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A Einleitung

Die Idee, dass elektrische Hirnstrome des Menschen spezifische mentale
Aktivitaten reprasentieren, postulierte schon Hans Berger im Jahr 1929. Er machte
die Beobachtung, dass das EEG wahrend kognitiver Prozesse, z. B. das Losen einer
arithmetischen Aufgabe, desynchronisiert und der langsame alpha Rhythmus durch
irregulare, hochfrequente Oszillationen ersetzt wird (Berger, 1929). Innerhalb der
letzten Jahre entwickelten Neurowissenschaftler Bergers ldee weiter und stellten
heraus, dass =zeitlich koordinierte, hochfrequente corticale und subcorticale
Oszillationsmuster den Indikator oder das Substrat kognitiver Prozesse darstellen
(Pulvermuller et al.,, 1997). Diese These umfasst basale perzeptive Prozesse
(Makeig, 1993), Aufmerksamkeit und corticale Aktivierung (“arousal”) (Tiitinen et al.,
1993), sowie das Einbinden von Stimulusmerkmalen in Wahrnehmungs- und
Bewusstseinsprozesse (Koch und Crick, 1994; Singer und Gray, 1995). Im
Gegensatz zu humanen EEG oder MEG Studien kénnen invasive Untersuchungen
am Tiermodell Hinweise uber grundlegende neuronale Mechanismen kognitiver
Leistungen geben.

Ein Fokus tierexperimenteller Studien ist die Erforschung neurophysiologischer
Korrelate der Gedachtnisformatierung, wobei der Hippocampus als wesentliche
Struktur zur Akquisition, Verarbeitung und Engrammbildung von Informationen im
Mittelpunkt steht. Als ein auf Lernprozesse einwirkendes Transmittersystem wird das
histaminerge tuberomammillare System diskutiert. In vitro als auch in vivo Studien
geben wahrend lernbezogener Prozesse Aufschluss Uber neurochemische und
elektrophysiologische Eigenschaften einzelner Neurone oder neuronaler Netzwerke.

Im Folgenden werden die konzeptionellen Ausgangspunkte der vorliegenden
Arbeit diskutiert. Zu Beginn werden dabei die anatomischen Grundlagen der
Untersuchung dargestellt: Die elektrophysiologisch analysierte Region (Kap.1
,Hippocampus®), sowie die Struktur der eingesetzten unabhangigen

neurochemischen Variablen (Kap.2 ,Das Histaminerge System®).



Im Anschluss werden funktionelle Aspekte beider Strukturen in Bezug auf
elektrophysiologische Eigenschaften (2.4, 2.5, 2.6.6, 2.6.7) und psychologische
Konstrukte (2.6.4-2.6.5) beschrieben. Kernpunkt der Einleitung bildet die
Charakterisierung verhaltensabhangiger hippocampaler Oszillationsmuster in Bezug
auf deren neuronale Grundlagen (Kap.3 ,Hippocampales EEG®) und hypothetischer
kognitiver  Funktionen  (Kap.4  ,Neurophysiologische @ Modelle  kognitiver
Verarbeitung®). Aus diesem theoretischen Hintergrund werden die experimentellen

Fragestellungen abgeleitet (Kap.5 ,Gegenstand und Fragestellungen der Arbeit").

1. Das intracerebrale Ableitungsgebiet: Der Hippocampus

Der Hippocampus hat bereits Ende des 19. Jahrhunderts die Aufmerksamkeit
der Neuroanatomen auf sich gezogen. Die klassischen Studien von Ramon y Cajal
(1911) gaben Aufschluss Uber zelluldare Organisation und intrinsische
Interkonnektivitat der hippocampalen Formation. Der Hippocampus ist Bestandteil
des limbischen Systems, welches bereits 1937 von James Papez als anatomisches
Substrat von Emotionen bezeichnet wurde (Papez, 1937).

Ein wesentlicher Ansatz zur funktionellen Bedeutung des Hippocampus ergab
sich aus Kklinischen Befunden bilateraler Ablationen der Hippocampi von
Epilepsiepatienten. Diese Patienten litten nach dem neurochirugischen Eingriff an
einer permanenten anterograden Amnesie, wobei sowohl das Alt- als auch das
Kurzzeitgedachtnis intakt blieb. Dem Hippocampus wurde somit erstmals die Rolle
zugeschrieben, kurzfristige Gedachtnisinhalte in langfristige Engramme zu
Uberfihren, um diese wiederum zur Langzeitspeicherung den entsprechenden

Assoziationscortices zuzufiihren.



1.1 Anatomie des Hippocampus

Die hippocampale Formation setzt sich cytoarchitektonisch aus vier Arealen
zusammen: dem Gyrus dentatus, dem entorhinalen Cortex, dem subicularen
Komplex — bestehend aus Subiculum, Pra- und Parasubiculum - und dem
Ammonshorn (CA), welches in die Regionen CA1, CA2 und CA3 unterteilt ist. Die
CA1 grenzt an das Subiculum, welches durch Pra- und Parasubiculum vom
anschlieBenden entorhinalen Cortex abgegrenzt ist und bildet den superioren Anteil
des Ammonshorns. Zwischen CA1 und der inferior liegenden CAS liegt die CA2. Die
gesamte Struktur zieht sich C-férmig rostrodorsal von den septalen Nuclei des
basalen Vorderhirns Uber das Diencephalon in den Temporallappen. Detaillierte
Information zur morphologischen Struktur bieten Amaral und Witter (1989), Bernard
and Wheal (1994) sowie Patton and McNaughton (1995).

Die laminare Organisation des Hippocampus gliedert sich abhangig vom
betrachteten Areal in drei bis funf Schichten. Die Somata der Pyramidenzellen des
Ammonshorns liegen im Stratum pyramidale — ihre basalen Dendriten ziehen ins
Stratum oriens, das vom faserhaltigen Alveus umkleidet wird. Die apikalen Dendriten
ziehen durch die Strata radiata, in der die Assoziationsfasern der CA3-Pyramiden
beider Hemispharen liegen. AusschlieBlich in der CA3 findet man zwischen dem
Stratum pyramidale und dem Stratum radiatum das Stratum lucidum, in der die
Moosfasern aus dem Gyrus dentatus terminieren. Der Gyrus dentatus weist die
einfachste laminare Struktur auf. Die Somata der Koérnerzellen des Gyrus dentatus
liegen im Stratum granulosum. Die Kornerzellen weisen einen unipolaren
weitverzweigten Dendritenbaum in der Lamina molecularis auf, in welche die
Efferenzen des entorhinalen Cortex ziehen. Stratum granulosum und Lamina
molecularis schlieRen U-férmig die dritte Schicht des Gyrus dentatus ein — den Hilus
oder die polymorphe Schicht. Durch den Hilus ziehen die Axone der Kornerzellen als
Moosfasern unter Ausbildung vieler Kollateralen zur CA3. Der entorhinale Cortex
gliedert sich in sechs Schichten. Hier entspringt der hauptsachliche Input des Gyrus
dentatus sowie prominente Afferenzen von Subiculum und Ammonshorn. Der v. a. in
Schicht 2 und 3 wurzelnde Tractus perforans projiziert zu allen hippocampalen
Arealen.

Die hippocampale Formation beherbergt mehrere Klassen inhibitorischer

Neurone, welche GABA als Neurotransmitter nutzen. Auch wenn ihre Anzahl im
3



Vergleich zu den Pyramiden- und Kornerzellen gering ist, Uben sie doch einen
starken Effekt auf die Netzwerkfunktion des Hippocampus aus (Sik et al., 1995).
Sowohl| “"feedforward” Inhibition durch die Aktivierung afferenter Axone, als auch
"feedback” Inhibition durch die Axonkollaterale der Zielneurone, modulieren das
hippocampale Netzwerk.

Die Ubersichtliche neuronale Verschaltung machte den Hippocampus schon
frih zu einem begehrten Forschungsobjekt elektrophysiologischer Untersuchungen.
Seine Netzwerkverschaltungen pradestinieren ihn zur Ausformung distinkter

Oszillationsmuster, welche im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen.

1.2 Fasersysteme

Die hippocampale Struktur dient als Knotenpunkt neocorticaler und
subcorticaler Afferenzen. Hier werden die externen (sensorischen) Informationen mit
internen Informationen, die im weitesten Sinne den Verhaltensstatus des
Organismus reflektieren, moduliert und verknupft.

Bahnen aus den primaren visuellen, akustischen und somatosensorischen
Arealen des Neokortex, die Uber zwischengeschaltete Assoziationsgebiete zur
hippocampalen Formation ziehen, versorgen den Hippocampus mit sensorischer
Information aller Modalitaten. Der Groldteil der Fasern dieser corticohippocampalen
Projektion enden in der Area entorhinalis, dem Ursprungsgebiet der perforierenden
Bahn. Diese Bahn projiziert zu den distalen Dendriten der Kornerzellen des Gyrus
dentatus. Die glutamatergen Axone der Kdrnerzellen — die Moosfasern — formen an
den proximalen Dendriten der CA3 Pyramidenzellen Synapsen. Die CA3
Pyramidenzellen projizieren Uber die Schafferkollateralen zur CA1, die wiederum
uber den subicularen Komplex Efferenzen zum EC sendet (Abb. 1.). Nach dieser
intrahippocampalen Verschaltung erfolgt die Rulckprojektion zu den Arealen des
entorhinalen Cortex aus welchen die EC-Efferenzen entspringen. Somit ist der EC-
Hippocampus-EC-Kreislauf geschlossen und die verarbeiteten Informationen werden

als Reafferenzkopie zum Cortex zuruckgeschickt.



Abb. 1.:  Vereinfachte Darstellung der trisynaptischen Schleife im Hippocampus
PC: Pyramidenzelle, SC: Schafferkollaterale; s. ori.:stratum oriens; s.rad.:
stratum radiatum; MF: Moosfasern; GC: Kornerzellen; Hi: Hilus; mol:

molekulare Schicht; PP: tractus perforans (nach R. Brown)

1.2.1 Der Fimbria-Fornix Komplex

Die ventrikulare Oberflache des Hippocampus ist mit myelinisierten, efferenten
und afferenten Fasern Uberzogen: dem Alveus. Efferenzen und Afferenzen
schliessen sich zu einem groRen Faserbundel zusammen — der Fimbria — und
verlassen den Hippocampus in Richtung Vorderhirn als Columna Fornicis (im
weiteren Verlauf als Fornix bezeichnet) (Paxinos, 1995).

Die Fasern des Fornix teilen sich in Hohe der anterioren Commissur in einen
pracommissuralen und einen postcommissuralen Anteil. Der pracommissurale Fornix
innerviert den septalen Nucleus und andere Strukturen des basalen Vorderhirns.
Diese Projektionen entspringen hauptsachlich im Subiculum und im Ammonshorn
(CA1, CA3), sind vornehmlich exzitatorisch und enthalten Glutamat als

Neurotransmitter (Storm-Mathisen, 1981).



Der postcommissurale Fornix zieht in Richtung Diencephalon, um schlieBlich
die Mammillarkérper zu innervieren (Swanson und Cowan, 1975). Hinter der
anterioren Commissur splittet sich der postcommissurale Fornix in zwei kleinere
Faserbindel: den medialen-cortico-hypothalamischen und den subiculo-
thalamischen Trakt (Swanson et al., 1987). Durch diese Faserbindel werden
verschiedene Regionen des Hypothalamus als auch thalamische Kerngruppen
innerviert (Swanson und Cowan, 1977; Simerly und Swanson, 1986; Raisman et al.,
1966; Krettek und Price, 1978).

Fasern, die den Hippocampus vor dem Eintritt in die Columna Fornicis
verlassen, projizieren als wahre commissurale Fasern zum contralateralen
Hippocampus, wo sie zum Teil der Columna Fornicis beitreten, um die gleichen

Zielgebiete wie die ipsilaterale Columna Fornicis zu innervieren.

1.2.2 Afferenzen und Efferenzen hippocampaler Strukturen

Im Folgenden werden die wesentlichen Projektionen, der hippocampalen
Regionen beschrieben (zur genauen Ubersicht siehe Paxinos, 1995). Bis vor einigen
Jahren lagen nur sparliche Hinweise auf eine corticale Innervation seitens des
Hippocampus vor. Heute ist jedoch bekannt, dass die einzelnen Strukturen der
Hippocampusformation durchaus zu verschiedenen corticalen Arealen projizieren.
Dies lasst auf einen reziproken Austausch zwischen Cortex und Hippocampus

schlielen (Swanson et al., 1981a; Swanson, 1981b).

Entorhinaler Cortex und Subiculum

Der entorhinale Cortex projiziert zu olfaktorischen corticalen Arealen -
einschliel3lich des anterioren olfaktorischen Kerns, des olfaktorischen Tuberculums,
des piriformen Cortex und des infralimbischen Areals des prafrontalen Cortex
(Krettek un Price, 1977; Wyss, 1981). Zusatzlich sind Projektionen zum Cingulum

und zum medialen prafrontalen Cortex beschrieben worden (Sorensen, 1985).



Untersuchungen an der Ratte zeigten, dass der laterale EC nahezu samtliche
ipsilateralen Cortexareale innerviert — wahrend die Projektionen zum kontralateralen
Neocortex nur sparlich sind (Swanson und Kohler, 1986). Weiterhin sendet der EC
starke Efferenzen zu den Kernen der Amygdala (Ottersen, 1982; Wyss, 1981;
Swanson und Kohler, 1986). Einige Fasern des EC, die die tiefer gelegenen Areale
der Amygdala innervieren, verlaufen weiter rostral durch die medialen Anteile des
Caudato-Putamen, wo einige Terminale zu finden sind (Sorensen und Witter, 1983)
und enden mit einer massiven Projektion im Nucleus accumbens (Krayniak et al.,
1981; Wyss, 1981; Sorensen, 1985; Swanson und Kohler, 1986). Die
extrahippocampalen corticalen Projektionen des Subiculum erreichen die Area
retrosplenialis, die auditorische Region des Temporalcortex sowie das pralimbische
und mediale orbitale Areal des prafrontalen Cortex (Swanson und Koéhler, 1986; Vogt
und Miller, 1983; Jay TM, Witter MP, 1991).

Ammonshorn

Die Efferenzen der CA1 sind septotemporal topographisch organisiert. Sie
projizieren zum retrosplenialen und perirhinalen Cortex, sowie zum lateralen
septalen Nucleus und zum diagonalen Band von Broca (Van Groen und Wyss,
1990). Die CA1 inerviert den anterioren olfaktorischen Nucleus, den basalen Nucleus
der Amygdala sowie anteriore und dorsomediale hypothalamische Areale (Paxinos,
1995). Weitere Efferenzen ziehen zum prafrontalen Cortex und inervieren hier den
pralimbischen und medialen orbitalen Cortex (Jay und Witter, 1991). Innerhalb des
Hippocampus ziehen Efferenzen aus der CA1 zum subicularen Komplex und zum
geringeren Anteil auch direkt zum EC. Die CA1 erhalt noradrenerge und serotonerge
Afferenzen (Amaral et al. 1991); zum geringeren Teil sind auch septale Projektionen
nachgewiesen worden, die im Stratum oriens terminieren (Nyakas et al., 1987).
Fasern aus dem Nucleus reuniens terminieren in der Schicht lacunosum-moleculare
der CA1. Neuroanatomische Studien des Primatenhirns zeigten temporale und

parietale Cortexprojektionen in die CA1 (Rockland und Van Hoesen, 1999).

Die CA2 Projektionen sind wenig erforscht. Sie erhalt Afferenzen aus dem

posterioren Hypothalamus, im besonderen aus dem supramammillaren Areal
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(Haglund et al., 1984), sowie aus dem Nucleus tuberomammillaris (Kohler et al.,
1985).

Die Projektionen der CA3 Pyramidenzellen ziehen in zwei Richtungen:

zum lateralen septalen Nucleus und zur CA1 (Swanson et al., 1980). Die
subcorticale Efferenz der CA3 zieht bilateral zu den lateralen septalen Nuclei
(Swanson und Cowan, 1977). Einige dieser septalen Efferenzen sind GABAerg (Toth
und Freund, 1992). Den machtigsten subcorticalen Input erhalt die CA3 aus dem
Septum — medialer septaler Nucleus und Nucleus des diagonalen Band’s von Broca
— welcher hauptsachlich ins Stratum oriens aber auch ins Stratum radiatum zieht
(Gaykema et al.,, 1990). Die septohippocampale Projektion ist nicht wie man
ursprunglich annahm ausschliel3lich cholinerg (Gage et al., 1984; Milner und Amaral,
1984; Wainer et al., 1984, 1985) sondern auch GABAerg (Kohler et al. 1984) —
wobei die GABAerge Projektion zu den GABAergen Interneuronen und die
cholinerge zu den Interneuronen und Pyramidenzellen der CA3 zieht (Freund und
Antal, 1988). Die CA3 erhalt Afferenzen aus dem locus coeruleus, die im Stratum
lucidum und lacunosum-moleculare enden. Serotonerge und zum geringeren Teil
auch dopaminerge Fasern wurden in der CA3 nachgewiesen (Swanson et al, 1982).
Die serotonergen Afferenzen projizieren hauptsachlich zu den GABAergen
Interneuronen der CA3 (Freund et al.,1990).

Gyrus dentatus

Der Gyrus dentatus sendet Efferenzen in die CA3 Region. Er wird Uber den
tractus perforans vom entorhinalen Cortex mit corticalen Informationen versorgt.
Subcorticale Areale wie das Septum (Fibiger, 1982), die supramammillare Region
und einige monoaminerge Nuclei des Hirnstamms (Locus coeruleus und Nucleus
Raphe) projizieren zum Gyrus dentatus. Projektionen aus dem supramammillaren
Areal enthalten Substanz P (Gall und Selawski, 1984). Der Locus coeruleus
innerviert den Gyrus dentatus mit noradrenergen Fasern (Pickel et al., 1974).
Serotonerge Projektionen aus dem Nucleus raphe praferieren die Interneurone im

Gyrus dentatus, die wiederum distale Dendriten der Kérnerzellen innervieren (Halasy



und Somogyi, 1993). Ein kleiner dopaminerger Faserzug aus der Area tegmentalis

ventralis projiziert ebenfalls zum Gyrus dentatus (Swanson, 1982).

2. Das Histaminerge System

Histamin (HA), ein Imidazol bestehend aus einem funfgliedrigen Kohlenstoffring
mit zwei Stickstoffatomen, wurde erstmals Anfang des Jahrhunderts aus
Mutterkornextrakten isoliert (Barger und Dale, 1910). Es entstand als Spaltprodukt
bakterieller Faulnisprozesse des Weizenkorns. 1927 konnte es in frischen
Gewebepraparationen nachgewiesen werden, worin die Namensgebung Histamin
(griech.: "histos”= Gewebe) begriindet liegt (Best et al., 1927). Zunachst wurden dem
Histamin kontraktile Effekte auf glatte Muskulatur, vasodilatorische Wirkung,
stimulierende Effekte auf gastrische Sekretion, sowie die Konstriktion der Bronchien
als anaphylaktische Reaktion zugeschrieben (Feldberg, 1941). Histamin wird in
Mastzellen und basophilen Leukozyten gespeichert und bei allergischen Reaktionen
oder Verletzungen freigesetzt. Nachweise, dass das Histamin auch im ZNS
vorkommt, fanden sich schon zu Beginn des Jahrhunderts (Abel und Kubota, 1919),
wobei Kwiatkowski (Kwiatkowski, 1943) einen grof3eren Anteil in der grauen als in
der weillen Substanz entdeckte und White erstmalig die lokale Synthese von
Histamin im Gehirn beschrieb (White, 1959). Folgende Studien erbrachten den

Nachweis, dass Histamin als Neurotransmitter im ZNS fungiert:

1. Histamin wurde in Neuronen und Axonen mit hauptsachlichem Sitz in den
Nervenzellendigungen ( Garbarg et al., 1976; Panula et al., 1984) im gesamten
Gehirn identifiziert (Taylor und Snyder, 1971; Watanabe et al., 1984).

2. Histaminerge Ausschuttung aus den Nervenzellendigungen konnte durch
Depolarisation  (Atack und Carlsson, 1972) sowie durch hohe
Kaliumkonzentrationen calciumabhangig induziert werden (Arrang et al.,1983).

3. Die Charakterisierung drei distinkter Histaminrezeptoren, Hq-, H>- und
Hs-Rezeptor mit unterschiedlicher Verteilung im ZNS (Schwartz et al. 1991).

4. Vor allem die pharmakologische Entwicklung von Agentien, die in die
HA-Synthese oder selektive Rezeptor-Aktivierung bzw. -Blockierung eingreifen,
gaben in elektrophysiologischen (Haas, 1992), neurochemischen und
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verhaltensorientierten Studien (Gerald und Maickel, 1972; Schwartz et al., 1991)

Aufschluss Uber die histaminerge Funktion im ZNS.

2.1 Metabolismus

211 Synthese

Histamin, welches nicht die Bluthirnschranke passieren kann, wird im Zytosol
histaminerger Varikositaten synthetisiert. Die HA-Synthese wird hauptsachlich Gber
die Verfugbarkeit ihres Vorlaufers L-Histidin bestimmt, welches durch noch
ungeklarte aktive Transportmechanismen in die Zellen aufgenommen wird.
Depolarisation triggert die Aufnahme in die Axonterminale (Hegstrand und Simon,
1985), wo L-Histidin durch oxidative Decarboxilierung mittels des zytoplasmatischen
Enzyms L-Histidin-Decarboxylase (HDC) in einem Schritt zu Histamin synthetisiert
und in den Vesikeln gespeichert wird. HDC wird im Soma histaminerger Zellen
synthetisiert und zu den Axonterminalen transportiert — seine Verteilung ist
annahernd homolog zur HA-Verteilung (mit Ausnahme des Hippocampus, wo trotz
hoher Enzym-Aktivitaten nur eine geringe Konzentration von HA zu finden ist)
(Baudry et al., 1973).

Wahrend histaminerge Neurone den vornehmlichen Ort der HDC-Speicherung
reflektieren findet man auch in den Mastzellen einen geringen Anteil von HDC. Die
Syntheserate von HA wird Uber die Endprodukthemmung — die Bindung von HA an
den prasynaptisch lokalisierten Hs-Autorezeptor — reguliert, so dass ein
Gleichgewicht zwischen Synthese und freigesetztem HA besteht. Eine Hemmung der
HA-Synthese kann durch die Applikation von o-FluoromethylHistidin (o-FMH), einem
irreversiblen Inhibitor von HDC, herbeigefuhrt werden (Kollonitsch, Patchett et al.,
1978).
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21.2 Ausschiittung

Neuronales HA wird durch Aktionspotential-getriggerten Calciumeinstrom in die
prasynaptischen Terminale und darauffolgende Fusion von synaptischen Vesikeln
mit der Plasmamembran (Exocytose) freigesetzt (Takemura et al., 1989). Neben der
Synthese wird auch die Ausschittung von HA durch die HA-Bindung an den
Hs-Rezeptor inhibiert (Arrang et al., 1983). Weiterhin unterliegt die Ausschuttung der
inhibitorischen Kontrolle von muskarinen M;- (Prast et al., 1994), adrenergen a2-
(Arrang, 1991), serotonergen 5-HTqa- (Oishi et al., 1992), sowie kappa-opioid- und
Galanin-Rezeptoren (Pfeiffer et al., 1986). Die Stimulation von u-opioid-Rezeptoren
wirkt fazilitierend auf die Ausschuttung von HA — vermutlich durch Disinhibition der
histaminergen Neurone (ltoh et al,. 1988).

Die HA-Ausschuttung folgt einem klaren Rhythmus, der mit dem zirkadianen
Schlaf-Wach-Rhythmus korrespondiert (Mochizuki et al., 1992).

