche Hippokampus eine starke Immunreaktivitat aufweist. Diese Untereinheit

stellt die Untereinheit mit der starksten Expression in der Hippokampusformation dar.

Wie die oa2-Untereinheit ist die j2-Rezeptor-Untereinheit fur das Ammonshorn nur

schwach immunreaktiv. Etwas starker ist diese Untereinheit jedoch im Gyrus dentatus

exprimiert.

5.2 Veranderungen der Expression von GABAa-Rezeptor-Untereinheiten nach
Transfer in eine reizreiche Umgebung

Im Vergleich zu den Tieren, die unter Standardbedingungen untergebracht waren, zeig-
ten die Tiere der reizreichen Haltung bei mikroskopischer Betrachtung der einzelnen
Gehirnschnitte einen Anstieg der Immunreaktivitat fur die Rezeptor-Untereinheiten o3
und a5. Die Messung der optischen Dichten innerhalb der zytoarchitektonischen Areale
ergab eine signifikante Erh6éhung dieser Untereinheiten. Im Vergleich dazu war das Ex-
pressionsmuster der Untereinheiten a1, a2 und y2 nicht verandert. Dieses Verteilungs-
muster wurde in allen drei Schnittebenen gefunden, das laminare kortikale Expressi-
onsmuster blieb dabei erhalten (Abb. 8, Abb. 9, Abb. 10, Abb. 11).
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5.2.1 Neokortikale Veranderungen

Fur die GABAa-Rezeptor-Untereinheiten o1 und @2 liel3 sich nach Haltung in einer reiz-

reichen Umgebung keine Veranderung der Immunreaktivitdt feststellen. Die al-
Rezeptor-Untereinheit war weiterhin tberwiegend in den Schichten I, V und Vb zu fin-
den, wohingegen sie in den Schichten Il und IVb kaum vertreten war. a2 wies auch hier
im Vergleich zu al ein komplementares Expressionsmuster auf: Die Immunreaktivitat
war in den Regionen stark ausgepréagt, in denen al kaum vertreten war. Sie entspra-
chen weitgehend dem von Fritschy und Mohler beschriebenen Verteilungsmuster 6 Mo-
nate alter Ratten (Fritschy und Mohler 1995).

Die Expression der o3-Rezeptor-Untereinheit war bei Tieren aus der reizreichen Hal-

tung deutlich erhdht, wobei des laminare Verteilungsmuster unverandert blieb. Vergli-
chen mit den optischen Dichten der Tiere aus der Standardhaltung zeigten sich in na-
hezu allen Hirnregionen signifikante Erhéhungen der Immunreaktivitat, die im primaren
somatosensorischen Kortex (Parl) und im sekundaren somatosensorischen Kortex
(Par2) am starksten ausgepragt waren, aber auch den Vorderpfotenreprasentierenden
Kortex (FL) betrafen. Je nach Schnittebene lag der Anstieg der Immunreaktivitat fur
Parl zwischen 25% (p=0,002; Ebene 3) und 46,3% (p=0.001; Ebene 1), fur Par2 zwi-
schen 15,1% (p=0,001; Ebene 3) und 44,5% (p=0,003; Ebene 1), fur HL zwischen
17,8% (p=0,014; Ebene 3) und 22,5% (p=0,013; Ebene 2), fir Fr zwischen 15,8%
(p=0,017; Ebene 3) und 18,2% (p=0,01; Ebene 2) und fur FL bei 27,1% (p=0,01; Ebene
2).

Die aktivitatsbedingten Veranderungen der Immunreaktivitéat nach Haltung in einer reiz-

reichen Umgebung waren fur die o5-Rezeptor-Untereinheit weniger stark ausgepragt

als die der a3-Untereinheit: Auch hier lag je nach Schnittebene der Anstieg der Immun-
reaktivitat fur Parl zwischen 15,9% (p=0,008; Ebene 2) und 19,9% (p=0,01; Ebene 1),
fur HL zwischen 11,6% (p=0,011; Ebene 2) und 14,8% (p<0,018; Ebene3) und Fr lag
bei 7,3% (p=0,018, Ebene 2).
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Wie bereits fur die Rezeptor-Untereinheiten al und o2 gezeigt, fand sich auch fur die

y2-Rezeptor-Untereinheit bei Tieren, die in der reizreichen Umgebung gehalten wurden,

keine wesentlichen Expressionsanderungen. Lediglich in der kaudalen Schnittebene
wurde ein leichtgradiger signifikanter Anstieg der optischen Dichte im primaren somato-
sensorischen Kortex Parl (12,2%; p=0,02) beobachtet. In allen anderen Hirnregionen
zeigten sich keine Anderungen.
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Abb. 8:

A: Farbkodierte Darstellung immunzytochemischer Hirnschnittpraparate die mit Antikérpern
gegen die GABA,-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2 gefarbt wurden (Schnittebene
Bregma 0,7 mm bis -0,3 mm). Linksseitig ist die Hemisphéare eines Tieres der Standardhaltung
und rechtsseitig die Hemisphare eines Tieres, das in der reizreichen Umgebung untergebracht
war, dargestellt. Die Tiere der Standardhaltung zeigen ein gewdhnliches Expressionsmuster der
einzelnen Rezeptoruntereinheiten. Die Tiere der stimulierenden Haltung weisen in der o3- und
ab-Rezeptor-Untereinheit einen signifikanten Anstieg der Immunreaktivitat auf. Die Untereinhei-
ten a1, a2 und y2 lassen keine Verdnderungen sehen. B: Prozentuale Veranderungen der opti-
schen Dichten der Tiere der reizreichen Umgebung im Vergleich zu den Tieren der Standard-
haltung in verschiedenen zytoarchitektonsichen Hirnregionen. Die Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung; signifikante Verénderungen (p<0,05) sind mit einem * gekennzeich-
net.
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Abb. 9:

A: Farbkodierte Darstellung immunzytochemischer Hirnschnittpréaparate die mit Antikdrpern
gegen die GABAA-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2 gefarbt wurden (Schnittebene
Bregma -1,8 mm bis -2,0 mm). Linksseitig ist die Hemisphére eines Tieres der Standardhaltung
und rechtsseitig die Hemisphére eines Tieres, das in der reizreichen Umgebung untergebracht
war, dargestellt. Die Tiere der Standardhaltung zeigen ein gewdhnliches Expressionsmuster der
einzelnen Rezeptoruntereinheiten. Die Tiere der stimulierenden Haltung weisen in der a3- und
a5-Rezeptor-Untereinheit einen signifikanten Anstieg der Immunreaktivitat auf. Die Untereinhei-
ten al, a2 und y2 lassen keine Veranderungen sehen. B: Prozentuale Veranderungen der opti-
schen Dichten der Tiere der reizreichen Umgebung im Vergleich zu den Tieren der Standard-
haltung in verschiedenen zytoarchitektonsichen Hirnregionen. Die Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung; signifikante Veranderungen (p<0,05) sind mit einem * gekennzeich-
net.
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Abb. 10:

A: Farbkodierte Darstellung immunzytochemischer Hirnschnittpréaparate die mit Antikdrpern
gegen die GABAA-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2 gefarbt wurden (Schnittebene
Bregma -2,8 mm bis -3,3 mm). Linksseitig ist die Hemisphéare eines Tieres der Standardhaltung
und rechtsseitig die Hemisphére eines Tieres, das in der reizreichen Umgebung untergebracht
war, dargestellt. Die Tiere der Standardhaltung zeigen ein gewdhnliches Expressionsmuster der
einzelnen Rezeptoruntereinheiten. Die Tiere der stimulierenden Haltung weisen in der a3- und
a5-Rezeptor-Untereinheit einen signifikanten Anstieg der Immunreaktivitat auf. Die Untereinhei-
ten a1, a2 und y2 lassen keine Verdnderungen sehen. B: Prozentuale Veranderungen der opti-
schen Dichten der Tiere der reizreichen Umgebung im Vergleich zu den Tieren der Standard-
haltung in verschiedenen zytoarchitektonsichen Hirnregionen. Die Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung; signifikante Verénderungen (p<0,05) sind mit einem * gekennzeich-
net.
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Abb. 11:

Prozentuale Anderungen der optischen Dichten der Immunreaktivitat fir verschiedene zytoar-
chitektonische Hirnregionen (Schnittebenen 1-3) nach dreimonatigem Aufenthalt in einer reiz-
reichen Umgebung gegenuber der Standardhaltung. Fehlerbalken entsprechen der Standard-
abweichung; signifikante Veradnderungen (p<0,05) wurden mit einem Stern markiert.
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5.2.2 Hippokampale Verdnderungen

Die hippokampale Expression der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten wurde in gleicher
Weise wie die Expression im Neokortex analysiert. Mikroskopisch zeigte sich kein Un-
terschied innerhalb der einzelnen GABAa-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und
y2 bei Tieren aus der reizreichen Umgebung im Vergleich zu den Tieren der Standard-
haltung. Auch die Messung der optischen Dichten der Immunreaktivitat zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Tieren der reizreichen Umgebung und den Kon-

trollen.