21.3 Katabolismus

Das aus den Nervenendigungen freigesetzte HA wird durch das Enzyms
Histamin-N-Methyltransferase zu tele-Methylhistamin methylisiert. Die Aktivitat der
Histamin-N-Methyltransferase wird wiederum durch ihr Abbauprodukt tele-
Methylhistamin inhibiert, so dass ein regulierender Effekt auf den HA-Katabolismus
ausgeubt wird (Schwartz et al., 1973). Tele-Methylhistamin wird durch eine
kombinierte Aktion von Monoaminoxidase B und Aldehyd-Dehydrogenase zu tele-
Methylimidazolessigsaure abgebaut (Green, 1967; Lin et al., 1991). In der Peripherie
erfolgt der HA-Abbau durch oxidative Desaminierung, katalysiert durch Histaminase,
zu Imidazolylessigsaure. Im Gegensatz zu anderen monoaminergen Transmittern
konnte flr HA bislang kein Wiederaufnahmesystem gefunden werden (Schwartz et
al., 1991).
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214 Speicherung in Mastzellen

Neben der neuronalen Speicherung wird Histamin auch in einem nicht-
neuronalen Pool gespeichert — in den Granula der Mastzellen. Aufgrund ihres hohen
HA-Gehalts haben sie einen entscheidenden Anteil am Gesamtvorkommen dieses
Amins im Gehirn (Schwartz, 1975). Im peripheren Gewebe fand man Mastzellen
hauptsachlich im Bindegewebe in der Nahe von Blutgefallen; da im Gehirn kein
Bindegewebe zu finden ist, schloss man hier lange die Existenz von Mastzellen aus.
1974 war es Ibrahim moglich zwei Mastzelltypen im Gehirn zu unterscheiden — wobei
Typ | den im peripheren Bindegewebe vorherrschenden Mastzelltyp ahnelt (Ibrahim,
1974). Beide neuronalen Mastzelltypen sind auch im Gehirn in der Nahe von
Blutgefallen zu finden. Die zahlreicheren Typ Il Mastzellen, spater auch aufgrund
ihnres hohen Lipidgehalts Neurolipomastocyten genannt, wandern mit Blutgefal3en
der Pia in das Gehirn ein und sind mit Arteriolen oder vendsen Gefallen assoziiert,
die in der Nahe von Varikositaten meist autonomer Nervenfasern entlangfuhren
(Sturrock, 1980). Die Lokalisation von Mastzellen in der Nahe von Nervenfasern und
Blutgefallen fuhrt zu der Vermutung ihre mogliche funktionale Bedeutung ware der
Einfluss auf Nervenzellen sowie auf die Regulierung des cerebralen Blutflusses und

entzundlicher Prozesse (Theoharides, 1990).

2.2 Anatomische Aspekte des histaminergen Systems

Wenngleich schon fruhe Studien die Existenz von neuronalem HA belegten, so
konnte erst 1984 durch die Entwicklung von Antikérpern fir HA und HDC die
Lokalisation und Projektion histaminerger Neurone in einem neurochemischen
Verfahren nachgewiesen werden (Panula et al., 1984; Watanabe et al., 1984). Somit
wurde demonstriert, dass die einzige Quelle neuronalen HA im ZNS in einem kleinen
Hirnareal — dem Nucleus tuberomammillaris (TM) — im posterioren Hypothalamus
liegt, von wo aus sie weitverzweigt Uber das gesamte Hirn projizieren. An der
ventralen Seite des Gehirns, rostral und lateral zu den Mammillarkérpern sowie
caudal zum Chiasma opticum am Boden des dritten Ventrikels, liegen die Zellkerne
des histaminergen Systems verteilt auf funf Untergruppen (Kruger et al., 1995). Der

12



ventrale Anteil des TM (TMV) ist selbst in eine rostrale (TMVr) sowie eine caudale
(TMVc) Komponente unterteilt. Auch der medial gelegene Anteil des TM (TMM) wird
in einen ventralen (TMMv) und einen dorsalen (TMMd) Anteil aufgegliedert.
SchlieBlich bleibt noch eine Neuronenpopulation, die diffus (TMdiff) zwischen dem
ventralen und medialen Anteil des TM verteilt ist. In Analogie zu der Nomenklatur
monoaminerger Transmittersysteme wurden die Bezeichnungen E1 (TMVc), E2
(TMVr), E3 (TMMv), E4 (TMMd) und ES (Tmdiff) in die Literatur eingefuhrt (Inagaki et
al., 1990).

221 Morphologie

Das histaminerge System umfasst hauptsachlich magnozellulare Neurone mit
einem Durchmesser von 25-35 uym (Panula et al.,, 1984). Eine morphologische
Besonderheit weisen TM-Neurone in der Organisation ihrer Dendriten auf. Die
Dendritenbaume einzelner Neurone uberlappen oftmals mit denen benachbarter
Neurone, wobei sie synapsenahnliche Strukturen aufweisen. Einige Dendriten
ziehen in den mammillaren Recess des dritten Ventrikels bis in das angrenzende
Ependym, was auf eine modgliche Kommunikation mit dem Liquorraum hinweist
(Ericson et al., 1987). Auf diese Weise konnten Substanzen aus der cerebrospinalen
Flussigkeit, wie z. B. Cytokine, auf die Funktion histaminerger Neurone einwirken.

Der dendritische Fortsatz besteht aus zwei bis drei Primardendriten, die sich in
lange Sekundardendriten aufgliedern. Die Axone entspringen ungewohnlicherweise
den primaren Dendriten und nicht dem Soma (Wouterlood et al., 1986), wobei nur
einige wenige klassische synaptische Kontakte ausbilden (im Nucleus accumbens
und im mesencephalen Trigeminuskern) (Airaksinen et al,. 1992; Panula et al.,
1989). Das Histamin wird aus synaptischen Vesikeln, die in Schwellungen entlang
der Axone eingelagert sind, ausgeschittet (Takagi et al., 1986). Durch die
Ausformung sogenannter “synapses en distance” konnen gleichzeitig mehrere
Neurone, oder Gliazellen und Blutgefal’e erreicht werden (Reiner und McGeer,
1987; Wada, et al., 1991; Diewald et al., 1997).

In den histaminergen Neuronen sind auch andere neuroaktive Substanzen und
Enzyme kolokalisiert, z. B. Adenosin-Deaminase, Glutamat-Decarboxylase, Met-
Enkephalin-Arg-Phe, Substanz P, Thyrotropin-releasing-Hormon (TRH), GABA und
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Galanin (Onodera et al., 1994; Schwartz et al., 1995). Somit kdnnen neben HA auch
andere Transmitter in histaminergen Neuronen synthetisiert und freigesetzt werden.
Die TM-Neurone kann man als einziges GABAerges System bezeichnen, welches in

das gesamte Gehirn projiziert.

2.2.2 Verbindungen des histaminergen Systems

Die histaminergen Projektionen folgen keiner strengen topographischen
Ordnung, sondern innervieren diffus mit meist ipsilateraler Dominanz das gesamte
Gehirn und Teile des Ruckenmarks, wobei der Informationsaustausch zwischen

histaminergem System und einigen Hirnregionen reziprok verlauft.

2.2.21 Efferenzen

Die efferenten Projektionen sind unterteilbar in zwei aufsteigende und einen
absteigenden Faserzug. Einer der aufsteigenden Faserzige verlauft ventral an der
basalen Hirnflache zum Hypothalamus, dem diagonalen Band, dem Septum, dem
Bulbus olfactorius, wobei ein Teil der Fasern retrochiasmatisch zur contralateralen
Hemisphare kreuzt.

Das dorsal aufsteigende Projektionssystem verlalt den TM entlang der
lateralen Seite des dritten Ventrikels zum Thalamus, zum Hippocampus, zur
Amygdala und zu rostralen Vorderhirnstrukturen. Uber das mediale Vorderhirnbiindel
innervieren TM-Neurone den gesamten Cortex, v. a. die aulleren Schichten Lamina |
und Il (Panula et al., 1990). Der absteigende Faserzug zieht caudal Uber den
Fasciculus medialis longitudinalis zum Hirnstamm, zu monoaminergen
Ursprungskernen, zur Substantia nigra, sowie zu den zervikalen Anteilen des
Hinterhorns vom Ruluckenmark. Die beschriebenen Zielregionen werden von
Neuronen aller finf Untergruppen des TM innerviert, wobei einzelne Neurone
identifiziert wurden, die sowohl aufsteigende als auch absteigende Axonkollaterale
ausbildeten (Kohler et al., 1985).
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Auch wenn TM-Neurone diffus Uber das gesamte Gehirn projizieren, so werden
doch nicht alle Zielregionen gleich stark innerviert. Die héchste Dichte histaminerger
Fasern liegt im Hypothalamus und in den Strukturen, die vom ventral aufsteigenden
Faserzug innerviert werden. Die Amygdala ist die am starksten innervierte Struktur
des ansonsten moderat innervierenden dorsal aufsteigenden Faserzugs. Die
hippocampale Formation erhalt die starksten HA-Afferenzen im Subiculum,
entorhinalen Cortex und Gyrus dentatus — CA1 und CA3 werden dagegen nur
moderat innerviert. Die starksten absteigenden TM-Projektionen erreichen die
Substantia nigra, die Area tegmentalis ventralis, die Colliculi superiores und
inferiores, das zentrale Grau und den mesencephalen Trigeminuskern; die anderen
aminergen Zellgruppen — Locus coeruleus und Nucleus raphe — erhalten eine
moderate Innervation (Airaksinen und Panula, 1988):

Hierbei ist zu bedenken, dass die Verteilung histaminerger Neurone nicht mit
der Rezeptordichte positiv korreliert sein muss (Schwartz et al., 1991) und dass in
Regionen mit geringer Faserdichte, wie z. B. der CA1 prominente
elektrophysiologische HA-Effekte identifiziert wurden. Es wird vermutet, dass
Regionen mit einer hohen Faserdichte tonisch wahrend des Wachseins und
Regionen mit geringerer Faserdichte partikular in Abhangigkeit zu spezifischen

Funktionsszustanden mediiert werden (Brown et al., 2001).

2.2.2.2 Afferenzen

Im Gegensatz zu den Kenntnissen Uber die Projektionen und die intrinsische
Membran-Elektrophysiologie ist Uber die Urspringe und biochemische ldentitat der
Afferenzen  histaminerger Neurone wenig bekannt. Untersuchungen mit
anterograden Markern identifizierten Afferenzen aus infralimbischen Regionen des
prafrontalen Cortex, dem Tuberculum olfactorium, dem Subiculum, dem dorsalem
Tegmentum sowie aus den Kernen des diagonalen Band/Septum-Komplexes und
der medialen praoptischen Region des Hypothalamus (Wouterlood und Gaykema,
1988; Ericson et al.,, 1991). Die ventrolaterale praoptische Region — welcher
schlafsteuernde Funktion zugeschrieben wird — sowie das diagonale Band versorgen
die TM-Neurone mit einem starken GABAergen Input. GABA hemmt die TM-
Neurone via GABAa- und GABAg-Rezeptoren. Die GABAerge Hemmung der
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schlafaktiven Neurone der ventrolateralen praoptischen Region sind wahrscheinlich
fur die inhibierte Feuerrate der TM-Neurone wahrend des Schlafes verantwortlich
(Eriksson et al., 2000, Yang und Hatton, 1997; Stevens et al., 1999). Die GABAergen
Axone aus der praoptischen Region enthalten auch Galanin, welches ebenfalls
hemmend auf die TM-Neurone einwirkt (Sherin et al., 1998; Schonrock et al., 1991).

Monoaminerge Afferenzen innervieren die histaminergen Neurone aus
adrenergen, noradrenergen und serotonergen Zellpopulationen (Ericson et al.,
1989). TM-Neurone erhalten weiterhin aus dem mesopontinen Tegmentum eine
vermutlich cholinerge Innervation, die wahrscheinlich eine dominante Rolle bei den
Erregungs- (“arousal”’) Mechanismen des Gehirns spielt (Ericson et al., 1991).
Weiterhin wurden Neuropeptid Y — haltige Afferenzen an histaminergen Neuronen
identifiziert, wobei der Ursprung dieser Fasern nicht bekannt ist (Tamiya et al.,
1990). Das hypothalamische Peptid Orexin wurde in Afferenzen an Soma und
proximalen Dendriten der TM-Neurone nachgewiesen. Bekannt ist dieses Peptid, da
Orexin-knockout-Mause ein der Narkolepsie ahnliches Syndrom zeigen. Mangelnde
Orexinwirkung an histaminergen Neuronen kénnte eine mdgliche Erklarung dieser

Storung beim Menschen sein (Chemelli et al., 1999).

2.3 Histamin-Rezeptoren

Die Idee, dass verschiedene Rezeptortypen im histaminergen System
fungieren, entwickelte sich seit 1937 Bovet und Staub entdeckten, dass
Antihistaminika, im spateren als Hi-Antagonisten bekannt, nicht alle histaminergen
Funktionen, wie die Drusensekretion der Magenschleimhaut, blockierten (Bovet und
Staub, 1937). Ash und Schild gelang es 1966 diese Funktion in gewissem Ausmalie
zu blockieren; damit legten sie den Grundstein zur Postulierung des H>-Rezeptors
(Ash und Schild, 1966; Black et al., 1972). Beide Rezeptortypen sind postsynaptisch.
Wesentlich spater wurde die Existenz eines dritten histaminergen Rezeptortypen
beschrieben, der als prasynaptischer Autorezeptor in  histaminergen
Nernevenendigungen sowohl die Synthese als auch die Ausschuttung von Histamin

moduliert und darliber hinaus als Heterorezeptor fungiert (Arrang et al., 1983).
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2.31 Hi-Rezeptor

Bekannt geworden ist die Aktivitat des Hi-Rezeptors durch seine
kontraktorische Wirkung auf glatte Muskelfasern. Nachfolgend bezog sich das
Interesse der Forschung auf Hjs-Rezeptor vermittelte Funktionen Dbei
immunologischen Prozessen, wie der IgE bzw. Mastzell vermittelten allergischen
Sofortreaktion. Die klassischen Antihistaminika, die als Blocker der allergischen
Reaktionen entwickelt wurden, hatten einen unerwinschten sedativen Nebeneffekt
auf den Organismus. Erst vor einigen Jahren gelang es durch die Entwicklung neuer
nicht hirngangiger Antagonisten die Nebenwirkung zu eliminieren.

Der Hi-Rezeptor variiert in Anzahl, Dichte und Verteilung zwischen den
verschiedenen Spezies und weist eine strukturelle Heterogenitat auf, so dass der
Hi-Antagonist Mepyramin im Gehirn der Ratte eine signifikant niedrigere Affinitat
aufweist als im Meerschweinchen- oder Menschengehirn (Carswell et al., 1982;
Chang et al., 1978). Genklonierungen des Hi-Rezeptors wiesen zu ~ 44 %
Homologien zum muscarinen m1-Rezeptor und zu ~ 41 % zum Hy-Rezeptor auf
(Schwartz et al., 1995), so dass Hs-Antagonisten (vor allem in hoheren Dosierungen)
aulRer an Hs- auch an Hz- und m1-Rezeptoren binden kénnen. Erst in jingster Zeit
wurden selektivere Antagonisten synthetisiert, die allerdings gegenuber den
traditionellen Liganden an Potenz einbuften.

Hi-Rezeptoren sind Membranproteine mit einem Molekulargewicht von
55,69 kDa, welche aus einer Kette von 486 Aminosauren gebildet werden und deren
sieben hydrophobe transmembranen Domanen a-helikale Strukturen aufweisen. Das
mehrfach glycosylierte amino-terminale Ende ragt in den Extra-, das carboxy-
terminale Ende in den Intrazellularraum, an welchen das Gg11 GTP-hydrolysierende
Protein gekoppelt ist.
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Die Signaltransduktion erfolgt also Uber G-Proteine, die das Signal auf einen

intrazelluldaren ”"second messenger’ Ubertragen, der entweder direkt durch die

Phosphorylierung von Proteinen die lonenkanalkonformation andert, oder durch

einen weiteren Zwischenschritt die Konformationsanderung herbeiflihrt. Die

H1-Rezeptoraktivierung bedingt folgende biochemische Reaktionen, welche eine

Signaltransduktion bedingen:

Phosphoinositolsystem: Durch die Aktivierung des H4-Rezeptors stimuliert das
gekoppelte G-Protein die Aktivitat von Phospholipase C (PLC). PLC hydrolysiert
ihrerseits Phosphatidyl-4, 5-Bisphosphat, welches zwei "second messenger”
formt: Diacylglycerin (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3). Wahrend DAG die
Proteinkinase C (PKC) aktiviert und somit die Phosphorylierung verschiedener
Zellproteine einleitet, bindet IP; an den IP3-Rezeptor des endoplasmatischen
Reticulums, welches daraufhin seine Calciumkandle oOffnet und das
gespeicherte Calcium in das Cytoplasma entlasst.

Durch intrazellulare Ca2+—Messung konnte an C6 Gliomzellen gezeigt werden,
dass die Ausschittung von Calcium aus internen Speichern ausreichend ist,

um Calcium-abhangige Kalium-Kanale zu aktivieren (Weiger et al., 1997).

H1-Rezeptor-Stimulation kann weiterhin durch Aktivierung der
membrangebundenen Phospholipase A; zur Bildung von Arachidonsaure
fuhren, die Uber die Enzyme 12-Lipoxygenase, 5-Lipoxygenase und
Cyclooxygenase in aktive Metaboliten umgesetzt werden kann (Leurs et al.,
1994).

HA potenziert via Hi-Rezeptor die Akkumulation von cyclischem
Adenosinmonophosphat (cAMP), durch u. a. Adenosin A2-, H,- oder
VIP-Rezeptoren. Auch die Akkumulation von cyclischem Guanosin 3‘, 5
Monophosphat (cGMP) wird unter Vorraussetzung eines intrazellularem

Anstiegs von Calcium induziert.
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Hi-Rezeptoren zeigen eine weite Verteilung im ZNS. Man findet sie an
zerebralen BlutgefaRen beim Menschen auch an Astrozyten, wobei die
uberwiegende Prasenz in der grauen Substanz auf eine hauptsachlich neuronale
Lokalisation schlie3en laflt. Zwischen den verschiedenen Spezies besteht eine hohe
Divergenz in der anatomischen Verteilung der Hi-Rezeptoren. Im ZNS der Ratte sind
besonders hohe Dichten in allen Cortexschichten, Claustrum, Nucleus accumbens,
Thalamus, den  molekularen  Schichten des  Cerebellums, in der
Hippocampusformation v.a. im Gyrus dentatus und im Subiculum zu identifizieren.
Weiterhin findet man eine hohe Verteilung in Arealen cholinerger Zellgruppen im
mesopontinen Tegmentum und basalen Vorderhirn, den meisten septalen Kernen,
sowie im Locus coeruleus und im Nucleus Raphe. Geringere Dichten wurden im
Ammonshorn, sowie in der Amygdala und den Basalganglien identifiziert. Die
hochste Dichte der Hi-Rezeptoren findet sich bei der Ratte im Hypothalamus, beim
Menschen bzw. Primaten im Neocortex, limbischen System und im Cerebellum
(Palacios et al., 1981).

2.3.2 H>-Rezeptor

Der zweiten Klasse der Histamin-Rezeptoren, konnte schon fruh die
stimulierende Funktion zur Drusensekretion der Magenschleimhaut zugeschrieben
werden (Ash und Schild, 1966). Der H,-Rezeptor ist, wie auch andere G-Protein
gekoppelte Rezeptoren, durch sieben transmembrane Domanen charakterisiert.

H,-Rezeptoren weisen Homologien zum Hi-Rezeptor wie auch zu
R-Katecholaminrezeptoren auf. Biochemische Untersuchungen zeigten, dass seine
Aktivierung Uber einen Gs-Protein gekoppelten Mechanismus zu einer Stimulierung
der Adenylzyklase fuhrt, die dann durch ATP-Katalyse die Produktion des second
messenger Moleklls cAMP anregt (Baudry et al., 1975; Hegstrand et al., 1976).
cAMP bindet nun an die cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA), welche Proteine
im Zytosol und der Zellmembran phosphoryliert oder nach Translokation in den
Zellkern den Transkriptionsfaktor CREB aktiviert (Sheng et al., 1991). Weiterhin
wurde eine H,-Rezeptor-vermittelte Hemmung der Freisetzung von Arachidonsaure
beobachtet, welche fir den Prostaglandin-Stoffwechsel und andere
cGMP-vermittelte Signaltransduktionen bedeutsam ist (Traiffort et al., 1992).
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Wie der Hi- ist auch der Hy-Rezeptor Uber das gesamte ZNS verteilt. Hohe
Dichten des Rezeptors findet man in den Basalganglien (Caudatus, Putamen) und in
den Arealen des limbischen Systems, wie dem Hippocampus und der Amygdala,
sowie im piriformen und occipitalen Cortex (Ruat et al., 1990). Im Gegensatz zur
H1-Rezeptorverteilung findet man in septalen Arealen, dem Hypothalamus und dem
Thalamus nur eine geringe Dichte von Hz-Rezeptoren. Durch Kolokalisation von H1-
und Hy-Rezeptoren an Prinzipalzellen des Hippocampus oder an aminergen
Zellgruppen ergibt sich z. B. auf die Stimulation der cAMP-Produktion ein
synergistischer Effekt von H- und H,-Rezeptoren (Traiffort et al., 1992).

2.3.3 Hs;-Rezeptor

Erst kirzlich gelang es das, Gen fur den Hs-Rezeptor zu klonieren (Lovenberg
et al.,, 1999). Auch dieser Rezeptor ist an ein G-Protein — vorraussichtlich Go oder
Gi— gekoppelt (Clark und Hill, 1996). Die Funktion des prasynaptischen
Autorezeptors — Hemmung der HA-Ausschuttung — ist vermutlich auf eine G-Protein
mediierte Blockierung des prasynaptischen Calciumeinstroms zurtckzufihren
(Reiner und Haas, 1987; Arrang et al., 1990; Takahashi et al., 1996; Brown und
Haas, 1999). Hohe H3z-Rezeptordichten sind im Nucleus accumbens, im Thalamus,
im Striatum, in der Substantia nigra, im Tuberculum olfactorium, im Gyrus dentatus
und im Cortex nachgewiesen. Im Septum, im Globus pallidus, im Locus coeruleus
sowie im Hypothalamus ist die Rezeptordichte gering, wobei schon H3z-Rezeptoren
auf den Zellkérpern der TM-Neurone nachgewiesen wurden.

Die Verteilung der Hs-Rezeptoren beschrankt sich nicht nur auf histaminerge
Neurone. Sie konnten auch als Heterorezeptor auf serotonergen, noradrenergen und
dopaminergen Neuronen nachgewiesen werden, wobei ihre Aktivierung die jeweilige
Transmitterausschittung hemmt (Schlicker et al., 1988, 1989, 1993, 1994). Eine
prasynaptische Hs;-Rezeptor-Lokalisation auf cholinergen  Neuronen  wird
Uberwiegend abgelehnt (Arrang et al., 1995). Giorgetti et al. postulieren eine
Hs-Rezeptor vermittelte Hemmung der ACh-Ausschittung via Aktivierung
GABAerger Interneurone (Giorgetti, et al., 1997). Andere Autoren postulieren einen
postsynaptischen histaminergen Effekt, der die ACh-Ausschittung moduliert.
(Mochizuki et al., 1994; Dringenberg et al., 1998; Cecchi et al., 2001). Weiterhin
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wurde eine hemmende HA-Wirkung auf die Ausschittung von verschiedenen
Peptiden sowie GABA beobachtet. Im Gyrus dentatus wird zudem die Plastizitats-
modulierende Freisetzung von Glutamat via Hs-Rezeptoren gehemmt (Brown and
Reymann, 1996).

2.4 Elektrophysiologische Aspekte der TM-Neurone

Die Eigenschaft histaminerger Neurone ahnelt der anderer aminerger Zellen.
Sie feuern spontan, als Schrittmacher mit einem langsamen Rhythmus bis zu 3 Hz,
formen breite Aktionspotentiale (1.8 ms mittlere Amplitudendauer) und tiefe,
langandauernde Nachhyperpolarisationen (15-20 mV) (Reiner und McGeer, 1987;
Haas und Reiner, 1988).

Die Feuerungsrate der TM-Neurone ist abhangig vom zirkadianen Rhythmus,
wobei sie wahrend der Wachzeiten ihr Maximum erreicht, wahrend des Tiefschlafes
abnimmt und wahrend des REM-Schlafes stoppt (Sakai et al., 1990). Ahnliche
zustandsabhangige Feuerungsraten wurden auch in anderen monoaminergen
Systemen im Hirnstamm identifiziert (Jones, 1989). Da die Aktivitat cholinerger und
histaminerger, wie anderer monoaminerger Neurone, mit dem Aktivitats- bzw.
Erregungszustand des Gehirns korreliert, erfordert die Bestimmung eines
zustandsadaquaten Aktivitatslevels des Gehirns ein kollektives, aufeinander

abgestimmtes Zusammenarbeiten dieser Neurone (Khateb et al., 1995).

H-Rezeptor

Eine Groliteil elektrophysiologischer Antworten wurde nach
H1-Rezeptorstimulation beobachtet. So fuhrt die Aktivierung dieses Rezeptors meist
zu exzitatorischen Effekten, d. h. einer Depolarisation und / oder einem Anstieg der
Feuerungsrate (Haas 1992). Diesem exzitatorischen Effekt kdnnen verschiedene
Mechanismen unterliegen.

Im Thalamus (McCormick und Williamson, 1991), im Cortex (Reiner und
Kamondi, 1994) und in striatalen cholinergen Interneuronen (Munakata und Akaike,
1994) wurde eine langer andauernde tonische Depolarisation via Hi-Rezeptor-
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Aktivierung beobachtet. Bedingt ist diese Depolarisation durch eine Blockierung
einer beim Ruhemembranpotential aktiven Hintergrund-Kaliumleitfahigkeit. Ob dieser
Effekt durch direkte G-Protein-Wirkung oder uber den Umweg von second
messengern vermittelt wird, ist nicht klar. Andere der Depolarisation zugrunde
liegende Mechanismen sind im supraoptischen Areal und in cholinergen septalen
Neuronen zu beobachten (Gorelova und Reiner, 1996). Die initiale Depolarisation
cholinerger septaler Neurone ist auf einen TTX-unsensiblen Natriumstrom
zurtckzufihren——unabhangig vom intrazellularen Calciumspiegel. Dieser Effekt ist
H1-Rezeptor vermittelt.

In vitro wurde gezeigt, dass Stimulation von TM-Neuronen, die einen
monosynaptischen Kontakt zu supraoptischen Neuronen knupfen, eine erhodhte
interneuronale Kopplung — Gap junction Ausbildung — der supraoptischen Neurone
bedingt. Dieser Effekt wurde durch die Applikation von Pyrilamin (Hs-Antagonist)
blockiert (Hatton und Yang, 1996). Weiterhin wurde gezeigt, dass Hi-Rezeptor-
Aktivierung die Stimulation Ligandengesteuerter Kanale moduliert. Glutamaterge
NMDA-Rezeptor mediierte Strome wurden durch H4-Rezeptor-Aktivierung gesteigert
(Payne und Neumann, 1997).

In vivo Studien zeigten, dass die Ausschittung von Noradrenalin im anterioren
und posterioren Hypothalamus durch Stimulierung des Hi-Rezeptors gesteigert
werden kann (Philippu, Bale et al., 1984). In der CA3 wurden H-Rezeptor vermittelte
langsame Depolarisationen und verstarkte EPSPs beobachtet (Segal, 1980,1981;
Tagami et al., 1984; Sunami, et al., 1991).

H»>-Rezeptor

Im Gegensatz zum Hi-Rezeptor wirkt die Aktivierung des Hy-Rezeptors in
einigen Hirnarealen inhibitorisch, was sich in einer Hemmung der Feuerungsrate,
einer Hyperpolarisation und einer Depression der Signaltransmission aul3ert (Haas
und Bucher, 1975; Haas und Wolf, 1977; Haas et al., 1991; Schwartz und Haas,
1992).

Der Mechanismus der inhibitorischen Wirkung der H,-Rezeptor-Aktivierung ist
bislang nicht geklart. In hypothalamischen Zellkulturen wurde der inhibierende
H,-Rezeptor-Effekt durch Phosphodiesterasehemmer potenziert, was auf eine
mediierende Aktion von CcAMP hinweist (Geller et al., 1979,1981). Eine
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Erklarungsmoglichkeit besteht in der indirekten Hemmung durch Exzitation
nahegelegener GABAerger Neurone. Im Hippocampus — entorhinaler Cortex und
CA1 — konnte allerdings eine exzitatorische Wirkung durch Hz-Rezeptoraktivierung
erzielt werden (Haas und Konnerth, 1983; Haas et al., 1990; Selbach et al. 1997).
Dieser exzitatorische Effekt wird an den Pyramidenzellen des Hippocampus und den
Kornerzellen des Gyrus dentatus durch Blockade calciumabhangiger Kaliumkanale
vermittelt.

Eine Calciumaktivierte Kaliumleitfahigkeit [gK(Ca)] spielt eine wichtige Rolle in
der Regulation der Exzitation vieler Neurone. Sie ist verantwortlich fur die
Akkommodation der Feuerrate wahrend langanhaltender Depolarisation und fur die
Ausformung einer langanhaltenden Nachhyperpolarisation. Histamin und Ho-
Agonisten blockieren diesen Effekt. Die exzitatorische Wirkung der H;-Rezeptor-
Aktivierung ist nicht auf eine Blockade des Calciumstroms, sondern vielmehr auf
eine direkte Wirkung am Kaliumkanal (Iapp slow) zurlickzufiuhren (Haas und Greene,
1986; Greene und Haas, 1990).

2.5 Histaminerge Effekte im Hippocampus

Die histaminerge Projektion aus dem tuberomammillaren Nucleus beeinflusst
die elektrischen und funktionellen Eigenschaften des Hippocampus (Weiler et al.,
1998). Histamin blockiert die Akkommodation der Feuerung und die langanhaltende
Nachhyperpolarisation in den Prinzipalzellen des Hippocampus (Haas und Konnerth,
1983). Der exzitatorische Effekt auf die Prinzipalzellen im Hippocampus wird durch
H,-Rezeptoren vermittelt (Greene und Haas, 1990; Haas und Green, 1986) und
aulert sich auch in einer VergrolRerung der population spikes sowie der spontanen
Feuerungsfrequenz (Yanovsky und Haas, 1998; Brown, Fedorov, et al., 1995).
Weiterhin hat HA einen starken exzitatorischen Effekt auf hippocampale
Interneurone, was zu einem Anstieg spontaner IPSPs in den Pyramidenzellen der
CA1 und den Kornerzellen des Gyrus dentaus fuhrt (Greene und Haas, 1990; Haas
und Greene, 1986). Auch diese Effekte scheinen H,-Rezeptor vermittelt zu sein.
Eine neuere in vitro Studie zeigte, dass H,-Rezeptoraktivierung eine negative
Modulation des Auswartsstroms in inhibitorischen Interneuronen bedingt. Ein Effekt,
der durch einen PKA-Phosphorylierungsmechanismus an der Untereinheit des
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Kaliumkanals (Kv3.2) vermittelt wird, was die Feuerungsfrequenz der Interneurone
und somit die Inhibition benachbarter Prinzipalzellen senkt (Atzori, M. et al., 2000).

Inhibitorisch wirkt HA auf die synaptische Transmission des tractus perforans
zum Gyrus dentatus. Dieser Effekt ist durch prasynaptisch lokalisierte H3-Rezeptoren
in den Nervenendigungen des tractus perforans vermittelt (Brown, 1996; Greene und
Haas, 1990). Diesen inhibitorischen Effekt kann man auch in vivo nach Applikation
eines Hs-Agonisten (Manahan-Vaughan et al., 1998) sowie nach TM-Stimulation
(Weiler et al., 1998) beobachten.

Neben den Uber HA-Rezeptor vermittelten Effekten, hat HA eine potenzierende
Wirkung auf NMDA-Rezeptor-vermittelte Strome isolierter oder kultivierter
hippocampaler Pyramidenzellen (Bekkers 1993; Vorobjev et al., 1993).

Da dieser Effekt durch keinen Agonisten resp. Antagonisten der H4-, Hy- und
Hs-Rezeptor zu imitieren resp. blockieren war und zudem ausgeschaltete second
messenger Funktionen diesen Effekt nicht hemmten, kann man schlussfolgern, dass
HA die potenzierende Wirkung direkt via Polyamin-Bindungs-Flache des
NMDA-Rezeptors entfaltet. Das histaminerge System konnte also auf diesem Weg
modulatorisch in NMDA-Rezeptor Wirkungen, wie z. B. Langzeitpotenzierung (LTP)
eingreifen (Vorobjev et al., 1993).

Wesentlich ist auch der indirekte Einfluss von HA durch Aktivierung cholinerger
Neurone des medialen Septums, die zum Hippocampus projizieren und hier
maldgeblich das hippocampale EEG modulieren (Kap. 3). Diese Aktivierung, die zu
einer erhohten Ausschittung von Acetylcholin fuhrt, ist Hi-Rezeptor vermittelt

(Gorelova und Reiner, 1996).
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2.6 Funktionale Aspekte von Histamin

Der Einfluss nicht neuronalem HA wird bei einer Reihe von Funktionen, wie
Frel3- und Trinkverhalten, motorische Aktivitat, Antinocizeption, Verstarkungs- und
Lernmechanismen diskutiert (Schwartz et al., 1991; Yoshimatsu, H., et al., 1993;
Tuomisto, 1994a, b; Bannoura et al., 1998; Eriksson et al., 2000). Ubereinstimmende
Befunde zeigten den Einfluss von HA in die Regulation biologischer Rhythmen, wie
das Schlaf-Wach-Verhalten und den zirkadianen Rhythmus, sowie einen
modulatorischen Einfluss auf den allgemeinen Erregungszustands des Gehirns
(engl.: “arousal’) (Onodera et al., 1994). Weiterhin wird dem histaminergen System
eine modulierende Einflussnahme auf vegetative Komponenten zugeschrieben wie
die Thermoregulation (Clark und Lipton, 1985), kardiovaskulare Funktionen
(Poulakos und Gertner, 1989) und die neuroendokrine Kontrolle (Knigge et al.,
1988).

Im Folgenden werden die fur die vorliegende Arbeit relevanten, funktionalen
Aspekte von Histamin auf den Organismus beschrieben. Sie gliedern sich in
beobachtbares Spontanverhalten, kognitive Funktionen (welche in Zusammenhang
mit hippocampaler EEG-Aktivitat diskutiert werden) und histaminerge Einflisse auf

hippocampale Aktivitat, die sich im Gesamtverhalten des Organismus widerspiegelt.

2.6.1 Schlaf-Wach-Verhalten und zirkadiane Rhythmen

Die Vermutung, dass HA in Mechanismen des “arousal” involviert ist, entsprang
der Beobachtung der sedativen Effekte klassischer  Antihistaminika
(H1-Antagonisten), die zur Behandlung inflammatorischer bzw. allergischer
Reaktionen verwendet wurden. Diese Drogen blockieren nach Uberquerung der Blut-
Hirn-Schranke Hq-Rezeptoren im Gehirn (White und Rumbold, 1988).

Weiterhin wurde gezeigt, dass die HA-Ausschuttung einem zirkadianen
Rhythmus unterliegt, wobei erhdhte HA-Spiegel wahrend physiologischer
Wachzeiten festgestellt wurden (Schwartz et al., 1976).
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Elektrophysiologische Studien bei Katzen, zeigten Schlaf-Wach-abhangige
Entladungen von TM-Neuronen, mit einem Sistieren der Zell-Aktivitat wahrend des
Tief- und REM-Schlafes (Monti, 1993). Die Injektion von HA in hypothalamische
Areale (Lin et al.,, 1988) verkirzt den Wachzustand wahrend die bilaterale
Transsektion des posterioren Hypothalamus resp. die Injektion des GABAa-
Agonisten Muscimol in diese Region zu Somnolenz resp. zu Hypersomnie fuhrt (Lin
et al., 1989). Dementsprechend erzeugt die Gabe des Hs-Antagonisten Thioperamid
gesteigerte Wachheit (Lin et al., 1990) — ein Effekt, der durch H4- nicht aber durch
H,-Rezeptorblocker antagonisiert wurde (Monti et al., 1990).

2.6.2 Motorische Aktivitat

Die Befunde zum histaminergen Einfluss auf motorische Aktivitat sind nicht
kongruent. In einigen Untersuchungen fuhrte die ip. Injektion von HA zu einer
Verminderung lokomotorischer Aktivitat (Calcutt, 1976; Onodera und Ogura, 1985).
Die Hs;-Rezeptorblockierung, sowie die Inhibition des HA-Katabolismus bedingte
Hyperaktivitat (Sakai et al., 1991, 1992). Dementgegen stehen Studien, in denen
durch a-FMH eine Reduktion lokomotorischer Aktivitat erzielt wurde (Cacabelos und
Alvarez, 1991) oder nach icv. Injektionen von HA biphasische Anderungen
lokomotorischer Aktivitat entstanden (Chiavegatto et al., 1998). Dieser biphasische
Effekt gliedert sich in eine initiale Hypoaktivitat und eine sich anschlieRende
H1-Rezeptor vermittelte Hyperaktivitat (Bristow und Bennett, 1988; Kalivas 1982).

Das Klonen des Hi-Rezeptor-Gens machte es moglich, Hi-Rezeptor-defiziente
Mause zu zuchten. Trotz normaler Entwicklung in der Ontogense der Mause zeigten
sich Verhaltensauffalligkeiten in der Lokomotion sowie im Explorationsverhalten der
Tiere. Die Lokomotionsrate richtete sich nicht mehr nach den circadianen Rhythmen;

zudem war die Exploration in neuer Umgebung reduziert (Inoue et al., 1996).
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2.6.3 Aufrichten, Putzen und Schniiffeln

Ubereinstimmend zeigten Studien eine Abnahme des Aufrichtens von Ratten
nach ip.-Injektionen des HA-Synthesehemmers o-FMH sowie eine Zunahme nach ip.
Applikation des HA N-methyltransferaseinhibitors Metoprine (Onodera et al., 1992;
Sakai et al., 1992; Cacabelos und Alvarez, 1991). Ebenso zeigte eine icv.-Injektion
von HA einen Anstieg des Putz- und des Aufrichteverhaltens (Kalivas, 1982).
Dementgegen fluhrte die intrahippocampale HA-Injektion zu einer Verringerung des
Aufrichteverhaltens. Ein Effekt, der mit intrahippocampaler H,-Blocker Injektion
antagonisiert werden konnte (Alvarez und Banzan, 1986; Alvarez und Guerra, 1982).
Das Putzverhalten wurde nach Hi-Antagonisten Administration gesenkt (Skuza et al.,
1989).

2.6.4 Angst

Es gibt bisher wenig Studien, die eine histaminerge Involvierung in
angstbezogene Prozesse untersuchen. In einer Hell-Dunkel-Testapparatur wurde die
Aufenthaltszeit von Mausen durch die Applikation des partiellen H¢-Agonisten und
Hs-Antagonisten Betahistine im hellen Kompartiment reduziert, was auf eine
anxiogene Wirkung dieser Droge deutet. Den gleichen Effekt erzielte man durch
Applikation einer Kombination von Hy- und Hs-Antagonisten. In beiden Versuchen
wurde die anxiogene Wirkung der Drogen durch Hi-Rezeptorblockade antagonisiert
(Imiazumi et al.,, 1996; Imiazumi und Onodera, 1993). Die Injektion des
Hi-Antagonisten Chlorpheniramine in den Nucleus basalis magnocellularis zeigte
einen anxiolytischen Effekt (Privou et al., 1998).

Kongruent zu diesen Befunden konnte mit Hi-Rezeptor knockout Mausen
ebenso ein reduziertes Angst-Verhalten beobachtet werden, wie bei Ratten, die eine
Lasion des tuberomammillaren Kerns E2 erfahren haben (Yanai et al., 1998; Frisch
und Hasenohrl, et al., 1998). Diese Studien postulieren eine anxiogene HA-Wirkung,
die durch den Hi-Rezeptor vermittelt wird. Klinische Befunde aus dem
Humanbereich, in denen durch Hi-Rezeptorblockade Angststérungen erfolgreich

therapiert wurden stutzen diese These (Douglas, 1985).
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2.6.5 Lernen und Verstarkung

Seit vielen Jahren wird die Involvierung des histaminergen Systems in Lern-
und Verstarkungsprozesse diskutiert, wobei sich die Befunde teilweise
widersprechen (White und Rumbold, 1988; Schwartz et al., 1991). Die zentrale
Verabreichung von HA erhdht die Schwelle intracranialer Selbstreizung (Cohn et al.,
1973), und unilaterale Ibotensaure- oder Gleichstromlasionen der E2-Subregion des
TM fahrten zum ipsilateralen Anstieg hypothalamischer Sebststimulation (Wagner et
al., 1993). Futterverstarktes operantes Verhalten wurde durch HA-Applikation
gehemmt und durch H4-Blocker gefordert (Bergman und Spealman, 1986).

Untersuchungen zur Platzpraferenz zeigten Ubereinstimmende Befunde.
Blockierung des Hi-Rezeptors induziert Platzpraferenz nach Injektion in das basale
Vorderhirn bzw. in den Nucleus accumbens der Ratte oder nach systemischer
Injektion beim Goldfisch (Privou et al. 1998; Zimmermann Doktorarbeit, 1998;
Mattioli et al., 1997).

Dem Konzept der Verstarkung wird bereits seit den dreiRiger Jahren eine
modulierende Funktion innerhalb der Gedachtnisformatierung zugesprochen
(Thorndike, 1933; Huston, 1977a; White 1989). Das Modell der
Gedachtniskonsolidierung  durch  Verstarkung (Huston,1982) erlautert den
Zusammenhang zwischen verstarkenden und gedachtnisverbessernden Effekten
von Stimuli. Ereignisse, die verstarkend sind, sollten zu einer Lernverbesserung
fuhren und vice versa. Dieses Modell stutzt eine Reihe von Untersuchungen, die
zeigten, dass verschiedene Verstarker, post-trial verabreicht, zu einer
Gedachtnisverbesserung fuhrten (Huston et al., 1977b; Mondadori et al., 1977; Carr
und White, 1983; Huston und QOitzl, 1989; Messier et al., 1988).

Aufgrund der hemmenden Wirkung von HA, bzw. der disinhibierenden Effekte
von Hs-Blockern auf Verstarkungsmechanismen, ist zu vermuten, dass das
histaminerge System auf Gedachtnisprozesse ebenfalls einen hemmenden Einfluss
ausubt, der durch H¢-Blockade antagonisiert wird. Die Blockade der HA-Synthese
durch o-FMH flhrte sowohl zu einer Leistungssteigerung in der Radial Maze-
Performance als auch zur Beschleunigung aktiven Vermeidungsverhaltens (Sakai et
al., 1998; Cacabelos und Alvarez, 1991).
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Sowohl icv. als auch intrahippocampale HA-Injektion fuhrte zur
Verschlechterung aktiven Vermeidungslernens (Alvarez und Banzan, 1995; Tasaka
et al., 1985). Erfolgte die icv.-Injektion allerdings erst nach dem Lerndurchgang
(post-trial-Administration), wurde eine Leistungsverbesserung inhibitorischen
Vermeidungslernens erzielt (De Almeida und Izquierdo, 1986, 1988).

Die leistungsvermindernde HA-Wirkung auf aktives Vermeidungslernen wurde
durch intrahippocampale Hi-Rezeptor-Blockade antagonisiert — wohingegen die
H.-Rezeptor-Blockade keinen Einfluss zeigte (Alvarez und Banzan, 1996 a & b).
Auch intracraniale Injektionen in den Nucleus basalis magnocellularis oder den
Nucleus accumbens steigerten die Leistungen fur inhibitorisches Vermeidungslernen
(Privou et al., 1999; Zimmermann Doktorarbeit, 1998). Studien zu TM-Lasionen
wiesen auf eine inhibitorische Funktion des histaminergen Systems auf die
Gedachtnisformatierung (Huston et al., 1997; Frisch et al., 1998). So erhdhte sich
die Retentionsleistung in Vermeidungsaufgaben nach Gleichstromlasionen der
E2-Region des TM (Klapdor et al., 1994; Segura-Torres et al., 1996). In
Ubereinstimmung mit der inhibitorischen Funktion des histaminergen Systems auf
Lernen, konnte in einer weiteren Studie durch i.p.-Injektion eines Hi-Antagonisten
eine Lernfazilitierung erzielt werden (Frisch, et al., 1997).

Allerdings liegen auch widerspruchliche Befunde zum histaminergen Einfluss
auf die Lernleistung vor. So fuhrte sowohl Hs-agonistische als auch
Hs-Antagonistische systemische Applikation zu erhdhter Lernleistung (Meguro et al.,
1995, Smith et al., 1994). Zudem zeigten icv.-Injektionen von HA dosisabhangig eine
Verschlechterung oder Verbesserung des Gedachtnisabrufes (Bhattacharya, 1990;
Tasaka et al., 1985). In den Prozess der Gedachtnisformation sind verschiedene
Hirnareale involviert. Neben dem Hippocampus, gewinnt bezuglich der
Engrammbildung das Septum bzw. die septohippocampale Projektion in den letzten
Jahren zunehmend an Bedeutung. Da diese Projektion wesentlich an der
hippocampalen EEG-Generierung beteiligt ist (Kap. 3) und Histamin via
Hi-Rezeptoraktivierung zu einer erhohten Ausschiuttung von Acethylcholin
cholinerger septaler Neurone fihrt (Kap. 2.4; 2.5), soll an dieser Stelle kurz die
Involvierung septohippocampaler Projektionen bzw. cholinerger Aktivitat in

Lernprozesse erlautert werden:
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Lasionen des Septums bzw. die Transsektion der Fimbria-Fornix zeigten eine
Reduzierung des raumlichen Gedachtnisses, die jeweils mit einer Abnahme der
Cholinacetyltransferase im Hippocampus korrelieren (Matsuoka et al., 1991).

Die septohippocampale Projektion enthalt, wie in 1.2.1 beschrieben,
vornehmlich cholinerge und GABAerge Fasern, welche zu den Pyramidenzellen bzw.
Interneuronen der CA3 und zum Gyrus dentatus projizieren. Der fazilitierende Effekt
von vornehmlich muscarinergen, cholinergen Agonisten auf Lernprozesse ist seit
einigen Jahren bekannt, ebenso die Lernverschlechterung durch muscarine
Rezeptorblockade. Entscheidend fur den Effekt cholinerger Aktivitat ist der
Applikationsort der Ago- bzw. Antagonisten bzw. anderer neuroaktiver Substanzen,
die die cholinerge Aktivitat mediieren (Izquierdo und Medina, 1995).

Intrahippocampale Injektion des muscarinischen Rezeptorantagonisten
Scopolamin verursacht eine Lernschwache. Demzufolge zeigten muscarinische
Agonisten oder GABAAa-Antagonisten einen faszilitierenden Effekt und die
intraseptale Injektion von GABAAa-Agonisten eine Hemmung der
Arbeitsgedachtnisprozesse (Izquierdo et al., 1992; Rosat et al., 1992; Chrobak et al.,
1989). Appliziert man Scopolamin aber in das Septum, konnte in bestimmten
Lernaufgaben keine Lernschwache induziert werden (Rosat et al., 1992). Diese
intrahippocampalen und intraseptalen Injektionsbefunde auf Gedachtnisprozesse
konnten durch LTP-Studien manifestiert werden.

Demzufolge postulierten Izquierdo und Medina (1995) eine hohe Korrelation bei
pharmakologischer Induktion, u. a. durch muscarinerge Agonisten, von LTP und
erhohter Lernleistung. Da Lasionen des Nucleus basalis magnocellularis (Nbm) im
Gegensatz zu septalen Lasionen nur eine leichte, reversible Beeintrachtigung im
Diskriminationslernen  bedingen, ist zu vermuten, dass der cholinerge
septohippoccampale Faserzug eine pragnantere Rolle bei der Engrammbildung
spielt als die cholinerge Innervation des Neocortex aus dem Nbm (Harder et al.,
1998).

Weitere Studien zeigten, dass Modulation histaminerger Aktivitdt Scopolamin-
induzierte Lernschwache verbessern kann. Sowohl Hiz-Agonisten — Applikation als
auch die kombinierte Verabreichung des Hs-Antagonisten mit einem Hx-Antagonisten
verbesserte in diesen Untersuchungen die Lernleistung (Miyazaki et al., 1995, 1997;
Smith et al., 1994).
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2.6.6 Synaptische Plastizitat

Seit Jahren wird die Langzeitpotenzierung (LTP) als neurophysiologisches
Korrelat gedachtnisformatierender Mechanismen diskutiert. Hebb postulierte (1949),
dass sich das Gedachtnis in der Anderungen der synaptischen Gewichtung
manifestiert. Die positive Korrelationen von Lernleistung und synaptischer Plastizitat
wurde in einer morphologischen Analyse deutlich, die zeigte, dass Ratten, die einen
unkonditionierten Stimulus erlernten, gegenuber der Kontrollgruppe eine hdhere
postsynaptische Dichte aufwiesen. Die damit erzielte erhGhte Anzahl von Rezeptoren
und lonenkanalen bedingt mdglicherweise eine gesenkte Stimulationsschwelle um
die Signaltransmission zu faszilitieren (Geinisman et al., 2000).

Im Gyrus dentatus wurde erstmalig 1973 eine langanhaltende Potenzierung
extrazellularer synaptischer Potentiale (LTP) registriert, die in vitro vier Stunden und
im intakten Praparat Wochen persistierte (Bliss und Gardner-Medwin, 1973; Bliss
und Lomo, 1973). Neben der langanhaltenden Potenzierung zeichnet sich das LTP
durch weitere Eigenschaften aus, die es zu einem attraktiven Model fur die
zugrundeliegenden Mechanismen der Gedachtnisformation machen.