Mikroskopisch ergab sich dartiber hinaus kein Hinweis auf eine Anderung der optischen
Dichte al-positiver GABAerger Interneurone, die in den Regionen CA1, CA3 und dem

Gyrus dentatus ausgewertet wurden.
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Abb. 12:

Verteilung der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten al, a2, a3, a5 und y2 in der Hippokampusfor-
mation von Tieren, die in der reizreichen Umgebung untergebracht waren und von Tieren, die
unter Standardbedingungen gehalten wurden.

A: Das Balkendiagramm stellt die koronaren Hirnschnitte durch die optischen Dichtewerte der
Tieren der Standardhaltung und der Tieren der reizreichen Haltung dar.

B: Farbkodierte Darstellung der Hippokampusformation. Die linke Hippokampusformation der
Tiere der Standardhaltung ist der linken gespiegelten Formation der Tiere der reizreichen Um-
gebung gegentibergestellt. Es sind keine Verdnderungen der Immunreaktivitat zu sehen.
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Standardbedingungen Relzreiche Umgebung

Abb. 13:

al-positive GABAerge Interneurone im Hippokampus nach Haltung in Standardkafigen bzw. in
einer reizreichen Umgebung. Koronare Hirnschnittpraparate verschiedener Hippokampusregio-

nen (CAl1l, CA3 und Gyrus dentatus), die mit Antikorpern gegen die GABAx-Rezeptor-
Untereinheit al gefarbt wurden.
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6. Diskussion

Die vorliegende Studie zeigte nach Haltung der Tiere in einer reizreichen Umgebung
eine spezifische Anderung des Expressionsmusters der GABAa-Rezeptor-
Untereinheiten. Bei den Rezeptor-Untereinheiten a3 und a5 konnte eine signifikante
Erh6hung der Immunreaktivitat im Neokortex festgestellt werden, wobei die Heraufregu-
lation der a3-Rezeptor-Untereinheit starker ausgepragt war als bei der a5-Untereinheit.
Die Hippokampusformation war von diesen Veranderungen nicht betroffen; hier kam es
zu keiner Modifikation der Rezeptorexpression nach Haltung in einer reizreichen Umge-
bung. Stets waren diese Modifikationen am deutlichsten im primaren somatosensori-
schen Kortex Parl zu sehen. Im Vergleich dazu blieben die Rezeptor-Untereinheiten
al, a2 und y2 von der angereicherten Umgebung unbeeinflusst. Ihr Verteilungsmuster
entsprach weiterhin dem von Fritschy und Mohler (Fritschy und Mohler 1995) beschrie-
benen Expressionsmuster 6 Monate alter Ratten. Durch diese Veranderungen kénnte
das Gleichgewicht zwischen den einzelnen Untereinheiten des Neokortex moduliert

werden.

Dies deutet auf eine Anderung der Untereinheitenzusammensetzung des Rezeptors
hin. Da die Rezeptor-Untereinheiten a3 und a5 vorwiegend wahrend der Hirnentwick-
lung in den ersten 10 Lebenstagen exprimiert werden, kdnnte eine partielle Rekapitula-
tion eines friuhen Expressionsmusters der GABAa-Rezeptoren vorliegen.
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6.1 Verteilung der Expressionsanderungen der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten
im Neokortex

In der vorliegenden Arbeit zeigten die GABAa-Rezeptor-Untereinheiten a3 und a5 spe-
zifische Veranderungen ihres Expressionsmusters im Neokortex. Diese fanden sich vor
allem im priméaren somatosensorischen Kortex Parl aber auch in Hinterpfotenkortex HL

und Vorderpfotenkortex FL, weniger im frontalen Kortex FR.