LTP besitzt synaptische Spezifitat, d. h., nur die zum Zeitpunkt der LTP-
Induktion aktiven Synapsen werden potenziert. LTP unterliegt einem kooperativen
Prozess, d. h. mehrere Fasern mussen gleichzeitig stimuliert werden. Schliefl3lich
kann durch einen assoziativen Mechanismus auch eine schwache Stimulation
(unterhalb des Schwellenniveaus) zu LTP flUhren, wenn das postsynaptische Neuron
gleichzeitig Uber einen anderen Input depolarisiert wurde (Bliss und Collingridge,
1993).

LTP bezeichnet eine verstarkte Wirksamkeit synaptischer Signaltransduktion
nach hochfrequenter Stimulation (10-400 Hz, tetanisch) afferenter Nervenfasern, die
mehrere Stunden persistiert. Eine schwache Stimulation fuhrt zu einer bis zu 5 Min.
andauernden posttetanischen Potenzierung (PTP), starkere Stimulierung induziert
eine bis zu einer Stunde anhaltende KurzzeitPotenzierung (STP). Da nach
vormaliger LTP-Induktion nicht direkt erneut ein LTP — wohl aber PTP und STP —
auslosbar sind schliesst man, dass verschiedene Mechanismen langanhaltender

bzw. kurzzeitiger Potenzierung zugrunde liegen.
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Der Ubergang vom PTP- in das STP-Stadium kann durch Applikation des
Glutamatagonisten NMDA induziert werden (Kauer et al.,, 1988). Der
NMDA-Antagonist D,L-AP5 zeigte in vivo nach intrahippocampaler Microinfusion eine
Blockade fur LTP-Induzierung sowie einen Abfall raumlichen Lernens (Morris RG et
al., 1989). Fur die Induktion von LTP ist neben der Aktivierung des NMDA-Rezeptors
ein zusatzlicher Trigger notwendig. Diskutiert wird die Beteiligung von Rezeptoren
aus der mGIuR Familie oder des cAMP/PKA Mechanismus (Matthies und Reymann,
1993).

HA kann Uber mehrere Wege in den Prozess zur LTP-Induktion eingreifen. In
der CA1 des Hippocampus fazilitiert HA die Induktion von LTP auch bei Blockade
der His-und Hy-Rezeptoren, so dass dieser Effekt Uber direkte Aktion am
NMDA-Rezeptor vermittelt zu sein scheint (Brown et al., 1995). Neben der direkten
Aktivierung des NMDA-Rezeptors Uber die Polyamin-Bindungs-Stelle, kann eine
Steigerung des NMDA-Stroms durch Blockade Ca-abhangiger Kaliumkanale via
H,-Rezeptor (Haas, 1984) oder durch Modulation des Magnesiumblocks im
NMDA-Rezeptor via Hi-Rezeptor induziert werden. HA induziert in den
Prinzipalzellen des Gyrus dentatus und der CA3 via Hz-Rezeptor ein LTP der
synaptischen Feld- (fEPSP) und Populationsaktionspotentiale (EPSP oder
“‘popspikes”) (Haas, 1992). Umgekehrt fuhrt die Hs-Rezeptor-Aktivierung im Gyrus
dentatus zu einer reduzierten “paired-pulse” Plastizitat, eine Form des STP (Brown
und Reymann, 1996).

2.6.7 Epilepsie

Schon kurz nach der EinfUhrung der klassischen Antihistaminika entdeckte
man ihre prokonvulsiven Eigenschaften (Wyngarden und Seevers, 1951). Klinische
Studien belegen, dass die Administration von Hj-Antagonisten die
Auftretenshaufigkeit epileptischer Anfalle bei Epilepsiepatienten erhoht (Churchill
und Gammon, 1949; Yokoyama et al., 1993). Dementsprechend wurde bei Kindern
mit febrilen Anfallen eine verminderte HA-Konzentration im cerebrospinalen Fluidum
(Kiviranta et al., 1995) und in den corticalen Foci von Epilepsiepatienten ein erhdhtes

Auftreten von Hi-Rezeptoren nachgewiesen (linuma et al., 1993).
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Letzteres deutet auf einen defensiven Mechanismus eines antikonvulsiven
Systems hin, welches das Ausbreiten der elektrischen Aktivitat eindammt — was
wiederum auf einen hemmenden Effekt des histaminergen Systems hinweist.

Tierexperimentelle Studien zeigten, dass durch elektrische Induktion von
Epilepsie (Amygdala-kindling-seizure) der HA-Gehalt in der Amygdala sinkt, durch
Applikation von Histidin die Ausformung der Epilepsie gehemmt wird (was wiederum
durch Hi-Blocker antagonisierbar war (Kamei, et al., 1998)) und weiterhin, dass die
Induktion von Epilepsie durch H¢-Antagonisten fazilitiert wurde (Yokoyama, et al.,
1996).

L-Histidin vermittelte antikonvulsive Effekte wurden durch o-FMH, H¢- nicht
aber Hy-Antagonisten reduziert (Yokoyama, et al., 1992). Ebenso wurden die
antikonvulsiven Effekte von Hs-Antagonisten, durch Hj- nicht aber H,-Blocker
antagonisiert (Yokoyama, et al., 1993; Yokoyama et al., 1994).

Zusammengefasst sprechen diese Befunde flr einen inhibierenden
Hi-Rezeptor vermittelten Mechanismus des histaminergen Systems auf die

Entwicklung oder Auftretenshaufigkeit von Epilepsie.

3. Hippocampales EEG

Zur Generierung rhythmischer, synchroner Oszillationsmuster ist die
Zusammenarbeit mehrerer Neurone — erregender sowie hemmender — erforderlich.
In solch einem neuronalen Netz fallt eine wesentliche Aufgabe zur Ausformung der
verschiedenen Entladungsmuster den Interneuronen zu. So kdnnen diese auch
selbst als Schrittmacherzellen fungieren, um einen Rhythmus in ihren Zielneuronen
zu initiileren, bzw. durch gleichzeitige Erregung benachbarter Prinzipalzellen, deren
Feuerungsrate je nach Synapsenlokalisation auf vielfaltige Art modulieren oder gar
mit ihren Zielneuronen in rekkurenten- bzw. feedforward-Mechanismen
,Minischaltkreise“ ausformen (Traub et al., 1998; Khazipov et al., 1997; Buzsaki et al.
1996).

Die = Zusammenarbeit eines neuronalen  Netzwerks  wird  durch
Einzelzellableitung oder durch Messung von Feldpotentialen vieler Neurone
aufgeschlusselt, wobei sich in den Feldpotentialen hauptsachlich die Aktivitaten bzw.
Potentiale der Prinzipalzellen widerspiegeln, da die Interneurone zu klein und nicht
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so zahlreich sind, als dass sich ihre Aktivitat in dem abgeleiteten Potential
widerspiegelt. Die Tatsache, dass spontane hippocampale Aktivitat in hohem Male
mit verschiedenen Verhaltensweisen korreliert, ist seit Ende der sechziger Jahre
bekannt. Seitdem versucht man die zellulare Basis der verschiedenen,

verhaltensgebundenen Oszillationsmuster zu ergrunden (Vanderwolf, 1969).

3.1  Theta-Aktivitat

Der am weitesten charakterisierte EEG-Typ des Hippocampus ist die Theta-

Oszillation (6-12 Hz) — friher als rhytmische langsame Aktivitat (RSA) bezeichnet.
Aufgrund der zahlreichen Literatur zu diesem Thema wird in diesem Kapitel die
zellulare Grundlage hippocampalen EEGs ausfuhrlich beschrieben und bietet somit
die Basis zum Verstandnis, der in dieser Arbeit untersuchten elektrischen Aktivitat.
In der Ratte findet man Theta-Oszillationen wahrend explorativem Verhalten, wie
Schniffeln, Aufrichten oder Lokomotion und im REM-Schlaf (Vanderwolf, 1988).
Auch beim Menschen konnte man bei spezifischen Verhaltensweisen hippocampale
Theta-Oszillation ableiten (Kahana et al., 1999; Sandky et al., 1998).

Einzelzellableitungen hippocampaler Pyramidenzellen zeigten, dass bestimmte
Neurone korrespondierend mit dem Theta-Zyklus feuern, sobald sich das Tier an
einer bestimmten Stelle in der Umgebung befindet bzw. sich in einer bestimmten
Ausrichtung aufhalt (O'Keefe und Dostrovsky, 1971). Tiere mit hippocampalen
Lasionen kdnnen sich in ihrer Umgebung nicht mehr adaquat orientieren.

Aufgrund dieser Befunde postulierten O'Keefe und Nadel (1978), dass der
Hippocampus eine kognitive Landkarte der Umgebung darstellt. Einzelne Zellen
feuern lokalisationsspezifisch (place cells) und bilden zusammen mit anderen
Neuronen Uberlappende Felder (place fields), deren Feuerungsverhalten somit die
Lokalisation des Tieres im Raum (spatial field) widerspiegelt (Wilson und
McNaughton, 1993).

Einzelzellableitungen von Pyramidenzellen der CA1 zeigten eine Feuerungsrate
von 7-12 Hz, wenn das Tier im spatial field der abgeleiteten Neurone (place field)
umherlief oder sich aufrichtete — phasengebunden zur hippocampalen Theta-
Aktivitat. AuBerhalb des spatial fields fihrte die Lokomotion bei gleichbleibendem
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Theta zu einer Erniedrigung und Arhythmizitat der pyramidalen und granularen
Einzelzellfeuerungsrate (0.01-1.7 Hz), in den Talern der Thetawellen. Wohingegen
die Interneurone einen Anstieg ihrer Feuerungsrate sowie ein rhythmisches Entladen

wahrend der Amplitudenmaxima der Thetawellen zeigten.

Um den Mechanismus der Theta Oszillation zu ergrinden, muss der Einfluss
hippocampaler Afferenzen einbezogen werden. Frihe Studien zeigten, dass sowohl
systemische als auch intrahippocampale Injektion cholinerger Agonisten Theta-
Aktivitat induzierte, wahrend antimuscarine Drogen sie unterdruckte (Stumpf, 1965;
Bland et al.,, 1981). Weiterhin wurde gezeigt, dass Acetylcholin durch Reduktion
einer Kaliumleitfahigkeit hippocampale Pyramidenzellen leicht depolarisiert (Ben-Ari
et al., 1981; Cole und Nicoll, 1984).

Die prominenteste cholinerge Projektion zieht vom Septum und dem
diagonalen Band von Broca (MSDB) in den Hippocampus. Cholinerge
Schrittmacherzellen des Septums, welche sowohl zu den Prinzipalzellen als auch zu
den Interneuronen des Hippocampus projizieren, wurden als Initiatoren
hippocampaler Theta-Aktivitat betrachtet (Buzsaki und Eidelberg, 1983). So zeigten
in vitro Untersuchungen eine spontane, rhythmische Aktivitat septaler Neurone
(Vinogradova et al., 1998). Demzufolge verhinderten Lasionen des Septums, der
septohippocampalen Projektion sowie die gezielte Zerstérung cholinerger, septaler
Neurone die Theta-Aktivitat (Lee et al., 1993).

Da nach septaler Lasion auch keine rhythmischen Entladungen der
Interneurone identifiziert wurden, folgerte man, dass sie den Trigger der Theta-
Oszillation im  Ammonshorn  darstellen.  Somit  erzeugen  cholinerge
Schrittmacherzellen des Septums ein rhythmisches Oszillieren GABAerger
Interneurone  im  Ammonshorn, wodurch deren benachbarte Pyramidenzellen
rhythmisch gehemmt werden und in Theta-Frequenz oszillieren.

Wie bereits angesprochen, hemmen muscarinerge Rezeptorblocker das
Auftreten der Theta Wellen nicht vollstandig. Erst die zusatzliche Administration von
Parachlorophenylalanine (Serotoninsynthesehemmer) verhinderte die Theta-
Generierung (Vanderwolf und Baker, 1986). Kongruent zu diesen Ergebnissen
erzeugte die Stimulation des Raphekerns trotz muscarinerger Blockade Thetawellen
(Robinson und Vanderwolf, 1978).
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Serotonerge Afferenzen aus dem Raphe Kern ziehen hauptsachlich zu
hippocampalen GABAergen Interneuronen (Freund et al., 1990). Eine dominante
serotonerge Projektion zum Hippocampus erreicht diesen uUber den entorhinalen
Cortex. Ladiert man diese Projektion, werden die Muscarinblocker-resistenten
Thetawellen gel6scht (Whishaw und Kolb, 1979; Vanderwolf et al., 1985). Alleinige
Lasionen des entorhinalen Cortex zeigten keinen Einfluss auf das Auftreten der
Theta-Aktivitdt senkte aber die Theta-Amplitude um die 50 Prozent (Whishaw und
Sutherland, 1982; Bragin et al., 1995; Kocsis et al., 1999).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass der Aktivitatsgrad von Schicht Il und IlI
des EC in hohem Malde mit der Erregbarkeit der Koérnerzellen des Gyrus dentatus
korreliert, zu welchen sie projizieren (Buzsaki et al., 1994). Die Pyramidenzellen des
EC, die zum Stratum lacunosum moleculare der CA1 projizieren, feuern ebenfalls
phasenabhangig zum Theta-Zyklus (Ylinen et al., 1995 a; Toth et al., 1997; Chrobak
und Buzsaki, 1998). Uber den Tractus perforans, der z. B. durch Serotonin getriggert
Glutamat ausschuttet, erhalten die Dendriten der Prinzipalzellen im Gyrus dentatus
und Ammonshorn einen exzitatorischen Eingang (Leung, 1984). Die beschriebene
Inhibition der Prinzipalzellen erfahren sie durch benachbarte Interneurone im Bereich
ihres Somas. Dieser Dipol, begriindet in dendritischer Exzitation und somatischer
Inhibition, liel sich in einer Stromdichte-Karte, welche die Ein- bzw. Auswartsstrome

an Neuronen aufzeigt, nachweisen (Buzsaki et al., 1994).

Neuere Untersuchungen deuten auf zwei distinkte Mechanismen der Theta
Generierung in der CA1. Koharenzanalysen zeigten, dass der rhythmische Input aus
dem EC in den Hippocampus die Theta-Koharenz zwischen der pyramidalen Schicht
und dem Stratum oriens in der CA1 bedingt. Die Theta-Koharenz zwischen dem
Stratum radiatum der CA1 und der molekularen Zellschicht des Gyrus dentatus wird

durch die CA3-Innervation generiert (Kocsis et al., 1999).
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Neben der cholinergen Projektion aus dem Septum gewinnt die GABAerge
septohippocampale Projektion zunehmend an Bedeutung. Sie zieht zu den
GABAergen Interneuronen des Hippocampus und erhalt von diesen reziproke
Projektionen. Auferdem bilden die Hippocampus-Interneurone Synapsen mit
cholinergen Neuronen des Septums (Toth et al., 1993). In vitro Studien zeigten die
intrinsische Eigenschaft von GABAergen septalen Neuronen im Thetarhythmus zu
oszillieren (Serafin et al., 1996). Somit wirden die GABAergen Projektionen des
Septums hippocampale Interneurone rhythmisch hemmen, was eine rhythmische
Disinhibition hippocampaler Pyramidenzellen zur Folge hat. In Untersuchungen
zeigte sich, dass die Theta-Oszillation der Pyramidenzellen durch IPSP’s geformt
wird (Soltesz und Deschenes, 1993; Ylinen et al., 1995 a).

Welche Rolle spielt dann die cholinerge septohippocampale Projektion?

Durch muscarine Rezeptoraktivierung wird der Kaliumstrom gehemmt (Madison
et al., 1987) und der Einwartsstrom in die Pyramidenzellen gefordert (Caeser et al.,
1993). Somit kdnnen die Pyramidenzellen leichter disinhibiert werden. Weiterhin
wurde gezeigt, dass muscarine Rezeptoraktivierung den Kalium-Leckstrom der
Interneurone inhibiert, wodurch eine gesteigerte Theta-Oszillation ausgeldst wurde
(Parra et al., 1998). Vinogradova et al. (1998) zeigten, dass ein erhohter endogener
Acethylcholingehalt (durch Physostigmine) — der eine groRere Anzahl beteiligter
septaler cholinerger Neurone reflektiert — die Starke, nicht aber die Frequenz der
Theta Aktivitat andert.

Fir die Frequenzcodierung ist der GABAerge Mechanismus verantwortlich. Da
die GABAerge septohippocampale Projektion reziprok verlauft, ist es auch denkbar,
dass das Feuerungsmuster der septalen Neurone durch die GABAergen
Interneurone des Hippocampus mediiert wird; zumal die Stimulation der Fimbria —
direkter Output des Hippocampus — die Feuerungsaktivitat der MSDB Neurone senkt
(McLennan und Miller, 1974).

Daraus leitet sich die Effektivitat eines septo-hippocampo-septalen Kreislaufs
ab, in welchem oszillierende GABAerge MSDB Interneurone hippocampale
Interneurone in Thetafrequenz periodisch hemmen und vice versa. Solch ein

rekurrenter Mechanismus verstarkt und verlangert die Theta-Oszillation.
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Zusammenfassend wird die hippocampale Theta-Aktivitat durch externe
Einflisse generiert. Verantwortlich sind hierfir die rhythmischen Oszillationen
cholinerger und GABAerger Neurone des Septums, welche die Prinzipalzellen bzw.
Interneurone des Hippocampus innervieren. Dem entorhinalen Cortex wird eine
untergeordnete Rolle zur Theta-Generierung zugeschrieben. So kann er z. B., durch

serotonerge Afferenzen stimuliert, die Ausformung der Theta-Aktivitat modulieren.

3.2 Gamma-Oszillation

Intermittierend zur Theta-Aktivitat treten schnellere Oszillation von 40-100 Hz
auf, wobei die Frequenz beider Oszillationen positiv korreliert. Diese sogenannten
Gamma-Oszillationen werden im wachen Tier wahrend explorativen Verhaltens
beobachtet (Chrobak et al., 1998). Experimentell kann man Gamma-Oszillationen
auch bei Primaten, durch die Konfrontation mit sinnesmodalitatsspezifischen Stimuli
in den entsprechenden primar sensorischen Arealen, evozieren. In einigen
Untersuchungen wurde ihr Auftreten in Arealen kognitiv hoherer Verarbeitung
nachgewiesen. Entsprechend der Stimulusmodalitat gelang es in diesen Studien ein
distinkes Auftreten der Gamma-Oszillationen zu evozieren (Abeles et al., 1993;
Espinosa und Gerstein, 1988). Aufgrund dieser Befunde wird ihre Funktion als
elektrophysiologisches Korrelat basaler Wahrnehmungsprozesse diskutiert (Gray et
al., 1989, 1994) (Kap. 4.2).

Einen weiteren Beitrag zur Aufklarung kognitiver Korrelate der Gamma-
Oszillation erbrachte ihre Identifizierung in subcorticalen Arealen. Im Prae- und
Parasubiculum, welche mit dem EC die Verbindungsstelle zwischen Neocortex und
Hippocampus bilden, sowie in den hippocampalen Regionen selbst treten sie auf
(Eckhorn et al., 1988; Murthy und Fetz, 1992; Singer und Gray, 1995; Engel et al.,
1997).
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Welche Regionen sind an der Gamma-Generierung im Hippocampus beteiligt?

Im EC wurden Gamma-Oszillationen in den Schichten Il und Il identifiziert,
welche zum Gyrus dentatus projizieren und auf diesem Weg den Hippocampus mit
neocorticalem Input versorgen (Charpak et al., 1995; Chrobak et al., 1994).

Der EC innerviert Uber den Tractus perforans die Kornerzellen und hilaren
Interneurone des Gyrus dentatus. Durch Stimulation des Tractus perforans gelang
es, im Hilus Gamma-Aktivitat und eine verstarkte Feuerungsrate der hilaren
Interneurone zu evozieren. Neben dem Hilus identifizierte man Gamma-Oszillationen
auch in der CA1 und CA3, allerdings mit verkleinerter Amplitude (Bragin et al., 1993;
Buzsaki et al., 1983); wobei die Koharenz zwischen Hilus und CA1 groRer war, als
die zwischen Hilus und CAS3.

Die Lasion des EC léschte die Gamma-Oszillationen im Hilus oder zeigte sie
stark verkleinert, wahrend ihre Amplitude in der CA1 und CA3 bei erniedrigter
Frequenz (25-50 Hz) zunahm (Bragin et al., 1995). Demzufolge generiert der EC
Uber den Tractus perforans die Gamma-Oszillation im Hilus, wahrend er die
Oszillationsausformung in der CA1 und CA3 hemmt.

Die Tatsache, dass trotz lasionietem EC Gamma-Oszillationen auftraten,
deutet daraufhin, dass intrahippocampale Assoziationskreislaufe die Gamma-
Aktivitat generieren. In einer Stromdichte-Karte identifizierte man in den Schichten
der CA1 eine Ein-Auswartsstrom-Verteilung, die auf eine Erregungsubertragung via

Schafferkollaterale aus der CA3 hinweist (s. Kap. 3.3).

Studien am visuellen Cortex der Katze sowie im Primatencortex zeigten, dass
wahrend der Gamma-Aktivitat in Pyramidenzellen sowohl EPSP’s als auch IPSP’s
phasenabhangig zum Oszillationsrhythmus auftreten (Jagadeesh et al., 1992; Chen
and Fetz, 1993). IPSP’s kénnten durch Feuerung hilarer Interneurone an ihren
Zielneuronen — Kornerzellen und CA3-Pyramidenzellen — ausgelost werden, was
auch erklaren wurde, warum diese Zielneurone wahrend Theta-assoziierter Gamma-

Oszillation Uberwiegend ruhig sind.
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Die Gamma-Oszillation setzt sich demnach aus Tractus perforans stimulierten
EPSP’s an den Prinzipalzelldendriten und den IPSP’s — generiert an den

Prinzipalzellsomata durch hilare Interneurone — zusammen (Bragin et al., 1993).

Durch welchen Mechanismus werden die Gamma-Oszillationen getriggert ?

Ahnlich den Schrittmacherzellen, welche die Theta-Aktivitat generieren, werden
,chattering cells“ als Generator der hoherfrequenten Gamma-Oszillation diskutiert.
Interneurone konnten Uber metabotrope Glutamatrezeptoraktivierung depolarisiert
werden und durch reziproke Hemmung benachbarter Interneurone eine
Feuerungsfrequenz von 40Hz erzielen. Nach der Induktion dieser
Oszillationsfrequenz vermitteln sie via GABAa-Rezeptoren eine periodisch
fluktuierende Inhibition der Pyramidenzellen und bedingen so deren 40 Hz Feuerung
(Whittington et al., 1995).

Kongruent zu dieser Hypothese =zeigten in vitro Untersuchungen, dass
metabotrope Glutamat-Rezeptoraktivierung, bei gleichzeitiger Blockade des
ionotropen Glutamat-Rezeptors, IPSP’s in Pyramidenzellen und in Interneuronen
induzierte, die nun im 40 Hz-Rhythmus oszillierten (Traub et al., 1996).

Computersimulationen stitzen die These der intrinsischen Oszillations-
Eigenschaften von Interneuronen, welche durch gegenseitige Hemmung im
Interneuronennetzwerk eine 40 Hz-Oszillation ausbilden (Traub et al., 1998).
Weiterhin postulierten Studien, dass Pyramidenzellen als ,chattering-cells“ corticale
Gamma-Oszillation generieren. Ob solch ein intrinsischer Pyramidenzell-
Mechanismus hippocampale Oszillationen generieren kann, bleibt nachzuweisen
(Gray und McCormick, 1996).

3.3 Die hochfrequenten Oszillationsmuster ,,sharp waves“ und ,ripples*

In der Abwesenheit von Theta treten groRamplitudige spitz zulaufende Wellen
auf, die ehemals als “large amplitude irregular activity” bezeichnet wurden
(Vanderwolf, 1969). Im Lauf des letzten Jahrzehnts wurde die neuronale Basis
dieser Aktivitat, sowie deren Abhangigkeit zum beobachteten Verhalten genauer
untersucht und erhielt den Namen sharp wave (SPW). Identifiziert wurden die
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40-120 msec andauernden Wellen wahrend der Tiefschlafphase, wachem
Ruheverhalten, Essen, Trinken und Putzen (Buzsaki et al., 1983; Suzuki und Smith,
1987) aber nicht wahrend Theta-assoziiertem Verhalten.

Fimbria-Fornixlasionen verhindern zwar nicht das Auftreten der SPW’s doch
ihre Korrelation mit SPW-assoziiertem Verhalten wird aufgehoben. Lasionen des
entorhinalen Cortex zeigten im Gegensatz zur Gamma-Oszillation keinen Einfluss
auf die SPW-Ausbildung (Buzsaki et al., 1983).

Die zellularen Basen von Theta und SPW's unterscheiden sich grundlegend.
Die Feuerungsrate der Pyramidenzellen in CA1-CA3, im Subiculum und in den
tieferen Schichten des EC ist im Vergleich zu Theta wesentlich erhoht. Ebenso steigt
die Feuerungsrate der Interneurone (Ylinen et al., 1995 b, Buzsaki et al., 1992).

Durch Stimulation des Tractus perforans werden die CA3-Pyramidenzellen Uber
den Gyrus dentatus synchron aktiviert. Daraufhin zeigte die Stromdichte-Karte in der
CA1 einen Einwartsstrom (negatives Feldpotential) im Stratum radiatum — mit
geringerer Intensitat auch im Stratum oriens — und einen Auswartsstrom (positives
Feldpotential) in der pyramidalen Zellschicht.

Daraus lasst sich schlie3en, dass die apikalen (stratum oriens) und distalen
Dendriten  (stratum  radiatum) der CA1-Pyramidenschicht durch die
Schafferkollaterale der CA3-Pyramiden aktiviert wurden. Eine CA3-Pyramidenzelle
kann zwischen 10.000 und 20.000 Neurone der CA1 innervieren (Li et al., 1994).
Im Gegensatz zu den CA1-Pyramidenzellen verfugen die in der CA3 liegenden
Pyramiden Uber ein extensives rekurrentes Kollateralsystem, d. h. durch die
Erregung einer CA3-Pyramidenzelle werden ihre benachbarten Pyramidenzellen
ebenfalls aktiviert.

Werden die CA3-Pyramidenzellen nicht durch subcorticale Innervationen
gehemmt (s. Theta.), ensteht ein grolRes Entladungspotential, welches uUber die
Schafferkollaterale sowohl die Pyramidenzellen als auch die Interneurone der CA1
aktiviert. Die CA1-Interneurone werden zudem in einem feedback-Mechanismus
durch rekurrente Axonkollaterale der CA1-Pyramidenzellen depolarisiert (Li et al.,
1992).

Somit erfahren die CA1-Pyramidenzellen eine dendritische Depolarisation uber

die Schafferkollaterale mit somatischer Inhibition durch benachbarte Interneurone.

41



Eine phasenabhangige synchrone Entladung der Interneurone konnte eine
rhythmische Feuerung der, durch den CA3-Input depolarisierten
CA1-Pyramidenzellen, induzieren.

Tatsachlich wird in der CA1 eine hochfrequente Oszillation um 200 Hz wahrend
des SPW Status festgestellt — die sogenannten ripples (Ylinen et al., 1995 b).
Einzelzellableitungen zeigten, dass die Interneurone in der pyramidalen Schicht
wahrend des SPW Status mit einer Frequenz von 150-250 Hz feuerten. In den SPW
Pausen senkte sich die Feuerungsrate erheblich. Die Feuerungsrate der
CA3-Pyramidenzellen betragt wahrend des SPW Status 80-140 Hz.

Diese Befunde stltzen die These, dass die Interneurone malgeblich fur die

hochfrequente CA1-Oszillation verantwortlich sind und ripples durch IPSP’s der
Pyramidenzellen in der CA1 reflektiert werden (Ylinen et al., 1995 a&b).
Csicsvari et al. unterscheiden niederfrequente ripples (100-140 Hz), die synchron zu
den CA3-Pyramidenzellen feuern, von hochfrequenten (170-200 Hz), bei denen die
CA3 Pyramidenfeuerung zwar auch als Trigger dient, die ihre hochfrequente
Oszillation aber CA1-eigenen Netzwerkmechanismen verdanken (Csicsvari et
al.,1999 a&b).

Eine Blockade der GABAergen Inhibition zeigte ebenso wie die subcorticale
Deafferentierung das Auftreten groRamplitudiger, interiktaler Spikes, die zwar auch
synchronisierte Feldpotentiale aber nicht die rhythmische Oszillation des
CA1-Netzwerks widerspiegeln (Buzsaki et al., 1989, 1991). Die groReren Amplituden
zeigten eine hohere Beteiligung von Pyramidenzellaktivitat.

Damit ist die inhibitorische Interneuronenfunktion notwendig, um ein
ungestortes Oszillationsmuster bei limitierter Anzahl partizipierender Neurone zu
erzeugen. Jeder Fehler in diesem System fuhrt zu einer Desynchronisation und
erzeugt interiktale Spikes, die denen eines epileptischen EEGs ahneln.

Ein herrausragendes Charakteristikum der ripples ist ihre grofRflachige
Koharenz. Eine synchrone Ripple-Oszillation wurde innerhalb von 2 mm
longitudinaler Ausdehnung gefunden (Ylinen et al., 1995 b). Einige Autoren sprechen
sogar von einer Koharenz Gber 5 mm (Chrobak und Buzsaki, 1996). Vorraussetzung
solch groller raumlicher Koharenz ware ein ausgepragtes reziprokes
Kollateralsystem der Pyramidenzellen, Pyramidenzell-Interneuronen-Interaktionen
oder die schnelle elektrische Transmission mittels Spaltverbindungen (gap
junctions).
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Einige Studien unterstutzen die These, dass die Funktion von gap junctions
zwischen Pyramidenzellaxonen fir die gro3e raumliche Koharenz der Oszillation

verantwortlich ist (Draguhn et al., 1998).

An einer Vielzahl hippocampaler Interneurone wurden bereits gap junctions
nachgewiesen (Katsumaru et al., 1988). In vitro konnte Calcium- und pH-abhangige
CA1-Pyramidenzell-Kupplung induziert werden (Valiante et al., 1995; Church und
Baimbridge, 1991).

In vivo konnte unter Halothan, nicht aber unter anderen Narkotika, ein
vollstandiges Loschen der Ripples beobachtet werden. Halothan ist bekannt als
Blocker fir gap junction vermittelte Ubertragung, wobei die Wirkung aufgrund der
geringen Spezifitat umstritten ist (Finkbeiner, 1992; Ylinen et al., 1995 b).

In vitro konnten ebenfalls hochfrequente ripple-Oszillationen (150-200 Hz)
beobachtet werden, wobei man annahm, dass bisherige Erklarungen des neuronalen
Netzwerkes zur Generierung von ripples zu langsam waren, um so eine hohe
Frequenz zu erzeugen. Die Annahme ripples waren GABAa-Rezeptor-vermittelte
Oszillationen, konnte in diesem in vitro Experiment nicht bestatigt werden. Die
ripple-Oszillation persistierte trotz Blockierung des GABAa-Rezeptors. Auch
Glutamatantagonisten oder gar das Bad in einer Calcium-freien Losung, welche eine
chemisch synaptische Transmission in vitro unterbindet, konnten das Auftreten von
ripples nicht verhindern. Erst die Gabe von gap-junction Blockern wie Halothan
unterdrtickte die spontane hoch frequente Oszillation in vitro (Draghun et al., 1998).

Weiterhin wurden im EC ripples identifiziert, die 5-30 msec nach den in der
CA1 registrierten ripples auftraten. Somit ware das hippocampoentorhinale Netzwerk
durch  verhaltensdeterminierte  Oszillationsmuster  charakterisiert, die das

Feuerungsmuster hippocampaler Untergruppen organisieren und vice versa.

Wahrend Theta-bezogenenem explorierendem Verhalten werden neocorticale
Informationen Uber den EC in den hippocampalen Kreislauf eingespeist, wohingegen
wahrend SPW-bezogenem Ruheverhalten verarbeitete Informationen vom
Hippocampus uber den EC an den Neocortex zurtuckgeschickt werden. Theta
synchronisiert somit einkommende Informationen, wahrend SPW’s ausgehende

Informationen synchronisieren (Chrobak und Buzsaki, 1996).
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4, Neurophysiologische Modelle kognitiver Verarbeitung

Kognitive Funktionen wie Wahrnehmung, Sprache oder Gedachtnis basieren
auf paralleler Informationsverarbeitung verschiedener Hirnregionen. Eine bislang
ungeldste Fragestellung ist die nach dem Integrationsprozess der distinkt
verarbeiteten Informationen (Engel et al., 1999).

Am Beispiel des visuellen Systems versucht die Forschungsgruppe um Singer
die Integration basaler visueller Wahrnehmungsprozesse aufzuschlisseln (4.2).
Subpopulationen corticaler Neurone des visuellen Systems antworten auf einen
visuellen Stimulus mit einer Feuerung von 40 Hz. Diese raumlich verteilten
Merkmaldetektoren synchronisieren ihre rhythmische Aktivitat, so dass sie in Phase
oszillieren (Gray et al., 1989). Damit kdnnen die einzelnen visuellen Informationen
basaler Wahrnehmung zu einem Objekt zusammengesetzt werden.

Nach diesem Konzept konnten auch weitere Verarbeitungsprozesse in
corticalen und subcorticalen Regionen, wie den Assoziationscortices und dem
Hippocampus, in welchen Informationen verschiedener sensorischer Modalitaten
konvergieren, stattfinden (Jeffrys et al., 1996).

Diese Beobachtungen flhrten zu der These, dass die Synchronisation
oszillierender Neuronengruppen ihre transiente Bindung reflektiert. Somit beruhen
Gedachtnisengramme auf der gleichzeitigen Veranderung der Verbindungseffizienz
vieler, teils weit entfernt liegender Neurone (Singer, 1996).

Auf einer synchronen Entladungsfrequenz hippocampaler Neuronengruppen
basiert auch Buzsakis Gedachtnismodell (4.1). Seine These impliziert, dass die
geeigneteste Kondition fur Plastizitatsprozesse die hochste neuronale Feuerungsrate
reprasentiert. Womit die hochfrequente hippocampale ripple-Oszillation im

Mittelpunkt seines Gedachtnismodells steht.
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4.1 Neurophysiologische Modelle der Gedachtnisformatierung

Im folgenden wird Buzsakis Theorie der Gedachtnisformatierung erlautert
(Buzsaki, 1989 b; 1991).

Die =zellularen Korrelate fur Theta-Aktivitat und SPW sind verschieden.
Wahrend Theta feuern die Kornerzellen des Gyrus dentatus mit einer achtfach
erhohten Feuerungsrate, wahrend die Pyramidenzellen des Ammonshorns eine
verminderte Feuerungsfrequenz aufweisen (hauptsachlich ,place cells“ feuern,
Kap. 3.1).

Nach Beendigung des explorativen, Theta-assoziierten Verhaltens sinkt im
SPW-Status die Feuerungsrate der Kornerzellen; wohingegen die Pyramidenzellen
in CA1-CA3 und Subiculum ein hohe synchrone Entladungsfrequenz zeigen. Ebenso
steigt nun die Feuerungsrate der Interneurone.

Buzsaki postuliert, dass das Verhalten, welches mit der hdchsten neuronalen
Feuerungsrate und den starksten synchronen Feuerungsmustern (Koaktivation)
assoziiert ist, am geeignetesten ist, synaptische Plastizitat zu induzieren. Somit ware
der SPW-Status, der mit Ruheverhalten und Tiefschlaf assoziiert ist, der
geeigneteste Kandidat fiir plastische Anderungen der Pyramidenzellen.

LTP-Studien zeigten eine physiologisch unterschiedliche neuronale Grundlage
zur LTP-Generierung im Gyrus dentatus und den CA-Regionen. Subcorticale
Deafferentierung hindert die LTP-Generierung im Gyrus dentatus, nicht aber in CA1.
In CA1 wird eine maximale LTP-Generierung durch eine alle 200 msec erfolgende
tetanische Stimulation hervorgerufen. Die Repetitionsrate spontan auftretender
SPW's betragt ebenfalls 100-200 msec. Plastische Anderungen im Gyrus dentatus
sind wahrend Theta-assoziiertem explorativem Verhalten, in den CA1-CA3-Regionen
wahrend SPW-assoziiertem Ruheverhalten auslésbar (Rose and Dunwiddie, 1986;
Staubli und Lynch, 1987).

Aufgrund der angefuhrten Befunde formuliert Buzsaki ein Zwei-Stufen-Modell
zur Gedachtnisbildung:

Eintreffende Informationen werden wahrend des Theta-Status relativ labil
gehalten. Dieser labile Zustand wird nach Beendigung des explorativen Verhaltens in
einen stabilen umgewandelt. D. h. sowohl Theta als auch sharp waves sind
elektrophysiologische Aktivitatsmuster, die der Gedachtnisformatierung dienen.
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In der ersten Stufe aktiviert der parallele Input aus den Schichten Il und IlIl des EC
einige Kornerzellen, die nun verglichen mit den restlichen Koérnerzellen eine
gesteigerte Feuerungsrate aufweisen. Diese gesteigerte Feuerung ist ausreichend
um eine leichte transiente Potenzierung der CA3- und einiger weniger
CA1-Pyramidenzellen zu erzielen.

Die rekurrente collaterale CA3 Exzitation ist durch den subcorticalen Einfluss —
durch die feed-forward Exzitation inhibitorischer Interneurone — gehemmt. Nach
Beendigung des Theta Status entfallt die subcorticale Kontrolle, womit die zweite
Stufe der Gedachtnisformatierung beginnt.

Durch die rekurrente kollaterale Exzitation der CA3-Pyramidenzellen kommt es
zu synchronen Populationsentladungen, wobei die zuvor leicht potenzierten Neurone
als Initiatoren der SPW's fungieren. Die hohe synchrone Populationsentladung der
CA3-Pyramidenzellen erzielt eine langanhaltende Steigerung der synaptischen
Effizienz in CA3 und CA1 Zielneuronen. Die Erregbarkeit der Neurone korreliert mit
der Starke und dem =zeitlichen Abstand der zuvor erfahrenen Potenzierung im
Theta-Status.

So werden also wahrend des Explorierens raumliche Informationen Uber den
Tractus perforans zu den Kornerzellen des Gyrus dentatus gesendet. Die erhdhte
Feuerungsrate der aktivierten Kornerzellsubpopulation fihrt zu dem leicht
potenzierenden Effekt in einer Untergruppe von CA3 Pyramidenzellen, wobei eine
hohere Feuerungsrate auch zu einer starkeren Potenzierung fuhrt — z. B. wenn ein
Objekt intensiver exploriert wird. Verschiedene raumliche Informationen flhren
hierbei zur Aktivierung bzw. Potenzierung distinkter neuronaler Subpopulationen der
hippocampalen Strukturen.

Die rekurrente Exzitation der CA3 Pyramidenzellen im nachfolgenden sharp
wave Status breitet sich hierarchisch aus, so dass die Neurone welche die
raumlichen Informationen tragen, die sie wahrend des Explorierens erhalten haben,
auch am starksten potenziert werden — stark genug um LTP zu induzieren.

Die CA1 Neurone, auf welche die Initiatorzellen des SPW convergieren — also
auch die, die im Theta Status potenziert wurden — werden starker erregt als ihre
Nachbarn, wobei auch in der Schaffer Synapse LTP induziert wird. Dies zeigten in
vivo Untersuchungen, die sowohl durch extrazellulare Stimulation als auch durch
intrazellulare Strominjektion in CA1 Pyramidenzellen, gepaart mit dem spontanen
Auftreten der SPW's, LTP induzierten (King et al., 1999).
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Der Mechanismus der SPW's dient somit der Verstarkung aufgenommener
Informationen, um diese dann zur Langzeitspeicherung Uber das Subiculum zum
Cortex zuruckzusenden. Die Aktivitat der verschiedenen Schichten des EC korreliert
unterschiedlich mit den hippocampalen EEG-Typen Theta und SPW. Die Neurone
der Schicht Il und lll, die Uber den Tractus perforans zum Hippocampus projizieren,
entfalten ihre groRte Aktivitdt wahrend Theta; wohingegen die Neurone der
Schicht V, die zum Cortex projizieren, wahrend der hippocampalen SPW ihr
Aktivitatsmaximum zeigen. Der hippocampale Output hat also wahrend des SPW-

Status einen starken Einfluss auf entfernte neocorticale Areale.

Diese Theorie der Gedachtniskonsolidierung geht konform mit Befunden
hippocampaler elektrischer Aktivitat wahrend des Schlafes.
Schlafdeprivationsstudien  zeigten  die  Wichtigkeit des  Schlafes  zur
Gedachtniskonsolidierung. Wahrend der REM Phase werden im Traum vorher
erlebte Erfahrungen verarbeitet — als elektrophysiologisches Korrelat findet man
hippocampale Theta-Aktivitat. In der anschlieRenden Tiefschlafphase treten
wiederum SPW's auf und Uben ihren verstarkenden Beitrag zur Konsolidierung aus.
Die spontane Reaktivierung der wahrend der Exploration geformten Gedachtnisspur
instrumentiert den Prozess der Gedachtnisformatierung im Neocortex; wobei die
hochfrequente CA1-Oszillation diesen Prozess fazilitiert (Kudrimoti, et al., 1999).
AuBerdem wurde gezeigt, dass CA1 Neurone, die im wachen Tier eine hohe
Feuerungsrate zeigten, auch wahrend des darauf folgenden Schlafstadiums eine

erhohte Feuerrate aufwiesen (Pavlides und Winson, 1989).
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4.2 Kognitive Korrelate der Gamma-Oszillation

Frihere humane EEG-Studien zeigten eine verstarkte 40 Hz Aktivitat beim
Lésen kognitiver Aufgaben, die je nach Aufgabenstellung — visuell versus verbal — in
der rechten bzw. linken Hemisphare auftraten. Somit wurde der 40 Hz Aktivitat ein
Aufmerksamkeitsmechanismus zugeschrieben, basierend auf thalamocorticaler
Aktivitat, der die corticale Erregbarkeit (arousal) der aufgabenrelevanten Strukturen
determiniert (Sheer, 1984; Steriade et al., 1993).

Aufgrund dieser Befunde ist zu vermuten, dass die 40 Hz-Aktivitat
unterschiedlich mit verschiedenen Aufmerksamkeitsstadien wie Wachheit, Schlaf
oder Anasthesie korreliert. In Untersuchungen konnte einerseits eine Reduktion der
Auftretenshaufigkeit der 40 Hz-Oszillation wahrend der Anasthesie gezeigt werden
(Madler et al., 1991; Schwender et al., 1994 a&b); andererseits konnte kein
Unterschied der 40 Hz-Aktivitat zwischen Wachheit und REM Schlaf nachgewiesen
werden (Llinas and Ribary, 1993).

Wie in Kap. 3.2 beschrieben, bedingt die GABAa vermittelte periodisch
fluktuierende Inhibition der Pyramidenzellen deren 40 Hz Feuerungsfrequenz
(Whittington et al., 1995). Interessanterweise zeigte sich, dass sich die Kinetik des
GABAAa-Rezeptors wahrend der Ontogenese in hippocampalen Koérnerzellen der
Ratte andert (Hollrigel und Soltesz, 1997). Die Kinetik des GABAa-Rezeptor
mediierten IPSC’s (inhibitory postsynaptic current) wird in der dritten postnatalen
Woche schneller und steigt bis auf das Niveau eines erwachsenen Tieres. In dieser
Phase o6ffnen die Ratten erstmalig ihre Augen und explorieren aktiv ihre Umgebung.
Die Beschleunigung der GABAAa-Kinetik im Hippocampus ist also assoziiert mit dem

verstarkten Wachstum sensorischer Signalverarbeitung (Traub et al., 1998).

Eine wesentliche Entdeckung war das synchrone Auftreten der 40 Hz
Oszillationen in verschiedenen corticalen und subcorticalen Arealen (Engel et al.,
1992).

Im visuellen System der Katze evozierten visuelle Stimuli ein synchrones
Entladen von Neuronen der unterschiedlichen visuellen Areale beider Hemispharen
im wachen wie auch im anasthetisierten Tier (Gray et al., 1989, 1992; Konig et al.,
1995; Engel et al., 1991; Freiwald et al., 1995). Diese synchronen Oszillationen
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erstreckten sich bis in subcorticale Areale wie den lateralen Nucleus geniculatus und
die Retina (Sillito et al., 1994; Neuenschwander und Singer, 1996).

Synchrone 40 Hz Oszillationen wurden durch sensorische Stimuli ebenfalls in den
anderen modalitatsspezifischen Arealen evoziert (Freeman, 1983; Espinosa and
Gerstein, 1988; Abeles et al., 1993).

Eine Synchronisation zwischen temporalen und parietalen Assoziations-
Cortices, in welchen Informationen verschiedener sensorischer Modalitaten
konvergieren, wurde kurzlich bei multimodaler Objektprasentation nachgewiesen.
Hierbei lagen die koharenten temporalen und parietalen Oszillationen in der beta
Frequenz (13-18 Hz) (von Stein et al., 1999).

Synchrone Oszillationen sind die Vorraussetzung flir modalitatsspezifische
Integration. So mussen z. B. alle visuellen Merkmale wie Farbe, Kontrast oder
Konturen zusammengefuhrt werden, um ein Objekt zu erkennen (feature binding);
wobei eine bislang nicht geklarte Leistung die Differenzierung eines Objektes aus
seiner Umgebung bzw. die Unterscheidung zweier naheliegender Objekte darstellt
(Engel, et al., 1997). Das Zusammensetzen modalitatsspezifischer Stimuli ist die
Vorraussetzung der Objektwahrnehmung und des Bewusstseins Uber die Identitat
eines Objektes (,binding®).

Es zeigte sich, dass nur dann distinkte 40 Hz Antworten auf zwei akustische
Stimuli auftraten, wenn die Latenz zwischen beiden Stimuli grof3 genug war, um vom
Hoérer wahrgenommen zu werden, was flr eine bewusste Wahrnehmung als
kognitives Korrelat der 40 Hz Oszillation spricht (Joliot et al., 1994); genau so der
Befund, dass Worter, die mit motorischer Aktion assoziiert sind, Gamma-
Oszillationen starker im motorischen Areal und Woérter mit visuellen Assoziationen
starker im visuellen Areal auslosen. Was auf eine semantische Deutung innerhalb
dieser Verarbeitungsebene hinweist (Pulvermuller et al., 1997). Auch beim Abruf
interner Objektreprasentation, sowie innerhalb der Verzdgerungsphase von
Kurzzeitgedachtnisaufgaben treten Gamma-Oszillationen auf (Tallon-Baudry et al.,
1997; 1998).

Unter der Annahme, dass die funktionelle Relevanz von Gamma-Oszillationen
im Neocortex und Hippocampus miteinander verknupft sind, kann man folgern, dass
eine koharente neocorticale und hippocampale Oszillation eine Fusion von

Wahrnehmung und Gedachtnis von Objekten oder Ereignissen darstellt. Die
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Verknupfung von Wahrnehmung und Gedachtnis zeigt sich darin, dass sensorische
Stimuli den Erinnerungsprozess fordern (Bragin et al., 1995).

Weiterhin kann der Hippocampus als Instanz betrachtet werden, die durch
modulatorische, subcorticale Einflisse entscheidet, wie eintreffende sensorische
Informationen weiterverarbeitet, miteinander verknupft werden und welche
Gewichtung sie in Bezug auf Gedachtnisformatierung erhalten; z. B. versorgen
Projektionen aus der Amygdala den Hippocampus mit emotionalen Einfarbungen
belohnender oder aversiver Qualitat (Nishijo et al., 1993) oder mit der Wichtigkeit
eines Informationswertes — determiniert durch seinen Grad der “Neuheit” (Foote et
al., 1980).

4.3 Kognitive Korrelate der Theta-Aktivitat

Neben Buzsakis Zwei-Stufenmodell des Gedachtnisses vertreten auch andere
Untersuchungen die Relevanz der Theta-Aktivitat fur Gedachtnisprozesse.
Vanderwolf unterschied zwei distinkte Theta-Typen. Typ | korreliert mit willkarlichem
Verhalten, wie z. B. Lokomotion, welches nicht durch muscarinerge Antagonisten
blockiert werden kann. Typ Il korreliert mit leicht erniedrigter Frequenz, welche in
Ruhe neben irregularen, grollamplitudigen Oszillationen auftritt und durch Gabe
muscariner Blocker verschwindet. Konditionierungsexperimente zeigten ein Auftreten
von Theta-Oszillationen sowohl durch den unkonditionierten (Konfrontation mit dem
naturlichen Feind) als auch konditionierten Stimulus (Tonsignal), wobei die Theta-
Aktivitat durch wiederholtes Auftreten des konditionierten Stimulus habituiert. Dieser
Typ Il korrelliert also mit sensorischen Prozessen und ihrer biologischen Relevanz
(Sainsbury und Montoya, 1984). Somit ware Typ Il Theta ein Korrelat zur Inhibition
nicht-relevanter Stimuli.