Dieses Verteilungsmuster der Veranderungen deckt sich mit friheren Studien, die sich
mit den unterschiedlichsten Modifikationen nach Haltung in einer reizreichen Umgebung
beschaftigten. Naka fand eine &hnliche Aufteilung auf der Ebene des Neurotransmitters
Noradrenalin (Naka et al. 2002). Er entdeckte einen signifikanten Anstieg dieses Neu-
rotransmitters im parieto-temporo-okzipitalen Kortex nach 40-tagiger Haltung in einem
reizreichen Umfeld, wobei die dopaminergen und serotoninergen Neurotransmitter-

systeme keine Veranderungen zeigten.

Das Pigment Lipofuszin stellt neben der GFAP-Expression (saures Gliafaserprotein)
eines der offensichtlichsten Alterungszeichen im Gehirn dar. Die ersten Lipofuszinabla-
gerungen treten in den meisten kortikalen Regionen des Rattenhirns ungefahr ab dem
ersten Lebensjahr in Erscheinung. Das Lipofuszinverteilungsmuster war im Rattenhirn
homogener als im menschlichen Gehirn (Braak, 1983). Die Menge und das charakteris-
tische Verteilungsmuster dieses Pigments konnte ein Kriterium fir altersinduzierte Ver-
anderungen darstellen. (Braak et al Acta Neuropathol 1979, und Plenum Press 1983).
Auch hier fanden sich spezifische Veranderungen im Gehirn alter Ratten. Ein Lipofuszi-
nanstieg zeigte sich vor allem in den Neuronen des somatosensorischen (vorwiegend
HL) und des motorischen Kortex (Hilbig et al. 2002). GFAP-positive Astrozyten stellen
ebenfalls ein Zeichen der Hirnalterung dar; sie sind verantwortlich fir eine altersbeding-
te chronisch verlaufende Gliose. Ab dem dritten Lebensjahr vermehren sie sich stark.
Die reizreiche Haltung verursachte eine signifikante Verminderung der GFAP-positiven
Astrozyten vor allem in HL und FL, hatte aber keinen Einfluss auf die Lipofuszinanhau-

fung im Kortex.
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Im frontalen, temporalen und entorhinalen Kortex zeigte sich nach reizreicher Haltung
bis zu einem Alter von 30 Monaten eine ahnliche synaptische Dichte wie sie junge Tiere
aufweisen. Im frontalen, temporalen und entorhinalen Kortex stieg die synaptische Dich-
te sogar an. Diese Ergebnisse deuteten an, dass es mit dem Altern zu einer Abnahme
der synaptischen Dichte kommt, und dieser Abfall durch eine Haltung in einer reizrei-

chen Umgebung reduziert werden kann (Saito et al. 1994).

Auch in einer Studie, die von Staiger et al. an erwachsenen Ratten durchgefihrt wurde,
fand sich ein spezifischer und statistisch signifikanter Anstieg der Transkriptionsfaktoren
c-Fos, JunB, cAMP und Kox24. Diese Erhéhung wurde vor allem in den repréasentieren-
den Barrelfeldern nach Stimulation der Vibrissen, die als histologisch dichte Zellnester
imponieren, gefunden (Staiger et al. 2002, Bisler et al. 2002). In einer anderen Studie
wurde die Heraufregulation des Transkriptionsfaktors c-Fos nach reizreicher Haltung
untersucht, und ebenfalls ein aktivitatsinduzierter Anstieg im Kortex festgestellt (Bertini
et al. 2002).

Daruiber hinaus wurde die cAMP-Konzentration an 20 Monate alten Ratten sowohl unter
basalen Bedingungen als auch nach Aktivierung des beta-adrenergen Transmitter-
systems im Kortex bestimmt (Escorihuela et al. 1995). Es fand sich ein signifikanter An-
stieg der cAMP-Konzentration nach Haltung in einer reizreichen Umgebung. Die reizrei-
che Umgebung bewirkte eine lang andauernde Modifikation in der Ansprechbarkeit des
beta-adrenergen Neurotransmittersymstems, was in einem Anstieg des cAMP nach Ak-
tivierung des Beta-Rezeptors durch Isoprenalin widergespiegelt wurde (Escorihuela et
al. 1995). Es wird daher angenommen, dass Manipulationen des Umfeldes in frihen
Lebensphasen, welche zu einer Verminderung der altersbedingten Defizite flihren, eine
minimale aber lang andauernde Veranderung des noradrenergen Neurotransmitter-

systems bewirken.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass dartber hinaus auch das postsynapti-
sche GABAerge System modifiziert wird, wobei diese Veranderungen eine ahnliche