Weitere Studien zeigten, dass afferente Aktivierung im Theta-Frequenzbereich
LTP im Hippocampus induziert. Kombination der Theta-Aktivitat zweier synaptischer
Inputs flhrt zu LTP wenn die Aktivierung phasengleich ist — ist sie antiphasisch wird

LTD (Long-Term-Depression) induziert (Kleshchevnikov, 1999).
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Cholinerge Agonisten fazilitieren Lernprozesse (lzquierdo et al., 1992) und
induzieren Theta-Rhythmus. Nach Induktion der Theta-Aktivitat zeigten die
Synapsen einen erhohten Status synaptischer Plastizitat (Huerta und Lisman, 1993).
Cholinerge  muscarinerge  Antagonisten  zeigten  dementsprechend eine
Lernverminderung des Kurzzeitgedachtnisses und eine Reduktion der Theta-Aktivitat
(Givens und Olton, 1990).

Welche hippocampalen EEG-Typen in Gedachtnisprozesse involviert sind,
muss durch weitere Untersuchungen aufgeschlisselt werden. Die periodisch
auftretende SPW hat gegenuber der Theta-Aktivitat einen gréleren
Informationswert, denn der Informationswert einer gleichbleibenden Frequenz ist
nahezu Null (Sainsbury, 1998). Die mit den SPW's assoziierte ripple-Aktivitat wird

somit zu einer attraktiven Untersuchungsvariable der vorliegenden Arbeit.

5. Gegenstand und Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

In  vorausgegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass zeitlich

koordinierte, corticale und subcorticale Oszillationsmuster mit spezifischen kognitiven
Prozessen korrelieren (Pulvermdiller et al., 1997). Studien zur elektrischen Aktivitat
im Hippocampus postulierten einen Zusammenhang zwischen hippocampalen
Oszillationsmustern und dem spontanen Verhalten bzw. verschiedener Schilafstadien
(Vanderwolf, 1969; Buzsaki et al., 1983, 1994).
Das in der CA1 auftretende, hochfrequente Oszillationsmuster (ripples), rickt
zunehmend in den Fokus wissenschaftlichen Interesses, wobei sein kognitives
Korrelat noch zu determinieren ist. Einige Untersuchungen vermuteten, dass diese
ripples eine elektrophysiologische Komponente innerhalb der Gedachtnis-
formatierung darstellen (Kap. 4).

Das postulierte Verhaltenskorrelat zum Auftreten der ripples gliedert sich in
waches Ruheverhalten, Essen, Trinken, Putzen und die Tiefschlaf-Phase (Kap. 3.3)
— wobei bislang die Verteilung der Auftretenshaufigkeit der ripples innerhalb der

verschiedenen spontanen Verhaltensweisen nicht untersucht wurde.
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Frage 1: Unterscheidet sich die Auftretenshaufigkeit der ripples innerhalb der
verschiedenen Verhaltensparameter Lokomotion, Aufrichten, Putzen,

Schnuffeln, waches Ruheverhalten?

Kernpunkt verschiedener Studien war die Ergrindung der neuronalen

Mechanismen des hippocampalen EEGs, was sowohl die neurochemischen
Hintergrinde wie auch raumlich-zeitliche Beziehungen der Aktivitaten distinkter
Zellpopulationen aufdecken sollte.
Zur Generierung des hippocampalen EEGs wurden neben Projektionen aus dem
Nucleus raphe oder dem supramammillaren Kern vor allem die reziproken
cholinergen und GABAergen septohippocampalen Projektionen, sowie eine
metabotrope Glutamatrezeptoraktivierung durch entorhinale Afferenzen diskutiert
(Kap. 3).

Einem in bisherigen Untersuchungen eher vernachlassigten Transmittersystem,
dem histaminergen System, wurden in verschiedenen Studien modulierende
Funktionen auf elektrische Eigenschaften hippocampaler Neurone zugewiesen;
wobei ein histaminerger exzitatorischer Effekt auf Prinzipalzellen und Interneurone
H,-Rezeptor vermittelt zu sein scheint (Kap. 2.5). In vivo Studien zeigten, dass durch
elektrische Induktion von Epilepsie der HA-Gehalt in der Amygdala sinkt und durch
Applikation des Vorlaufers von Histidin die Ausformung der Epilepsie gehemmt wird

— was wiederum durch Hq-Blocker antagonisierbar ist (Kap. 2.6.7).

Zusammengefasst sprechen diese Befunde flr einen inhibierenden
Hi-Rezeptor vermittelten Einfluss auf die Entwicklung oder Auftretenshaufigkeit
epileptogener Aktivitat im Hippocampus. Untersuchungen zur synaptischen
Plastizitat zeigten aulRerdem, dass Histamin Uber verschiedene Mechanismen unter
Beteiligung aller drei Histamin-Rezeptoren und der Polyamin ahnlichen
Bindungsstelle in den Prozess der LTP-Induktion in hippocampalen Arealen eingriff
(Kap. 2.6.6).
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Frage 2: Fuhrt die intraventrikulare Injektion von HA oder seinen
Rezeptor-Antagonisten zu einer veranderten Auftretenshaufigkeit der

ripples?

In vivo Studien postulierten eine Involvierung des histaminergen Systems in
verschiedene Verhaltensparameter wie z. B. Spontanaktivitat, angstbezogenes und
verstarkungsbezogenes Verhalten oder Lernen (Kap. 2.6).

Durch Lasion der tuberomammillaren Neurone wurden positiv-mnestische
Effekte induziert und die intraventrikulare als auch die intrahippocampale Injektion
von HA verschlechterte die Lernleistung. Wahrend bisherige Untersuchungen
widersprichliche Befunde zur histaminergen Involvierung in Lern- und
Gedachtnismechanismen aufzeigten, deuten Befunde hiesiger Arbeitsgruppen auf
eine Hi-Rezeptor vermittelte gedachtnisverbessernde Wirkung — sowohl nach
peripherer als auch nach intracranialer Hi-Antagonisten-Injektion in den Nbm oder in
den Nucleus accumbens (Kap. 2.6.5).

Da nachgewiesen wurde, dass das Auftreten hippocampaler Oszillationsmuster
mit spontanem Verhalten korreliert, muss untersucht werden, ob die intraventrikulare
Applikation von HA oder von histaminergen Rezeptorantagonisten das

Spontanverhalten beeinflusst.

Frage 3: Beeinflusst die icv. Applikation von HA oder seiner Rezeptorantagonisten
die Auftretensdauer der untersuchten Verhaltensparameter Lokomotion,

Aufrichten, Putzen, Schniffeln und waches Ruheverhalten?
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B Empirischer Teil

6. Allgemeine Methoden

6.1 Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit dienten mannliche Albinoratten vom Stamm Wistar
als Versuchstiere. Die Ratten wurden von der Tierversuchsanlage der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf bezogen und wogen zwischen 270 und 320 Gramm
(Alter: 12-14 Wochen). Wahrend der Versuche wurden die Tiere einzeln in Makrolon-
Kafigen (40 cm x 24 cm x 15 cm) gehalten, hatten freien Zugang zu Futter (Altromin-
Pressfutter) und Wasser und unterlagen einem 12-Stunden Hell Dunkel-Zyklus (Licht
an: 7.00 Uhr).

6.2 Elektroden, Kaniile

EEG - und indifferente Elektroden
An den Kopf von Schlitzschrauben mit einem Gewinde von 2.2 mm Lange und
0.5 mm Durchmesser wurde ein 1.5 cm langer, isolierter Draht angelotet, welcher am

anderen Ende einen Rundstecker besal}.

Hippocampuselektrode

In ein 1 cm langes, U-formiges Metallgehduse wurde eine Schraube am
unteren rundgeschliffenen Ende so fixiert, dass sie bei gleichbleibender Position
drehbar war. Durch Schraubendrehung konnte somit eine Auf- bzw.
Abwartsbewegung einer passenden Schraubenmutter erzielt werden. An diese
Mutter wurden die Elektroden — vier isolierte Wolfram-Drahte (Lange: 5 cm,
Durchmesser: 40 ym / California Fine Wire Company) die mit 0.5 mm Abstand
parallel mit einem Zahnzementtropfen fixiert waren — angeklebt. Die Elektroden
wurden bei mittig positionierter Mutterstellung schrag gekurzt, so dass der kurzeste
Draht 4 mm und der langste 5 mm unter dem Metallgehduse herausragte. Die

Drahtlangen waren der anatomisch bogenformigen, von medial nach lateral
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laufenden, CA1-Struktur angepasst. Der kirzeste Draht sollte in dem
Kurvenmaximum der CA1 als spatere mediale Elektrode fungieren.

Die oberen Elektrodenenden wurden in Rundstecker gelotet.

EMG-Elektroden

Plastikisolierte, rostfreie Stahldrahte (Lange: 5 cm, Durchmesser 0.1 mm / A-M
Systems, Inc.) wurden an den Enden 3 mm abisoliert, an einem Ende wurde der
abisolierte Draht umgebogen und mit einem Lotzinntropfen versehen, so dass ein

Widerhaken entstand.

Injektionskandile

Eine rostfreie Stahlréhre (aulierer Durchmesser 0.71 mm, innerer Durchmesser
0.41 mm / Small Parts Inc. Miami Lakes) wurde auf eine Lange von 1.5 cm gekurzt.
Als Kanulenseele diente ein rostfreier Stahldraht (Durchmesser 0.31 mm / Small
Parts Inc. Miami Lakes), der auf eine Lange von 1.8 cm gekurzt wurde. 2.5 mm des
oberen Endes der Kanulenseele wurde umgeknickt, so dass die Seele 0.5 mm aus
der Kanule herrausragte. Das umgeknickte Ende diente als Henkel, um das

Herrausziehen der Seele zu erleichtern.

6.3 Operation

Zu Beginn der Operation wurden die Tiere mit Ketavet (0.9 ml / kg) und
Rompun (0.4 ml / kg) i. p. anasthesiert. Die Kopfhaut wurde rasiert, desinfiziert und
nachdem keine Schmerzreflexe mehr auslosbar waren, wurden die Tiere in einer
stereotaktischen Apparatur fixiert (DKI 900, David Kopf Instruments, USA). Diese
Apparatur dient der prazisen Implantation von Ableitelektroden und Injektionskanulen
nach dreidimensionalen Raumkoordinaten (anterior-posterior: AP; lateral: L; dorsal-
ventral: DV).

Mit einem Skalpell wurde die Kopfhaut in rostrocaudaler Richtung Uber eine
Lange von 2 cm durchtrennt und mit Klemmscheren soweit auseinandergezogen bis
beide musculi temporales sichtbar waren. AnschlieRend wurde die Kopfhaut der
Schadelkalotte entfernt, so dass die Referenzpunkte Bregma und Lambda gut
erkennbar waren.
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Mit einem Dentalbohrer wurden 4 Locher in den Schadelknochen gebohrt —
zwei Uber der rechten Hemisphare (ca. 3mm lateral zur Interauralnaht zwischen
Lambda und Bregma) fur die EEG-Schraubenelektroden, zwei Uber dem occipitalen
Cortex (ca. 3mm caudal zur Lambdanaht) fur die indifferenten
Schraubenelektroden. Alle 4 Elektroden wurden 1-2mm in die Kalotte
eingeschraubt.

Ein 3 mm langer (Ausrichtung nach lateral) und 1 mm breiter Schlitz wurde uber
der linken Hemisphare in die Kalotte gebohrt, so dass die hoéhenverstellbaren
Hippocampuselektroden nach folgenden Koordinaten implantiert werden konnten:
AP :—-3.8,L: 1.6, DV: 2.1 (bezogen auf den medialen Elektrodendraht).

Diese Koordinaten wurden mittels des Hirnatlas von Paxinos und Watson
ermittelt, wobei das Bregma als Referenzpunkt diente.

Nachdem die hippocampalen Elektroden in das Zielgebiet abgesenkt waren,
wurde die U-férmige Fuhrungsschiene mit Zahnzement (Paladur) dorsal zum Schlitz
auf der Kalotte fixiert. Die Elektrodendrahte wurden mit flissigem Wachs umkleidet,
so dass ein reibungsloses Auf- und Absenken der Drahte garantiert war.

FUr die Injektionskanule wurde nach den Koordinaten: AP: — 0.9, L: 1.6
(Paxinos und Watson) ein 1 mm groRes Loch in die Kalotte gebohrt, um diese in den
zur Hippocampuselektrode ipsilateralen Ventrikel 4 mm (DV: 4) abzusenken. Um
einer Verunreinigung oder einem Gewebeeindringen in den Kanullenschaft
vorzubeugen wurde eine Kanulenseele in die Kanule eingeschoben, die 0.5 mm aus
dem unteren Kanulenende herrausragte.

Mittels einer Injektionskanule (23) wurden die beiden EMG-Drahte in den
Nackenmuskel 5 mm tief eingeschoben, so dass der Widerhaken im Muskel
verankert war. Die freien Elektrodenenden wurden in Rundsteckhulsen festgelotet.
Nun wurden alle 10 Rundstecker in die Stiftleiste gesteckt, welche dann Uber der
Interauralnaht mit Zahnzement fixiert wurde. Die Hippocampuselektroden wurden mit
einer Plastikkappe umkleidet, so dass nur ein freier Zugang zur Schraube bestand.
Die Kopfhaut wurde mit zwei Metallklemmen (Michel) caudal vom Stecker

zusammengeklammert.
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Abb.2: Elektrodenposition:  AP: -3.8 L: 1.6 V 2.1 (mediale Elektrode)
Kanulenposition: AP:-09L:16V4.0
Die optimale Elektrodenposition wird durch den prominentesten
ripple der medialen Elektrode (1) reflektiert.

6.4 Postoperative Behandlung der Tiere

Nach der Operation wurde das Tier in seinen Heimatkafig zuruckgesetzt und
bis zum Zeitpunkt des Erwachens mit einer Warmelampe bestrahlt.

Um einer postoperativen Aphagie und Adipsie entgegenzuwirken, erhielten die
Tiere vier Tage lang Zuckerwasser und Kekse. Die Rekonvaleszenz der Tiere wurde
eine Woche lang durch tagliche Gewichtskontrolle beobachtet und Uberpruft.

Vom dritten bis zum zehnten postoperativen Tag wurden die Tiere 10 min an
den erforderlichen Handgriff zur Befestigung des Steckkontaktes sowie an den
Injektionsprozess gewdhnt (handling). Auferdem wurden sie vom sechsten bis
zehnten postoperativen Tag jeweils zwei Stunden in die Versuchsapparatur (6.7)

gesetzt (Habituation). Am zehnten Tag wurden die Ratten angekabelt, um die
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hippocampale Elektrodenposition so zu adjustieren, dass ripples mit dem
Akquisitionsprogramm detektiert werden konnten (6.7.1).
6.5 Substanzen

Alle nachfolgenden Substanzen wurden in 0.9 prozentiger Natriumchlorid-
Lésung (Sal) gelost.

Histamin (2-[4-Imidazolyl]ethylamine)
Histamin wurde als freie Base mit einem Molekulargewicht von 111.1 von der

Firma Sigma (Best.Nr.:H 7125) bezogen.
Strukturformel: CsHoN3

CH- CH- NH,
/ )
N
/ ) Histamin
N

H

Abb. 3: Strukturformel von Histamin

Folgende Dosierungen wurden verwendet:

0.2 ug; 1.0 ug

Hi-Antagonisten

Pyrilamin (Mepyramine; N-[4-Methoxyphenyl]methyl-N",N"-dimethyl-N-[2-

pyridinyl]-1,2-ethanediamine) Maleat Salz wurde von der Firma Sigma
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(Best.Nr.: P5514) bezogen. Das Molekulargewicht betragt 401.5, wobei das
Molekulargewicht von Maleat Salz 116.1 betragt.
Strukturformel: C17H23N3o * C4H404

Folgende Dosierungen wurden verwendet:

0.1ug; 0.5 pg; 2.0 g

Ketotifen

Ketotifen fumarate (4,9-Dihydro-4-(1-methyl-4-piperidinylidene-10H-
benzo[4,5]cyclophepta[1,2-b]thiophen-10-one) mit einem Molekulargewicht von
425.5 wurde von der Firma Tocris (Best.Nr.: 0784) bezogen.
Strukturformel: C19H19gNOS - C4H4O4

Folgende Dosierungen wurden verwendet:

0.5 ug; 2 ug

H>-Antagonist:

Cimetidin (N-Cyano-N"-methyl-N""-[2-[(5-methyl-1H-imidazol-4-
yl)methyl]thio]guanidine) mit einem Molekulargewicht von 252.34 wurde von der
Firma Tocris bezogen (Best.Nr.: 0902).

Strukturformel: C1oH16NsS

Folgende Dosierungen wurden verwendet:

1.0ug; 5.0 ug

H;-Antagonist:

Thioperamid maleate (N-Cyclohexyl-4-(imidazol-4-yl)-1-
piperidinecarbothioamide) mit einem Molekulargewicht von 408.51 wurde von der
Firma Tocris (Best.Nr.: 0644) bezogen.

Strukturformel: C15H24N4S « C4H4O04

Folgende Dosierungen wurden verwendet:
2.0ug; 10.0 pg

59



6.6 Spezifitat und Potenz der verwandten Antagonisten

Das Wissen uber Lokalisation, Verteilung sowie biochemischer Charakteristiken
von Rezeptoren wurde durch die Entwicklung radioaktiv markierter Rezeptorliganden
vorangetrieben. Die ersten selektiven Radioliganden fur Hs-, Hy- und
Hs-Rezeptorstudien kamen aus der Gruppe histaminerger Antagonisten Pyrilamin,
Cimetidin und Thioperamid (Hill et al., 1977; Burkard, 1978; Alves-Rodrigues, et al.,
1996). Noch heute werden sie zum Selektivitats- bzw. Potenzvergleich

neuentwickelter Liganden herangezogen.

Pyrilamin zeigt eine hochpotente Rezeptoraffinitdt von 2.2 Kp nM im Hirn der
Ratte (Soria-Jasso et al, 1997), 0.5 Kp (nM) beim Meerschweinchen (Hill et al., 1977)
und 1 nM Kp beim Menschen (Chang et al., 979). In der Retina sowie im Cortex des
Rindes zeigte Pyrilamin ebenfalls eine hohe Hi-Rezeptoraffinitat (Kp ~ 2.2 nM)
(Arbones et al., 1986). Aufgrund der hohen Homologie der Aminosauresequenz der
transmembranen Domanen von Hi- und muscarinen ACh-Rezeptoren (~ 45%),
zeigen einige Hi-Antagonisten eine hohe Affinitdt zu muscarinen Rezeptoren, die sie
wie Hi-Rezeptoren kompetitiv. hemmen (Hill, 1990). Pyrilamin zeigte in einem
Vergleich der Affinitaten von 27 Hi-Antagonisten eine geringe Affinitat zum
muscarinen Rezeptor (K; = 30000 nM ) im Vergleich zum H4-Rezeptor (K; = 0.24 nM).
Ketotifen mit einer Inhibitionskonstante von 0.32 nM lag gleich hinter Pyrilamin und
wies zudem einen K; von 260 nM am muscarinen Rezeptor auf (Kubo et al., 1987).
(Erklarung der Potenzmalie siehe Fuinote')

Erst in Konzentrationen im micromolaren Bereich Ubte Pyrilamin einen Effekt
auf Hy-Rezeptoren aus (> 5 uM) oder inhibierte die Wiederaufnahme von Dopamin
(> 1 yM) und von Serotonin (K; = 650 nM) (Hill, 1990; Brown und Vernikos, 1980).

Kompetitive Antagonisten bewirken eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve
des Agonisten nach rechts. Der negative dekadische Logarihytmus jener
Antagonistenkonzentration, in deren Gegenwart die Agonistenkonzentration verdoppelt werden
mull um 50 % ihrer Maximalwirkung zu erzielen, wird als pA, —-Wert bezeichnet und
charakterisiert die Potenz des Antagonisten. Weitere Male fir die Wirkstarke von Liganden
berechnen sich aus Rezeptor-Verdrangungsstudien, wobei ICsy die Konzentration des
Antagonisten angibt bei der die Rezeptorbindung des Agonisten um 50% reduziert wird.

Die Inhibitionskonstante K; berechnet sich so:

IC50/(1+C/Kp); C: Agonistenkonzentration; Kp: Gleichgewichts-Dissoziationskonstante. ECsy: die
Konzentration des Agonisten mit halbmaximalem Effekt; IC5, die Konzentration des Antagonisten
mit halbmaximalem Effekt.
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Bindungsstudien des kompetitiven Hy-Antagonisten Cimetidin zeigten eine
hohe  Hy-Rezeptor  Affinitat  (Schunack, W.,, 1987). Im  isolierten
Meerschweinchenherzen wurden folgende Potenzen gemessen: pA; = 6.2 bzw.
pA, = 6.55 (Cavanagh et al., 1983; Bradshaw et al., 1979). Im Test gegen [3H]-
Tiotidine- (H2-Antagonist; pA, = 7.4) — Bindung an corticale Hz-Rezeptoren ergab
sich fur Cimetidin eine Inhibitionskonstante von K ;=246.1 nmol/l (pK;=6.3),
wahrend Ranitidin eine groRere Affinitat (K; = 190 nmol/l ) zeigte (Gajtkowski et al.,
1983; Agut, et al.,1997). Cimetidin zeigte eine Inhibitionskonstante von pK; = 6.2 als
Antagonist von Impromidin (H2-Agonist, pAz = 7.8) (Dam Trung Tuong et al., 1980).
Studien, in welchen der menschliche H,-Rezeptor geklont wurde, zeigten, dass die
durch Histamin gesteigerte cAMP — Akkumulation (ECso = 0.05 yM) durch 10 uM
Cimetidin geblockt wurde (Gantz et al., 1991).

Cimetidin zeigte eine zu vernachlassigende Affinitat zum Hq-Rezeptor
(Ki > 10 nM) im humanen Frontalcortex (Nakai et al., 1991). Im Gegensatz zu den
Hi-Antagonisten zeigte Cimetidin keinen Einfluss auf die Wiederaufnahme von
Serotonin oder Dopamin in die Synaptosomen (Hill, 1990; Brown und Vernikos,
1980). Cimetidin hemmte den HA-induzierten Anstieg des Feuerns serotonerger

Neurone im Nucleus raphe (Lakoski, JM, et al., 1984).

Thioperamid ist ein kompetitiver Antagonist mit hoher Affinitdt zum Hs- und zu
vernachlassigenden Affinitaten zum H¢ (Ki > 10 mM) — und H,-Rezeptor (K; > 10
mM), sowie zum 5-HT3 Rezeptor (Ki =120 nM; pK;i=6.9) und sigma Rezeptor
(Ki =180 nM; pK; = 6.9) (Leurs et al., 1995; Arrang et al., 1987).

Thioperamid (pA2=8.9) zeigte bereits in niedriger Konzentration eine Inhibition
der Anbindung von lodophenpropit (Hs-Antagonist pA2 = 9.12) an Hs-Rezeptoren
(Ki=0.97 nM). Aus Dissoziationsstudien mit dem Hs-Agonisten R-o-
[3H]methyIHistamin (R-oc-[3H]MeHA) errechnete man fur den Hs-Antagonisten
Thioperamid einen Kp=0.3 nM (Alves-Rodrigues et al., 1996). Diese Studien
belegen die hohe Potenz von Thioperamid selektiv an Hs-Rezeptoren zu binden. Die
Effektivitat von Thioperamid, die Funktion von HA am Hs-Rezeptor zu
antagonisieren, zeigten folgende in vivo Studien:

Nach icv.-Injektion von Thioperamid (50 pg) sank der HA-Spiegel nach zwei bis

drei Stunden im Cortex um 15 %, im Hippocampus um 13 %, im Thalamus um 25 %,
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im Hypothalamus um 17 % und in der Amygdala um 19 % (Kakinoki et al., 1998).
AuRerdem sank der Histamingehalt um 60-70 % in Mausehirnen nach der
i.p.-Injektion von Thioperamid (Sakai et al.,1992), wobei die Konzentration des
Abbauprodukts im Histamin-Katabolismus — das tele-Methylhistamin — um 70 %
anstieg; was auf eine starke Einwirkung von Thioperamid auf den HA Stoffwechsel
hinweist (Oishi et al., 1989).

Im Striatum erhohte die Gabe von Thioperamid die Acetylcholinausschuttung,
vermutlich wurde dieser Effekt durch, an cholinergen platzierte, Hs-Rezeptoren
vermittelt (Prast et al., 1994).

Im cerebralen Cortex des Meerschweinchens zeigte Histamin eine Affinitat zur
H1-Rezeptor-Bindung von Kd=6.3 uM (Bristow DR, et al. 1993 ). [3H]-Histamin bindet
mit einer hohen Affinitdt am Hy-Rezeptor Kp von 2-10 nM (Barbin et al., 1980;
Cybulsky et al., 1981). Im Hirnschnitt zeigte Histamin einen ECsy von 0.1 uyM an
Hs-Rezeptoren, womit die endogene Histaminkonzentration in der Ilumbaren
Cerebrospinalfllssigkeit (CSF) mit 0.4 uM dreifach hoher ist als die erforderliche
Menge fur halbmaximale Bindung an Hs-Rezeptoren (Khandelwal et al., 1982).