Verteilung zeigen.
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6.2 Expression der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten in der Hippokampusforma-
tion

In der vorliegenden Arbeit fanden sich in der Hippokampusformation keine Veranderun-
gen der Expression der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten nach Aufenthalt in einer reiz-
reichen Umgebung. Dieses Ergebnis war Uberraschend, da in zahlreichen Studien zu
den Auswirkungen einer reizreichen Umgebung insbesondere in dieser Hirnregion aus-
gepragte Veranderungen gefunden wurden. Williams zeigte hippokampale Veranderun-
gen nach Haltung in einem reizreichen Milieu durch einen Anstieg des Transkriptions-
faktors CREP (CAMP response element binding protein) (Williams et al. 2001). Dieser
Transkriptionsfaktor wird mit der Lang-Zeit-Potenzierung (LTP) und dem Lernen assozi-
iert. Die LTP stellt einen transmitter- und second messenger abhangigen Vorgang dar,
steht im Zusammenhang mit neuronaler Plastizitat und liegt komplexen Lern- und Ge-
dachtnisvorgdngen zugrunde (Bliss und Collingridge 1993, Muller et al. 2000a, Muller et
al. 2000b, Lynch 2004). Eine Zunahme der synaptischen Dichte wurde ebenfalls be-
schrieben (Saito et al. 1994).

Kempermann stellte eine erhebliche Zunahme der Neuroneogenese nach Haltung in
einer reizreichen Umgebung fest (Kempermann et al. 1998a, Kempermann et al. 1997).
Schon durch einen kurzzeitigen Aufenthalt in einem anregenden Milieu kam es zu ei-
nem vielfachen Anstieg der Neuroneogenese. Die Tiere dieser Studie zeigten eine be-
achtliche Verbesserung in der Durchfihrung verschiedener Verhaltenstests
(Kempermann et al. 1998b, Kempermann et al. 2002).

Des Weiteren wurde ein protektives Potential der reizreichen Umgebung der im Hippo-
kampus neurotoxisch wirkenden Glukokortikoide festgestellt (Mohammed et al. 1993).
Auch fand sich in diesem Zusammenhang ein signifikanter Anstieg des Wachstumsfak-
tors NGF in der Hippokampusformation, aber auch in der Sehrinde und dem entorhina-
len Kortex (Mohammed et al. 1990, Pham et al. 1999).
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Nach reizreicher Haltung kam es im Kortex zu keiner Veranderung in der Lipofuszinan-
reicherung, wohingegen es im Gyrus dentatus des Hippokampus zu einer verminderten
Lipofuszinkonzentration kam, was auf eine abnehmende altersabhangige Degeneration
hindeuten konnte (Kempermann et al. 2002). Im Gegensatz zu diesen Veranderungen
der Zellproliferation und der Wachstumsfaktorenexpression fand sich in der vorliegen-

den Studie keine Modifikation in den GABAa-Rezeptor-Untereinheiten.
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6.3 Funktionelle Auswirkungen

Voruntersuchungen haben gezeigt, dass schon ein kurzer Aufenthalt in einer reizrei-
chen Umgebung von nur wenigen Monaten ausreicht, damit alte Ratten wieder eine mit
jungen Ratten vergleichbare Wendigkeit und Agilitat erreichen. Im Vergleich zu den Tie-
ren der Kontrollgruppe erlernten sie eine neue Geschicklichkeit, die sich darin zeigte,
dass sie z.B. wieder tUber schmale Holzstangen laufen konnten. Die typische altersbe-
dingte Verkleinerung der rezeptiven Felder der Hinterpfoten verschwand nahezu kom-
plett durch die reizreiche Haltung (Godde et al. 2002, Dupont et al. 2001). Auch Hilbig
(Hilbig et al. 2002) beschrieb eine GréRenzunahme des kortikalen rezeptiven Feldes
der Hinterpfote nach Transfer in eine reizreiche Umgebung. Es wurde beinahe wieder
die Grole, die einer jungen erwachsen Ratte entspricht, erlangt. Diese Ergebnisse deu-
ten auf eine aktivitdtsabhangige Plastizitat hin, die selbst im hohen Alter zu einer Wie-

dererlangung verloren gegangener sensomotorischer Fahigkeiten fihren kann.

Durch die Haltung in einem reizreichen Milieu kommt es zu einem signifikanten Anstieg
der a3-Rezeptor-Untereinheit, wéhrend sich fur die a5-Rezeptor-Untereinheit ein zwar
ahnlicher, allerdings weniger deutlicher Anstieg zeigt. Diese Umstellung innerhalb des
Expressionsmusters konnte aufgrund der Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen
den einzelnen Untereinheiten einen Anhalt fur eine veranderte Zusammensetzung des
GABAAa-Rezeptors und damit auch einer veréanderten Rezeptorfunktion sein. In pharma-
kologischen und elektrophysiologischen Studien wurde durch den Austausch einzelner
Rezeptor-Untereinheiten eine Beeinflussung der Affinitat fir GABA oder Benzodiazepi-
ne (Ymer et al. 1990, Puia et al. 1991) und Veranderung der Kanaleigenschaften
(Verdoorn et al. 1990) dargestellt.
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An oxytozinproduzierenden Neuronen im Hypothalamus zeigte sich, dass eine Ande-
rung der Zusammensetzung des GABAAa-Rezeptors eine reversible, lang anhaltende
Plastizitat hervorruft (Brussaard et al. 1997, Fenelon und Herbison 1996, Brussaard und
Kits 1999, Brussaard et al. 1999). So werden am Beispiel der oxytozinproduzierenden
Neurone die Modifikationen der GABAa-Rezeptorfunktion innerhalb des Schwanger-
schafts-Laktationszyklus durch Veranderung des Gleichgewichtes zwischen der al und
a.2-Untereinheit beschrieben (Brussaard und Herbison 2000). Ubertragen auf die vorlie-
gende Studie fuhrt die Haltung in einem reizreichen Milieu zu einer verénderten Expres-
sion der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten und dadurch méglicherweise zu einer veran-
derten Rezeptorfunktion.

GABAerge Neurone sind im somatosensorischen Kortex das Hauptkontrollelement,
welches die GroRe und Lokalisation der rezeptiven Felder bestimmt (Dykes 1997). Sie
sind somit an der Modulation der rezeptiven Felder beteiligt (Jones 1993) und beein-
flussen die Antwort der rezeptiven Neurone auf Stimuli in sensorischen und nonsensori-
schen Arealen. Es kann durch eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen inhibi-
torischen GABAergen und exzitatorischen cholinergen Systemen zu Langzeitverande-
rungen in der Lokalisation und den Antworteigenschaften der rezeptiven Felder kom-
men. Eine Applikation des GABA-Antagonisten Bicuculline fuhrt zu einer deutlich sicht-
baren VergroRerung der rezeptiven Felder im somatosensorischen Kortex (Hicks und
Dykes 1983, Dykes et al. 1984, Kyriazi et al. 1996). Durch den Riickgang der GABAer-
gen Aktivitat kommt es zu einem Verlust der Spezifitat der rezeptiven Felder. Eysel be-
schrieb diese Veradnderung nach Induktion einer fokalen Ischamie im visuellen Kortex
von Katzen (Eysel et al. 1987, Eysel und Schmidt-Kastner 1991, Schiene et al. 1996).
Zu einer Reduktion der GABAergen Inhibition kommt es durch eine experimentell be-
dingte sensorische Deafferentierung in den zugeordneten Regionen, die mit einer Re-
organisation der rezeptiven Felder und einer Modulation der synaptischen Ubertragung
verbunden ist (Rosier et al. 1995). Dementsprechend fihrt dies auch in den motori-
schen Feldern zu einer Neugestaltung. Nach Durchtrennung peripherer motorischer
Nerven tbernehmen benachbarte motorische Areale dem durchtrennten Nerv urspring-
lich zugeordneten Funktionen und innervieren benachbarte Koérperteile (Jacobs und
Donoghue 1991).
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Ein mdglicher Mechanismus kénnte nach Ansicht der Autoren die Aktivierung bereits
bestehender ,schlafender* lateraler exzitatorischer Verbindungen durch die Reduktion
der inhibitorischen Aktivitat sein. Diese intrakortikalen inhibitorischen Schaltkreise die-
nen demnach der Aufrechterhaltung bzw. nach Lasion der Neuformierung kortikaler mo-

torischer Reprasentationsfelder.