6.7 Versuchsdurchfiihrung

Am elften postoperativen Tag wurden die Ratten zur Durchfuhrung des zwei-
stundigen Experiments angekabelt und in die Versuchsapparatur gesetzt. Nach den
icv.-Injektionen (6.7.2) zu Beginn der ersten und der zweiten Stunde wurden unter
Verwendung des Softwareprogramms Axoscope (6.8) in 10-min-Einheiten sowohl die
physiologischen Daten (EEGs) als auch das beobachtete Verhalten (6.7.1)
aufgenommen. Die Daten der ersten Stunde dienten der Baselineerhebung, die der
zweiten Stunde zur Erhebung der Experimentaldaten. Im folgenden sind die
Gruppenbezeichnungen von Baseline- und Experimentalgruppen, sowie die
Stuckzahl der Versuchstiere pro Gruppe dargestellt (Tab. 1). Die Daten der
Kochsalzlosungsgruppen (BSAL und SAL) dienen jeweils dem statistischen

Vergleich mit den Drogengruppen (BDrogex und Drogey) (s. 6.11).
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Baseline
(Oug Droge/

Experiment
(x ug Droge/

Anzahl

1ul Sal) 1 ul Sal)
NaCl 0.9% BSAL SAL(0.0) n==6
Histamin BHAO0.2 HA 0.2 n==6
BHA 1 HA 1.0 n=6
Pyrilamin BPYO0.1 PY 0.1 n=6
BPYO0.5 PY 0.5 n=6
BPY 2 PY 2.0 n=6
Ketotifen BKEO.5 KE 0.5 n=6
BKE 2 KE 2.0 n=6
Cimetidin BCi1 Ci1.0 n==6
BCi 5 Cib5.0 n=6
Thioperamid BTH 2 TH 2.0 n=>5
BTH10 TH 10 n=5
Tab. 1: Gruppenbezeichnungen von Baseline- und Experimentalgruppen
6.7.1 Spontanverhalten
Die Dauer des Spontanverhaltens — durch finf Verhaltensparameter

charakterisiert — wurde online aufgezeichnet, wobei der Experimentator vier
verschiedene Tasten flr die Verhaltensparameter Lokomotion, Aufrichten,
Schniffeln und Putzen druckte. Kein Tastendruck entsprach dem funften
Verhaltensparameter Ruheverhalten. Die Verhaltensparameter wurden wie folgt

charakterisiert:

Lokomotion Die Ratte bewegt sich mit allen vier Pfoten von einem Ort weg

Aufrichten Die Ratte steht frei oder gegen die Wand der Versuchsapparatur
gestutzt auf den Hinterpfoten

Putzen Die Ratte leckt, beil3t oder kratzt sich in sitzender oder liegender

Position
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Schnuffeln Die Ratte bewegt im Ruheverhalten ihre Vibrissen und spreizt ihre
Nasenlocher
Ruhe Die Ratte zeigt keine der angefuhrten Verhaltensweisen und verharrt

in liegender oder sitzender Position

Um ein zeitliches Uberschneiden der Verhaltensparameter zu vermeiden,
wurde Schnuffeln nur dann als solches definiert, wenn nicht zusatzlich ein weiteres

Verhalten auftrat.

6.7.2 Intracerebroventrikulare Injektion

Nachdem die Ratte an das Kabel angeschlossen und in die Versuchsapparatur
gesetzt war, wurde die Kanulenseele aus der Fuhrungskanule entfernt und die
Injektionsnadel (rostfreier Stahl, AuRendurchmesser 0.36 mm, Lange 1.55 cm, Small
Parts Inc, Miami Lakes) in die FUhrungskanule abgesenkt.

Die Injektionsnadel war Uber einen Polyathylenschlauch mit einer
Mikroliterspritze (Kloehn Co., Inc. ; Volumen 25 upl) verbunden. Das Injektions-
volumen der Kontrollinjektion als auch das der jeweiligen Drogeninjektion betrug 1 pl
und wurde manuell Uber einen Zeitraum von 1 min injiziert. Nach der Injektion
verblieb die Injektionsnadel eine weitere Minute in der Kantile, um eine ausreichende
Diffusion der Injektionslosung zu ermoglichen. Nach dem Entfernen der
Injektionsnadel wurde ein weiterer Mikroliter der Ldsung exmittiert, um
sicherzustellen, dass die Injektion erfolgreich war.

Zu Beginn der ersten Versuchsstunde erhielt jedes Tier 1 pl physiologische
NaCl-Losung (Sal). Zu Beginn der zweiten Stunde erhielten die Tiere der
Kontrollgruppe wiederum Sal, wahrend den Tieren der Experimentalgruppen nach
einem randomisierten Verfahren die jeweilige Substanz (gelost in 1 pl Sal) injiziert
wurde. Das Injektionssystem wurde vor jedem Versuch mit aqua dest. und nach der
zweiten Injektion mit Ethanol gespuilt.
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Abb. 4:  Uber ein bewegliches Kabel werden die EEG und EMG-Daten an
das Akquisitionssystem weitergeleitet und mit den eingehenden
Verhaltensdaten in das Softwareprogramm des Computers

eingespeist
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Die drei Seitenwande und der Boden der Versuchsbox (40 cm « 40 cm - 40 cm)
bestanden aus undurchsichtigem Hartplastik. Als Vorderwand wurde eine
durchsichtige Plexiglasscheibe eingesetzt.

Die Versuchsbox befand sich in einem elektrisch abgeschirmten,
schallgedampften Schrank (120 cm - 70 cm - 80 cm; mechanische Werkstatt des
neurophysiologischen Instituts), der durch einen Ventilator bellftet wurde. In die Tur
des Schrankes waren doppelte Glasscheiben eingelassen, die eine Beobachtung der
Ratten wahrend des Experiments ermdglichten. Uber der Versuchsbox an der Decke
des Schranks war ein Schleifringkommutator (mechanische Werkstatt des
neurophysiologischen Instituts) befestigt, welcher dem angekabelten Tier eine freie
Bewegungsmoglichkeit garantierte. Das Kabel wurde durch ein kleines Loch in der
Decke des Schrankes nach auRen zu einem 8-Kanal-Verstarker (Differential AC
Amplifier Model 1700; A-M Systems; WA, USA) gefuhrt. Die Frequenzfilter und

Einzelverstarker waren folgendermalen eingestellt (Buzsaki et al., 1992):

Elektrode Hochpassfilter  Tiefpassfilter Verstarker
EEG 1 Hz 300 Hz 10.000
EMG 1 Hz 300 Hz 10.000

Hipp-EEG 100 Hz 300 Hz 10.000

Die Kanale des Verstarkers waren mit einem AD-Wandler (DIGIDATA 1200
Series Interface; data acquisition system) verbunden, so dass die verstarkten
Signale digital umgewandelt und damit fur das Softwareprogramm (Axoscope; Axon
Instruments Inc.; CA 94404, U.S.A.) des Computers lesbar wurden. Die
Datenanalyse des hippocampalen EEG erfolgte mit einem handgeschriebenen
Programm (Hiroyuki Yokoyama; Sendai, Japan). Die Ripples waren durch Peak-to-

peak Potentiale, Frequenz und Muster wie folgt definiert.
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6.8.1 Charakterisierung des ripple-Oszillationsmusters

5IEI

Ic]

Abb. 5.:  Zeitintervalle (msec) und Amplitudenhéhen (mV)
der ripple-Amplituden

Definitionen bezlglich der Amplitudenspitzen 1 - 5

1: erste Amplitudenspitze Uber dem Schwellenniveau

2: zweite Amplitudenspitze tber dem Schwellenniveau

3 +4: die Amplitudenmaxima in beide Richtungen des
beobachteten Ereignisses (events)

5: erste invertierte Amplitudenspitze nach Amplitudenmaximum 4

Definitionen bezuglich der Zeitintervalle A - C zwischen
den definierten Amplitudenspitzen:

A <30 msec

B < 50 msec

C <50 msec

Die Frequenz des ripples wird zwischen den Amplitudenspitzen 2 und 4 gemessen.
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Kriterien des ripple-Oszillationsmusters:

Die ersten beiden ripple-Amplituden (1 + 2) tUber einem Schwellenniveau von
0.1 mV treten in einem Intervall < 30 msec auf. Innerhalb dieses Intervalls
Uberschreitet keine Amplitude das Schwellenniveau um mehr als 30%. Erst die
maximale positive wie negative Amplitudenspitze liegt mindestens 30% Uber dem
Schwellenniveau, wobei der zeitliche Abstand zwischen erster und vierter ripple-
Amplitude (1 + 4) nicht groRer als 50 msec. ist. Die erste nach dem
Amplitudenmaximum (4) invertierte Amplitude tritt innerhalb von 5 msec. auf und

liegt Uber dem Schwellenniveau. Die Frequenz des ripples liegt Uber 170 Hz.

6.9 Histologie

Perfusion und Hirnentnahme

Nach Abschluss der Experimente wurden die Ratten mit Nembutal (3ml/kg, i.p.;
CEVA, Bad Segeberg) anasthesiert und transkardial perfundiert. Fur die Perfusion
wurde der Brustraum geodffnet und das Herz freiprapariert. Die Perfusionsnadel
wurde in den linken Ventrikel eingestochen. Der rechte Vorhof wurde mit einem
Einschnitt (ca. 0.2 cm) geotffnet. Zunachst wurden die Ratten mit einer 0.9%igen
Natriumchlorid-Loésung perfundiert, bis das Blut aus dem Organismus ausgespult
war. Zur Fixierung und Kryoprotektion des Gewebes folgte eine Perfusion mit einer
10%igen Saccharose-Formaldehyd-L6sung (ca. 10 — 15 min).

Anschlieend wurden die Ratten mittels einer Guillotine dekapitiert und die
Hirne freiprapariert. Die Gehirne wurden nach der Entnahme eine Woche in einer

30%-igen Saccharose-Formalinlésung postfixiert.

Schneiden und Farben der Gehirne

Mit einem Gefriermikrotom (Cryotome AS-600, Vogel GmbH, Giessen) wurden
die Gehirne in 40 uym dicke Frontalschnitte zerlegt. Flir die Kresylviolett-Farbung
wurden die Hirnschnitte auf Gelatine-Kaliumchrom (lll)-Sulfat-beschichtete
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Objekttrager gezogen. Nach einer 24stindigen Trockenzeit wurde die Farbung
(Bures et al. 1983) durchgefuhrt. Die Begutachtung der Elektrodenposition und der
Kanulenposition erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskopes anhand des Hirnatlas von
Paxinos und Watson (1986). Tiere deren hippocampale Ableitelektrode nicht in der
CA1 oder deren Kanulenposition auerhalb des Ventrikels lagen, wurden nicht zur

weiteren Datenanalyse herangezogen.

Abb. 6:  Hirnschnitte nach Kresylviolett-Farbung mit Elektrodenspuren in der Ca1

des Hippocampus

6.10 Hypothesen

Ausgehend von den unter Punkt 5. (Gegenstand und Fragestellung der

vorliegenden Arbeit) erhobenen Fragestellungen werden folgende Hypothesen

formuliert:
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Hypothese 1: Die Auftretenshaufigkeit der ripples unterscheidet sich innerhalb der
verschiedenen Verhaltensparameter Lokomotion, Aufrichten, Putzen,

Schnuffeln, waches Ruheverhalten.

Hypothese 2: Das histaminerge System moduliert das Auftreten und die
Auspragung der ripples ohne Einflussnahme auf das

Spontanverhalten

Hypothese 2a: Die intraventrikulare Injektion von HA oder seiner Rezeptor-

Antagonisten andert die Auftretenshaufigkeit der ripples.

Hypothese 2b: Die intraventrikulare Injektion von HA oder seiner Rezeptor-
Antagonisten beeinflusst die Auftretensdauer der untersuchten
Verhaltensparameter Lokomotion, Aufrichten, Putzen, Schnuffeln,

waches Ruheverhalten.

6.11 Statistische Auswertung

6.11.1 Auftretenshaufigkeit der ripples und Spontanverhalten

Die Auswertung der Auftretenshaufigkeit von ripples innerhalb der untersuchten
Verhaltensparameter wurde anhand von Medianwerten mit IQR vorgenommen,
welche graphisch in Abb.4 in Kap. 7.1. dargestellt sind.

Die Versuchsdaten wurden in der ersten Stunde des Experiments erhoben, so
dass der Median aus der Anzahl der ripples pro Minute des jeweiligen
Verhaltensparameters berechnet wurde. Zur Analyse der ersten Hypothese wurde
die Anzahl der ripples innerhalb der verschiedenen Verhaltensparameter unter

Verwendung des Friedmann-Tests miteinander verglichen:

Lokomotion (LOCO) versus Aufrichten (REAR) versus Putzen (GROOM) versus
Schniffeln (SNIFF)
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Die paarweisen Analysen der Verhaltensparameter wurden mit dem Wilcoxon-Test

(zweiseitig) berechnet:

LOCO, REAR, GROOM, SNIFF jeweils versus REST
und:
LOCO vs REAR; REAR vs GROOM; GROOM vs SNIFF; SNIFF vs REST

Resultierende p-Werte wurden als Effektmal} interpretiert.

6.11.2 Auftretenshaufigkeit der ripples und Manipulation

histaminerger Signaltransduktion

Die graphischen Darstellungen zeigen fir beide Experimentalstunden die
Mittelwerte und Standardfehler der ripple-Anzahl pro 10-min-Intervall fur die

einzelnen Behandlungsgruppen (s. Abb.: 8 — 10 in Kap. 7.2).

Zur Untersuchung der zweiten Hypothese (2a) wird die Anzahl der ripples pro
10-min-Interval der zweiten Experimentalstunde zwischen der Kontrollgruppe (SAL)

und den jeweiligen Drogengruppen (Drogey):

SAL versus  HA: 0.2,1.0 ug, PY: 0.1, 0.5, 2.0 ug, KE: 0.5, 2.0 ug,
Ci: 1.0, 5.0 pg, TH: 2.0, 10 ug

Die Versuchsdaten der ersten Experimentalstunde dienten  zur
Baselineerhebung. Mit ihnen wurden die ripple-Anzahlen zwischen der
Kontrollgruppe (BSAL) und den Behandlungsgruppen (BDrogex) ebenfalls unter

Verwendung des Mann-Whintney U-Tests (zweiseitig) verglichen:
BSAL versus BHA: 0.2,1.0 yg, BPY: 0.1, 0.5, 2.0 ug, BKE: 0.5, 2.0 ug,

BCi: 1.0, 5.0 pg, BTH: 2.0, 10 pg

Die resultierenden p-Werte dienten als deskriptives Mal3 des Effekts.
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6.11.3 Auftretensdauer der untersuchten Verhaltensparameter und

Manipulation Histaminerger Signaltransduktion.

In einer graphischen Ubersicht (Abb.: A-D 7.4.1 — A-D 7.4.5 in Kap.7.4) wurden
die Mittelwerte und Standardfehler der Verhaltensdauern innerhalb der
Behandlungsgruppen der ersten Experimentalstunde, sowie der Kontroll- und

Drogengruppen der zweiten Experimentalstunde dargestellt.

Berechnet wurden diese Daten fur die verschiedenen Verhaltensparameter
Uber alle 10-min-Intervalle. Zur Uberpriifung der dritten Hypothese (2b) wurden die
Verhaltensdauern der definierten Parameter pro 10-min-Interval der zweiten
Experimentalstunde zwischen der Kontrollgruppe (SAL) und den jeweiligen
Drogengruppen (Drogey) unter Verwendung des Mann-Whitney U-Tests (zweiseitig)

verglichen:

SAL  versusHA: 0.2, 1 ug; PY: 0.1, 0.5, 2 ug; KE: 0.5, 2 ug;
Ci:1,5ug TH: 2, 10 ug

Die Versuchsdaten der ersten Experimentalstunde dienten  zur
Baselineerhebung(B). Mit ihnen wurden die Verhaltensdauern zwischen der
Kontrollgruppe (BSAL) und den Behandlungsgruppen (BDrogex) ebenfalls unter

Verwendung des Mann-Whintney U-Tests (zweiseitig) verglichen:

BSAL versus BHA: 0.2,1.0 yg, BPY: 0.1, 0.5, 2.0 ug, BKE: 0.5, 2.0 pg,
BCi: 1.0, 5.0 pg, BTH: 2.0, 10 pg

Die resultierenden p-Werte dienten als deskriptives Mal} des Effekts.
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C Ergebnisse

7.1  Anzahl der ripples wahrend der definierten Verhaltensparameter
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Abb. 7:  Anzahl der ripples pro Minute wahrend der definierten Verhaltensweisen
Lokomotion (LOCO), Aufrichten (REAR), Putzen (GROOM), Schnuffeln
(SNIFF), und Ruhe (REST). A: Saulen: Median mit unterem und oberem
Quartil; B: Saulen: Mittelwert (u) mit SEM
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Die durchschnittliche Anzahl der ripples pro Minute [Median (M): 0.91, Quartile
(Q): 0, 3.22; Mittelwert (u): 1.83, Standardfehler (SEM): 0.15] — verteilte sich
folgendermal3en auf die jeweiligen Verhaltensparameter:

Der Median der ripple-Anzahl wahrend wachem Ruheverhalten M: 4.49, IQR:
3.71-5.76 (u: 4.98, SEM: 0.29) uberstieg um 151 % den Median (fur p: 131 %) der
ripple-Anzahl wahrend des Schnuffelns mit M: 1.79, IQR: 1.25-2.86 (u: 2.16, SEM:
0.19). Der ermittelte Median wahrend des Schnuffelns Uberstieg um 51 % den des
Putzverhaltens M: 0.91, IQR: 0.35-1.92 (u: 1.47, SEM: 0.29) (fUr p: 68%). Wahrend
des Aufrichtens und der Lokomotion wurde jeweils M: 0, IQR 0-0 ermittelt. Der
Mittelwert y betrug wahrend des Aufrichtens 0.41 (SEM: 0.17) und wahrend der
Lokomotion 0.11 (SEM: 0.07). Somit war y wahrend des Aufrichtens 72% wahrend
der Lokomotion 93% keiner als wahrend des Putzens.

Der Friedmann-Test ermittelte einen Unterschied der ripple-Anzahl Uber alle
definierten Verhaltensparameter (Loco, Rear, Groom, Sniff, Rest: p < 0.001,
zweiseitig).

Die paarweisen Datenanalysen unter Verwendung des Wilcoxon-Tests zeigten
Unterschiede in der ripple-Anzahl zwischen den Bewegungs-Verhaltensparametern
im Vergleich zum wachen Ruheverhalten (LOCO vs REST: p < 0.001; REAR vs
REST: p < 0.001; GROOM vs REST: p <0.001; SNIFF vs REST: p <0.001,
p-Werte zweiseitig).

Der paarweise — nach Mediangrdlie geordnete Vergleich — zeigte, dass die
Anzahl der ripples wahrend der Lokomotion mit der ripple-Anzahl wahrend des
Aufrichtens vergleichbar ist (loco vs Rear: p=0.133, zweiseitig). Grolere
Unterschiede in der ripple-Anzahl wurden zwischen Aufrichten und Putzen (Rear vs
Groom p < 0.001, zweiseitig), Putzen und Schnuffeln (Groom vs Sniff p < 0.001,
zweiseitig) sowie zwischen Schnuffeln und wachem Ruheverhalten festgestellt
(Sniff vs Rest p < 0.001, p-Werte zweiseitig).
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7.2. Anzahl der ripples unter dem Einfluss der icv.-Injektion von 0.9% NacCl,

Histamin und Histaminerger Rezeptor- Antagonisten

Die Versuchsdaten der ersten Untersuchungsstunde dienten jeweils der
Baselineerhebung (7.2.1.1., 7.2.2.1. und 7.2.3.1.), wahrend die Experimentaldaten
der zweiten Stunde zur Uberpriifung der zweiten Hypothese herangezogen wurden
(7.21.2,, 7.22.2. und 7.23.2.)). Zusammengefasst werden Baseline- und

Experimentaldaten der verschiedenen Drogengruppen in 7.2.1 - 7.2.3 graphisch

dargestellt.
7.21 Histamin
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Abb. 8:  Graphische Darstellung nach erfolgter Salinjektion (icv) der ersten Stunde
Baselineerhebung (7.2.1.1) und Drogen- bzw. Salinjektion (icv) wahrend
der zweiten Experimentalstunde (7.2.1.2). Mittelwert (zSEM) uber die
Anzahl der ripples pro 10-min-Interval fir die erste Stunde
Baselinegruppen (SAL) und die zweite Stunde Kontrollgruppe (SAL) und
die Experimentalgruppen Histamin (HA0.2, HA1.0). Allen Baselinegruppen
(BSAL, BHAO0.2, BHA1.0) wurde zu Beginn der ersten Stunde Sal injiziert.
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7211 Baselineerhebung (Abb. 8)

Innerhalb der ersten Experimentalstunde waren die Baselinewerte der Tiere,
die mit unterschiedlich hohen Dosierungen von Histamin weiterbehandelt wurden,
mit den Tieren vergleichbar, denen im Anschluss ebenfalls Sal appliziert wurde.
Keiner der im Vergleich von Kontroll-(BSAL) und Experimentalgruppen (BHA1.0 bzw.
BHAO.2) ermittelten p-Werte war kleiner als 0.1 (Tab. XIl im Anhang).

Die grofte prozentuale Abweichung zeigte sich zwischen BSAL (u: 30.5, SEM:
7.07) und BHA1.0 (p: 42.5; SEM: 4.07) (uBSAL ist 28 % kleiner als uBHA1.0) in der

40. — 50. Minute mit einem zweiseitigen p-Wert von 0.31.

7.21.2 Datenerhebung zum Einfluss von Histamin

auf die Anzahl von ripples (Abb. 8)

Die Uberprifung der zweiten Hypothese (2a) zeigte dosisabhangige
Unterschiede in der gemittelten Anzahl der ripples zwischen den Experimental- und
der Kontrollgruppe. Die Injektion beider Histamindosierungen (HA0.2 und HA1.0)
fuhrte zu einem niedrigeren Vorkommen der ripple-Frequenz, wobei die
Kurvenverlaufe einen zeitabhangigen Verlauf aufwiesen.

Das Kurvenminimum ist fur die niedrigere Dosierung (HA0.2 mit p: 23.66 und
SEM: 1.30) in der 10. — 20. Minute erreicht und lag 35 % unter dem Wert der
Kontrollgruppe. Fur die hohe Dosierung von Histamin (HA1.0 mit p: 19.11 und SEM:
2.58) wurde das Kurvenminimum in der 20. — 30. Minute nach icv.-Injektion erzielt
und lag 42 % unter dem der Kontrollgruppe.

Wahrend der Vergleich zwischen Kontrollgruppe und niedriger Histamindosis
einen p-Wert < 0.05 in der 10. — 20. Minute erzielte, wies der Vergleich mit der
hohen Histamindosis in diesem Zeitintervall einen p-Wert < 0.01 und im 20. — 30.-
min-Intervall p < 0.05 (Tab. 2).
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10-min-Intervalle 70 80 90 100 110 120

SAL vs HA0.2 0.59 0.01 0.39 0.94 1.0 0.82

SAL vs HA1.0 0.49 0.002 0.04 0.82 0.24 0.94
Tab. 2: P-Werte als Mal} des Effekts beruhen auf dem Vergleich zwischen der

7.2.2
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Anzahl der Ripples pro
10 min

Abb. 9A :

100 -

14sa

Kontrollgruppe (SAL) und den Histaminexperimentalgruppen (HAO.2 und
HA1.0) (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig)

Hi-Antagonisten: Pyrilamin (A) und Ketotifen (B)
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Graphische Darstellung nach erfolgter Salinjektion (icv) der ersten Stunde
Baselineerhebung (7.2.2.1) und Drogen- bzw. Salinjektion (icv) wahrend
der zweiten Experimentalstunde (7.2.2.2). Mittelwert (zSEM) Uber die
Anzanhl
Baselinegruppen (SAL) und die zweite Stunde Kontrollgruppe (SAL) und
die Experimentalgruppen: (PY 0.1, 0.5, 2.0 pg). Allen
Baselinegruppen (BSAL, BPY0.1, BPY0.5, BPY2.0) wurde zu Beginn der

ersten Stunde Sal injiziert.

der ripples pro 10-min-Interval fur die erste Stunde

Pyrilamin
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Abb. 9B :

7.2.21

Graphische Darstellung nach erfolgter Salinjektion (icv) der ersten Stunde
Baselineerhebung (7.2.2.1) und Drogen- bzw. Salinjektion (icv) wahrend
der zweiten Experimentalstunde (7.2.2.2). Mittelwert (zSEM) Uber die
Anzahl der ripples pro 10-min-Interval fir die erste Stunde
Baselinegruppen (SAL) und die zweite Stunde Kontrollgruppe (SAL) und
die Experimentalgruppen: Ketotifen (KE 0.5, 2.0 ug). Allen
Baselinegruppen (BSAL, BKEO0.5 und BKE2.0) wurde zu Beginn der

ersten Stunde Sal injiziert.