Die quantitativen Auswirkungen von GABA und Bicuculline auf die Beschaffenheit der
rezeptiven Felder wurde von Tremere untersucht (Tremere et al. 2001). Die Pharmako-
logische Blockade des inhibitorischen Systems durch den GABAa-Rezeptor-
Antagonisten Bicuculline vergroRRerte die rezeptiven Felder im somatosensorischen Kor-
tex (Alloway et al. 1989, Dykes et al. 1984). Andere Studien beschreiben, dass es durch
den Antagonismus des GABA-Rezeptors zu einer signifikanten raumlichen Ausdehnung
der rezeptiven Felder im primaren oder sekundaren somatosensorischen Kortex kommt
(Batuev et al. 1982, Hicks und Dykes 1983, Dykes et al. 1984, Alloway und Burton
1986, Alloway et al. 1989, Kyriazi et al. 1996).

Die vorliegenden Befunde zeigen eine Anderung des GABAergen Systems auf Ebene
der Rezeptoruntereinheiten auf. Die aktivitdtsabhangigen Veranderungen der GABAa-
Rezeptor-Untereinheiten kdnnten zu einer verminderten Wirksamkeit von GABA am
Rezeptor fuhren und so uber eine Reduktion der Inhibition zu einer Aufweitung der re-

zeptiven Felder beitragen.

46



Diskussion

6.4 Rekapitulation eines juvenilen Expressionsmusters der GABAa-Rezeptor-
Untereinheiten

Im Laufe des Lebens kommt es zu einer Umstrukturierung der Zusammensetzung des
GABAa-Rezeptors. Morphologische und semiquantitative Auswertungen der regionalen
optischen Dichtewerte zeigen, dass die GABAx-Rezeptor-Untereinheiten altersabhangig
regional unterschiedlich exprimiert werden (Yu et al. 2004). Wahrend den ersten
postnatalen Tagen werden die Untereinheiten a2 und o5 reichlich im Kortex exprimiert,
wohingegen die al und y2 Untereinheiten nur im unwesentlichen Ausmal® vorhanden
sind. In den folgenden Entwicklungswochen kommt es zu einem Anstieg von a1, a2, o3
und y2 im Kortex; im Gegensatz dazu zeigt sich eine Verminderung der a5-Untereinheit.
Nach einer Lebensdauer von drei Monaten wird eine kontinuierliche Herabregulation
der Untereinheiten a3, a5 und y2 im Kortex beobachtet. Die a1l und a2 Rezeptorunter-
einheiten bleiben von diesen Veranderungen jedoch unbeeinflusst. Es finden sich also
spezifische Untereinheitenzusammensetzungen wahrend der Gehirnreifung und -
alterung. Die a3-Rezeptor-Untereinheit stellt dabei eine Untereinheit dar, die vorwie-
gend im Gehirn sich entwickelnder Ratten vorhanden ist. Durch die Haltung alter Ratten
in einer reizreichen Umgebung kommt es zu einer signifikanten Heraufregulation der
a3-Rezeptor-Untereinheit, welche zu einer erneuten Umstrukturierung des Rezeptors
fuhrt. Da eine Verstarkung des inhibitorischen Systems eine Verkleinerung der rezepti-
ven Felder bewirkt, kann nun angenommen werden, dass es durch die verstarkte Ex-

pression der a3-Rezeptor-Untereinheit dazu einen Betrag leistet.
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6.5 Klinische Auswirkungen

Eine Vielzahl von Medikamenten bindet am GABAa-Rezeptors, v. a. Benzodiazepine,
Antikonvulsiva, Anasthetika und Neurosteroide (z. B. der Progesteron-Metabolit Pregna-
lon) (Whiting et al. 1999, Hevers und Luddens 1998). Die Zusammensetzung der Un-
tereinheiten des GABAa-Rezeptors, v. a. die der a-Untereinheiten, bedingt die pharma-
kologischen Eigenschaften des Rezeptors. So haben Rezeptoren, die eine al-
Untereinheit enthalten, einen Benzodiazepin-Bindungstyp | und fir das Imidazopyridin
Zolpidem und CL 218,872 (GABAa al bevorzugender partieller Agonist) eine sehr hohe
Affinitat. Im Vergleich dazu haben Rezeptoren, die die Untereinheiten a2, a3 und a5
vorweisen einen Benzodiazepin-Bindungstyp Il und binden Zolpidem mit einer nur sehr
geringen Affinitat (Araujo et al. 1996). Alle Benzodiazepine besitzen dosisabhéngige
anxiolytische, sedativ-hypnotische, muskelrelaxierende und antikonvulsive Eigenschaf-
ten. Altersabhéngige Veranderungen der Pharmakokinetik betreffen vornehmlich die
Absorption, die Verteilung, den Metabolismus und die Elimination der Medikamente. Die
Nebenwirkungen der unterschiedlichen Benzodiazepingruppen sind jedoch beinahe
identisch, da die zentralen Wirkungen der Benzodiazepine auf einem gemeinsamen
molkularen Mechanismus basieren. Relativ haufig kommt es zu Reaktionen, wie Seda-
tion, Mudigkeit, Ataxie, und zu Beeintrachtigungen der Bewegungsablaufe und des Ge-
dachtnisses (Klotz 1988). Diese Nebenwirkungen treten im Besonderen bei alten Men-
schen auf. Durch die Umstrukturierung des GABAa-Rezeptors im Alter konnten sich die
Wirkungsveranderungen der Benzodiazepine bei alten Menschen erklaren lassen. Un-
ter anderem wird oftmals von paradoxen Reaktionen alter Menschen auf Benzodiazepi-
ne berichtet (Ricou et al. 1986, Rodrigo 1991, Fulton und Mullen 2000). Z. B. kann Mi-
dazolam bei alten Patienten Unruhe und Gewaltbereitschaf hervorrufen anstatt Beruhi-
gung zu verschaffen (Weinbroum et al. 2001). Aufgrund der pharmakodynamischen und
pharmakokinetischen Veranderungen der Benzodiazepine im Alter wird eine geringere
Dosierung gefordert (Naranjo et al. 1995). Die vorliegenden Befunde deuten daraufhin,
dass die Pharmakologie GABAerger Medikamente bei alten Patienten auch durch Akti-
vitat beeinflusst wird.
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7. Schlussfolgerungen

Die vorliegende Studie zeigt erhebliche Expressionsanderung der GABAa-Rezeptor-
Untereinheiten a3 und a5 nach einem drei Monate andauernden Aufenthalt in einer an-
regenden Kafighaltung im Neokortex sehr alter Ratten. Beide Rezeptor-Untereinheiten
waren vorwiegend im primaren somatosensorischen Kortex (Parl) erhoht. Jedoch war
dieser Effekt in der a3-Rezeptor-Untereinheit deutlicher zu sehen als in der o5-
Untereinheit. Diese Modifikation umfasste sowohl die Dichte, als auch das spezifische
Verteilungsmuster. Obwohl die Eigenschaften der einzelnen Untereinheiten weitgehend
unbekannt sind, wird postuliert, dass die a3-Rezeptor-Untereinheit vorwiegend im sich
entwickelnden Gehirn vorkommt. Da es im Laufe des Lebens zu einer Umstrukturierung
des Rezeptors kommt und sich somit eine altersabhangigen Zusammensetzung des
GABAx-Rezeptors ergibt, kann nun angenommen werden, dass die reizreiche Haltung

eine Rekapitulation eines juvenilen Expressionsmusters bewirken kénnte.

GABAerge Neurone sind im somatosensorischen Kortex das Hauptkontrollelement, die
die GroRRe und Lokalisation der rezeptiven Felder bestimmen. Im Alter kommt es zu ei-
ner GrélRenabnahme der rezeptiven Felder. Erklart wird dies durch eine Verschiebung
des Gleichgewichtes zwischen dem inhibitorischen GABAergen und exzitatorischen
cholinergen System. Die aktivitditsabhangige Veranderung der GABAa-Rezeptor-
Untereinheiten fihrt zu einer verminderten Wirksamkeit von GABA am Rezeptor. Durch
die Reduktion der Inhibition kdnnte es zu einer erneuten Aufweitung der rezeptiven Fel-
der kommen. Diese Modulation der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten kdnnte zu einer
aktivitatsabhangigen Plastizitat beitragen, die selbst im hohen Alter zu einer Wiederer-
langung verloren gegangener sensomotorischer Fahigkeiten fihren kann. Auch kénnte
die Veranderung des Expressionsmusters des GABAx-Rezeptors eine Bedeutung fur
pharmakologischen Therapien haben, da sehr viele Medikamente wie z. B. Benzodia-
zepine oder Antiepileptika Uber den GABAa-Rezeptor wirken.
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