Baselineerhebung (Abb. 9A, 9B)

Innerhalb der ersten Experimentalstunde waren die Baselinewerte der Tiere,

die mit

unterschiedlich hoher Dosierung von Pyrilamin oder Ketotifen

weiterbehandelt wurden, mit den Tieren vergleichbar, denen im Anschluss ebenfalls

Sal appliziert wurde.
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Die grofite prozentuale Abweichung zeigte sich in den Pyrilamingruppen in der
30. — 40. Minute zwischen BSAL (p: 31, SEM: 7.6) und BPY2 (p: 52.3; SEM: 10.5)
(UBSAL ist 41 % kleiner als yBPY2) mit einem zweiseitigen p-Wert von 0.13. Dieser
p-Wert ist nach Tab. XII (Anhang) der kleinste, der in den Baselinegruppen zwischen
Sal und den verschiedenen Dosierungsgruppen von Pyrilamin ermittelt wurde.

Fir die Ketotifengruppen ergab sich der grofte prozentuale Unterschied in der
40. — 50. Minute zwischen BSAL (p: 30.5; SEM: 7.1) und BKEO.5 (u: 43.9, SEM:
10.8) (UBSAL ist 31 % kleiner als uBKEO.5) mit einem zweiseitigen p-Wert von 0.39.
Dieser p-Wert ist nach Tab. Xl (Anhang) der kleinste, der in den Baselinegruppen

zwischen Sal und den Dosierungsgruppen von Ketotifen ermittelt wurde.

7.2.2.2 Datenerhebung zum Einfluss von Hi-Antagonisten
auf die Anzahl von ripples (Abb. 9A, 9B)

Die Uberprifung der zweiten Hypothese (2a) zeigte dosisabhangige
Unterschiede in der gemittelten Anzahl der ripples zwischen den
Experimentalgruppen und der Kontrollgruppe. Die Injektion beider Hi-Antagonisten
fuhrte zu einer erhdhten Anzahl des ripple-Auftretens, wobei die Kurvenverlaufe der
Experimentalgruppen einen zeitabhangigen Verlauf aufwiesen.

Das Kurvenmaximum ist fur die hohe Dosierungsgruppe von Pyrilamin (PY2.0
mit p: 110.22 und SEM: 14.33) in der 10. — 20. Minute erreicht, fir die niederen
Dosierungsgruppen in der 30. — 40. Minute nach der icv.-Injektion (PY0.5 mit p:
86.90 und SEM: 14.40; PY0.1 mit p: 50.36 und SEM: 3.64). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe (SAL) wurde die Anzahl der ripples somit um maximal 54 % (SAL vs
PY0.1), 165 % (SAL vs PY0.5), 205 % (SAL vs PY2.0) erhoht.

Wahrend die niedrigste Dosierung (P0.1) im Vergleich zur SAL nur in der 20. —
30. Minute einen p-Wert < 0.05 aufwies, zeigten sich fur die mittlere Dosierung
innnerhalb der ersten 10 Minuten und der 30. — 40.; 50. — 60. Minute p-Werte < 0.05
und zwischen 10. — 30. Minute p-Werte < 0.01.
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Der Vergleich zwischen der hohen Dosierung von Pyrilamin (PY2.0) und SAL
erzielte wahrend allen sechs 10-min-Intervallen p-Werte < 0.05; in der zehnten bis
vierzigsten Minute p-Werte < 0.01 (s.Tab. 3).

Das Kurvenmaximum der hohen Dosierungsgruppe von Ketotifen (KE2.0 mit
M:75.06 und SEM: 10.27) wurde in der 20. — 30. Minute nach icv.-Injektion erreicht
und zeigt auch hier die héchste prozentuale Abweichung von der Kontrollgruppe
(SAL) von 224 %. Innerhalb dieses Intervalls wurde auch der kleinste p-Wert mit
p = 0.004 errechnet. Der Vergleich zwischen SAL und KEO.5 zeigte im zweiten und

vierten Minuten-Intervall p-Werte < 0.05.

70 80 90 100 110 120
SAL vs PYO0.1 0.31 0.13 0.02 0.07 0.82 0.59
SAL vs PY0.5 0.02 0.002 0.002 0.02 0.24 0.04
SAL vs PY2.0 0.01 0.002 0.002 0.004 0.02 0.01
SAL vs KEO0.5 0.18 0.04 0.09 0.04 0.49 0.82
SAL vs KE2.0 0.04 0.01 0.002 0.01 0.24 0.03
Tab. 3: P-Werte als Mall des Effekts beruhen auf dem Vergleich zwischen der

Kontrollgruppe  (SAL) und den Ketotifen-
Experimentalgruppen (PY0.1, PY0.5, PY2.0, KEO.5 und KE2.0) in 10-min-

Intervallen (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig).

Pyrilamin-  bzw.
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7.2.3 H2- und Hs-Antagonisten: Cimetidin und Thioperamid
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Abb. 10: Graphische Darstellung nach erfolgter Salinjektion (icv) der ersten Stunde
Baselineerhebung (7.2.3.1) und Drogen- bzw. Salinjektion (icv) wahrend
der zweiten Experimentalstunde (7.2.3.2). Mittelwert (zSEM) uber die
Anzahl der ripples pro 10-min-Interval fur die erste Stunde
Baselinegruppen (BSAL) und die zweite Stunde Kontrollgruppe (SAL) und
die Experimentalgruppen in A: Cimetidin (Ci1.0, 5.0 pg) und B:
Thioperamid (TH2.0, 10 pg). Allen Baselinegruppen (BSAL, BCi1.0, Ci5.0,
BTH2.0, BTH10) wurde zu Beginn der ersten Stunde Sal injiziert.
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7.2.31 Baselineerhebung (Abb. 10)

Innerhalb der ersten Experimentalstunde waren die Baselinewerte der Tiere,
die mit unterschiedlich hoher Dosierung von Cimetidin oder Thioperamid
weiterbehandelt wurden, mit den Tieren vergleichbar, denen im Anschluss ebenfalls
Sal appliziert wurde. Weder der Vergleich zwischen Kontrollgruppe (BSAL) und den
Dosierungsgruppen von Cimetidin (BCI1.0,BCI5.0) noch mit  den
Thioperamidgruppen (BTH2.0, BTH10) zeigte in einem der 10-min-Intervalle der
ersten Stunde einen p-Wert < 0.1 (Tab. XIl im Anhang).

7.2.3.2 Datenerhebung zum Einfluss von H;- und H3-Antagonisten
auf die Anzahl von ripples (Abb. 10)

Innerhalb der zweiten Experimentalstunde waren die Werte der Tiere, denen
unterschiedlich hohe Dosierungen von Cimetidin oder Thioperamid injiziert wurden,
mit den Werten der Kontrollgruppe vergleichbar. Weder der Vergleich zwischen der
Kontrollgruppe (SAL) und den Experimentalgruppen von Cimetidin (CI1.0,C15.0) oder
Thioperamid (TH2.0, TH10) zeigte in einem der 10-min-Intervalle der zweiten Stunde
einen p-Wert < 0.1.

Die Uberprifung der zweiten Hypothese zeigte keine Unterschiede in der
gemittelten Anzahl der ripples zwischen den Experimentalgruppen und der
Kontrollgruppe. Die p-Werte als Mal3 des Effekts sind im Anhang dargestellt
(Tab. XIIl im Anhang).

7.3 Pilotstudie zum Einfluss des muscarinergen Antagonisten

Scopolamin auf die Anzahl von ripples

In Kongruenz zu der Untersuchungsmethode des histaminergen Einflusses auf
die Auftretenshaufigkeit von ripples, wurde die ripple-Anzahl wahrend der ersten
Stunde nach Salinjektion (NaCl 0.9%) und wahrend der zweiten Stunde nach

Scopolamine-Injektion (5pg) in 10 Minuten Intervallen erhoben (n=3). Beide
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Injektionen wurden icv. in einer Menge von 1 pl appliziert — Scopolamin wurde in 0.9

prozentiger Natriumchloridldsung (Sal) gelost.
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Abb. 11: Graphische Darstellung nach erfolgten icv.-Injektionen zu Beginn der
ersten resp. zweiten Stunde. Mittelwert (zSEM) Uber die Anzahl der
ripples pro 10-min-Interval fur die erste Stunde Salininjektion (SAL) und

die zweite Stunde Scopolamininjektion (5 pg)

Nach der icv.-Injektion von Scopolamine (5ug) zeigte sich ein Anstieg der ripple
Anzahl mit einem zeitabhangigen Verlauf. Das Maximum wurde im vierten
10-Minuten-Intervall nach Scopolamininjektion gemessen und liegt mit 86 * 8 ripples
43% Uber dem vergleichbaren Zeitabschnitt der ersten Stunde (60 = 2) und 69%

Uber dem Gesamtmittelwert der ersten Stunde (51 + 2).

74 Auftretensdauer der untersuchten Verhaltensparameter unter
dem Einfluss der icv.-Injektion von 0.9% NaCl, Histamin und

Histaminerger Rezeptor-Antagonisten

Auf den folgenden Seiten wird die Dauer der Verhaltensweisen Ruhe (7.4.1),
Lokomotion (7.4.2), Aufrichten (7.4.3), Putzen (7.4.4), Schnuffeln (7.4.5) und fur die
Drogengruppen Histamin (A), Pyrilamin (B), Cimetidin (C) und Thioperamid (D)
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graphisch dargestellt und in 7.4.6 deskriptiv beschrieben. Die Dauer der
Verhaltensweisen der Drogengruppen von Ketotifen sind graphisch, p-Werte aller

Drogengruppen tabellarisch im Anhang dargestellt.

Graphiken A 7.4.1 — 7.4.5: Graphische Darstellung nach erfolgter Salinjektion (icv)
der ersten Stunde Baselineerhebung und Drogen- bzw. Salinjektion (icv) wahrend
der zweiten Experimentalstunde. Mittelwert (zSEM) Uber die Dauer der jeweiligen
Verhaltensweisen pro 10-min-Interval fir die erste Stunde Baselinegruppen (BSAL)
und die zweite Stunde Kontrollgruppe (SAL) und die Experimentalgruppen von
Histamin (HA0.2, HA1.0).

Graphiken B 7.4.1 — 7.4.5: Graphische Darstellung nach erfolgter Salinjektion (icv)
der ersten Stunde Baselineerhebung und Drogen- bzw. Salinjektion (icv) wahrend
der zweiten Experimentalstunde. Mittelwert (:SEM) Uber die Dauer der jeweiligen
Verhaltensweisen pro 10-min-Interval fur die erste Stunde Baselinegruppen (BSAL)
und die zweite Stunde Kontrollgruppe (SAL) und die Experimentalgruppen von
Pyrilamin (PY 0.1, 0.5, 2.0 ug).

Graphiken C 7.4.1 — 7.4.5: Graphische Darstellung nach erfolgter Salinjektion (icv)
der ersten Stunde Baselineerhebung und Drogen- bzw. Salinjektion (icv) wahrend
der zweiten Experimentalstunde. Mittelwert (zSEM) Uber die Dauer der jeweiligen
Verhaltensweisen pro 10-min-Interval fir die erste Stunde Baselinegruppen (BSAL)
und die zweite Stunde Kontrollgruppe (SAL) und die Experimentalgruppen von
Cimetidin (Ci1.0, 5.0 ug).

Graphiken D 7.4.1 — 7.4.5: Graphische Darstellung nach erfolgter Salinjektion (icv)
der ersten Stunde Baselineerhebung und Drogen- bzw. Salinjektion (icv) wahrend
der zweiten Experimentalstunde. Mittelwert (:SEM) Uber die Dauer der jeweiligen
Verhaltensweisen pro 10-min-Interval fur die erste Stunde Baselinegruppen (BSAL)
und die zweite Stunde Kontrollgruppe (SAL) und die Experimentalgruppen von
Thioperamid (TH2.0; TH10 pg).
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7.41 Ruhe (Dauer in Sekunden / 10-min-Intervall)
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74.2 Lokomotion (Dauer in Sekunden / 10-min-Intervall)
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743 Aufrichten (Dauer in Sekunden / 10-min-Intervall)
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744 Putzen (Dauer in Sekunden / 10-min-Intervall)
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7.4.5
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7.4.6 Vergleich der Verhaltensdauern von Baselinegruppen sowie Kontroll-

versus Experimentalgruppen

Die statistische Analyse zeigte vergleichbare Ergebnisse fur die Dauer aller
Verhaltensweisen im Vergleich der Baselinegruppen (BSal vs BDroge) sowie im
Vergleich zwischen Experimental- und Kontrollgruppen (Drogex vs SAL). Sowohl in
den Baseline- als auch in den Experimentalgruppen zeigten sich Unterschiede fast

ausschlieBlich im ersten 10-min-Intervalle nach icv. Injektion.

Innerhalb der ersten 10 Minuten nach Injektion des Hi-Antagonisten Pyrilamin
(2ug) zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe gesteigertes Ruheverhalten
(p=0.004), eine reduzierte Dauer des Aufrichtens (p=0.015) und eine Reduzierung
des Schnuffelns, welche 40 Minuten persistierte (p=0.004; p=0.026; p=0.041;
p=0.015).

Vergleichbare Daten wurden aber auch wahrend der Baselineerhebung fur BPY
2.0 gefunden. Im zweiten 10-min-Intervall wurden hier im Vergleich zu BSAL eine
grolere Ruhephase (p=0.026), sowie eine reduzierte Dauer des Schnuffelns
(p=0.026) sowie des Aufrichtens im ersten 10-min-Intervall (p=0.015) beobachtet.
Die niedrigeren Pyrilamindosierungen (0.1, 0.5ug) sowie die hohe Ketotifendosis
(2ug) bewirkten mit der Kontrollgruppe vergleichbare Werte in der Dauer aller
Verhaltensparameter (alle p-Werte > 0.05). Nur die niedrige Ketotifendosis (0.5 pg)
erzeugte sowohl fur die Baseline- (p=0.015) als auch fur die Experimentalgruppe
(p=0.026) im Vergleich zur Kontrollgruppe ein verringertes Aufrichteverhalten in den
ersten 10 Minuten nach den Injektionen. Wahrend der 20. — 30. Minute
Baselineerhebung (0.041) und der 40. — 50. Minute des Experiments (0.026) wurde

ein langeres Schnuffelverhalten dieser Tiergruppe beobachtet.

Zehn Minuten nach der Hx-Antagonisten-Injektion von Cimetidin (5ug) zeigte
sich eine Reduktion des Ruheverhaltens (p=0.015) und ein langer andauerndes
Schniffeln (p=0.026); die niedrige Dosis Cimetidin (1ug) rief indes in keiner
Verhaltensweise Unterschiede zur Kontrollgruppe hervor (alle P-Werte > 0.05).
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Innerhalb der ersten 10 Minuten nach Histamin-Injektion (2ug) war eine
Verlangerung der Putzdauer (p=0.026) beobachtbar, wahrend die niedrige
Histamindosis (0.2ug) in keiner Verhaltensweise Unterschiede zur Kontrollgruppe
zeigte (alle P-Werte > 0.05).

Innerhalb des ersten 10-min-Intervalls nach der Injektion des H3-Antagonisten
Thioperamid (10ug) zeigte sich ein kurzeres Aufrichteverhalten (p=0.017), was
ebenso in den ersten 10-min der Baselineerhebung (p=0.004) zu beobachten war.
Weiterhin zeigte sich in den ersten 10-min des Experiments eine Verlangerung des
Ruheverhaltens (p=0.009) und eine Verklrzung der Schnuffeldauer (p=0.017).

Im Gegensatz dazu, beobachtete man im zweiten 10-min-Intervall nach
niedriger Thioperamidinjektion (2ug) langeres Schnuffeln und Lokomotion (p=0.017;
p=0.004) mit verkurztem Ruheverhalten (p=0.009). Das kirzere Ruheverhalten

zeigte sich ebenfalls wahrend der Baselineerhebung (p= 0.03).

D Diskussion

8.1  Verhalten und ripples

8.1.1 Diskussion der Ergebnisse

Bisherige Befunde zum Zusammenhang zwischen elektrischer hippocampaler
Aktivitat und spontanem Verhalten zeigten, dass sharp wave assoziierte ripples
wahrend wachem Ruheverhalten, konsummatorischem Verhalten, Putzen und in der
Tiefschlafphase auftreten (Suzuki und Smith, 1987; Buzsaki et al., 1994). Einige
dieser Studien nutzten zur Verhaltensmessung ein Aktivitatsrad (modifizierter oder
originaler ,Wahman activity wheel”), welches die Ratte durch Eigenbewegung
rotieren lassen kann (Buzsaki et al., 1983, 1986 a). Mit dieser Methode kann man
zwar auf begrenztem Raum kontinuierliche Laufbewegung erzielen, doch hat sie im

Gegensatz zu Offenfeldstudien wenig Bezug zu realen Lebensbedingungen und das
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kinetische feed-back der Radbewegung stellt ebenfalls eine Einfluss nehmende
Variable dar (Bures, et al. 1983).

Die bisherigen Untersuchungen beschrieben die Korrelation von hippocampaler
Aktivitat und spezifischem Verhalten — wobei eine quantifizierende Aussage uUber
den Zusammenhang zwischen Verhalten und Auftretenshaufigkeit spezifischer
hippocampaler Aktivitat ausblieb. Die Versuchsbedingungen der vorliegenden Arbeit
erzielte diese quantifizierte Aussage bezuglich der hippocampalen ripple-Aktivitat;
wobei die Versuchsapparatur ein breites Spektrum von spontanem Verhalten
ermoglichte.

Die Versuchstiere zeigten umgebungsbezogenes Verhalten, wie Lokomotion
und Aufrichten — welche dem Explorieren der Umgebung dienen — selbstbezogenes
Verhalten wie Kratzen, Lecken, Korperpflege und waches Ruheverhalten wie Sitzen
oder Liegen, wobei das Schnuffeln ausschliellich ohne  weitere
Bewegungskomponeneten als solches definiert war. Meine Ergebnisse zeigten
kongruent zu den bisherigen deskriptiven Befunden eine klare Abhangigkeit des
ripple Auftretens zu verschiedenen Verhaltensweisen. Die in der Literatur
beschriebene Assoziation von SPW bzw. ripples und wachem Ruheverhalten sowie
Putzen (Buzsaki et al. 1992, 1994), kann durch meine Untersuchung detaillierter
beschrieben werden. Die Auftretenshaufigkeit der ripples ist wahrend des Putzens
80 % kleiner als im wachen Ruheverhalten. Auch wahrend des Schnuffelns, welches
in einigen Untersuchungen mit Theta assoziert wird (Chrobak et al., 1998; Bragin et
al., 1995; Buzsaki et al., 1994), konnten 40 % der ripple-Anzahl, die wahrend des
Ruheverhaltens gemessen wurde, nachgewiesen werden. Diese Diskrepanz ergibt
sich aus der ungenauen Definition dieses Verhaltensparameters.

In dem Ubersichtsartikel von Vanderwolf (1988), welcher die Assoziation von
zerebraler Aktivitdt mit Verhalten anhand vieler Offenfeldversuche zusammenfasst,
wird die Verhaltenskomponente ,Schnuffeln® detailliert beschrieben. Tritt Schnuffeln
mit weiteren Bewegungskomponenten wie z. B. Lokomotion auf, wurde
hippocampale Theta-Aktivitat beobachtet. Nur das alleinige Schnuffeln ohne weitere
Bewegungskomponeneten war von irregularer, groRamplitudiger hippocampaler
Aktivitat begleitet.
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Da in unserer Studie Schnuffeln  ausschlieBlich ohne  weitere
Bewegungskomponeneten als solches definiert war, stimmen unsere Ergebnisse
bezuglich der begleitenden hippocampalen Aktivitat mit denen Vanderwolfs tUberein.

Wenn man berilcksichtigt, dass zu dieser Zeit ripples noch nicht bekannt waren
man aber mittlerweile davon ausgeht, dass die hochamplitudige irregulare
hippocampale Aktivitat — heute auch als SPW's determiniert — unabdingbar mit dem
ripple-Auftreten assoziiert ist (Buzsaki et al., 1983 a, 1992).

Bisher wurde in der Literatur einstimmig beschrieben, dass explorative
Verhaltensweisen wie Lokomotion und Aufrichten ausschlief3lich mit Theta-Aktivitat
assoziiert sind (Buzsaki et al., 1986a, 1994) — wohingegen meine Ergebnisse zeigen,
dass auch wahrend dieser Verhaltensparameter vereinzelt ripples auftraten. Im
Vergleich zu der ripple-Anzahl im Ruheverhalten traten noch 2 % der ripple-Anzahl
wahrend Lokomotion und 8 % wahrend des Aufrichtens auf.

Auch hier muf auf die Notwendigkeit einer detaillierten Verhaltensbeschreibung
sowie der Problematik des Vergleiches von Ergebnissen verschiedener
Melapparaturen verwiesen werden. Im Aktivitatsrad gemessene Lokomotion mul}
nicht mit spontaner Lokomotion im Offenfeld Ubereinstimmen, zumal sich die
Lokomotionsdauer im Aktivitdtsrad von der in einem habituierten Offenfeld
gravierend unterscheidet.

Aufgrund der gewahlten Verhaltensparameterdefinitionen (s. 6.7.1) wird in der
vorliegenden Arbeit ,Lokomotion® als solche definiert, wenn sich alle vier Pfoten an
einen anderen Platz bewegen, auch wenn keine kontinuierliche Laufbewegung
folgte. Kongruent hierzu zeigte eine Untersuchung, dass wahrend Kkurzer
Extremitatenbewegungen SPW's auftraten, wobei die Bewegungen nicht detailliert
beschrieben wurden (Buzsaki et al., 1983 a).

Die wahrend des Aufrichtens vereinzelt auftretenden ripples konnten in
anderen Studien nicht beobachtet werden, da hier Aufrichten ausschliel3lich als freier
Stand definiert wurde, wohingegen in unserem Experiment auch das Aufrichten an
der Wand als solches definiert wurde. An der Wand abgestutzt, verharren die Ratten
langer in der aufgerichteten Stellung als im freien Stand — wodurch eine
Ruhekomponente in das Verhaltenmsmuster einflie3t, was zum Auftreten

vereinzelter ripples gefihrt haben kdnnte.
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Zusammengefasst spiegelte unser Experiment deutlich die Unterschiede in der
ripple-Anzahl bezuglich der Verhaltensparameter Lokomotion, Aufrichten, Putzen,
Schniffeln und Ruheverhalten wider.

In  einer frGheren Studie wurden in Abhangigkeit zu diesen
Verhaltensparametern spezifische zellulare Aktivitatskorrelate beschrieben. Wahrend
explorativem Verhalten zeigten die Kérnerzellen des Gyrus dentatus eine funf- bis
achtfach hohere Entladungsfrequenz gegenuber der im Ruheverhalten gemessenen,
wohingegen die Entladungsfrequenz der Pyramidenzellen des Ammonshorns
abnahm. Im Ruheverhalten wurde im SPW- bzw. ripple-Status eine gesteigerte
Entladungsfrequenz der Interneurone (IPSP’s) und Pyramidalzellen (EPSP’s) im
Ammonshorn gemessen; wobei die Pyramidenzellen von Ammonshorn und
Subiculum eine synchrone Entladungsaktivitat (Koaktivation) zeigten (Rose et al.,
1983).

Die Feuerungsfrequenz der SPW-assoziierten ripples liegt auf’erdem im
optimalen  Frequenzbereich zur LTP-Induktion (Douglas, 1977). Solch
hochfrequentes synchrones Feuern von Zellpopulationen bieten vorteilhafte
Bedingungen fur synaptische Plastizitat, was zur Formulierung der These fuhrte,
dass SPW assoziierte Populationsentladungen durch plastische Anderungen der
Pyramidenzellsynapsen Grundlage fur gedachtnisformatierende Prozesse darstellen
(Buzsaki et al., 1987; Buzsaki, 1991 b).

8.1.2 Ausblick

Grundlage weiterfihrender Experimente sollte die Uberpriifung der Korrelation
zwischen hochfrequenter hippocampaler Aktivitat (ripples) und kognitiver
Verhaltensprozesse sein. Hierbei sollten sich die Experimente methodisch der
hierarchischen Abfolge von einzelnen Verhaltensparametern bis hin zu komplexen
kognitiven Prozessen anpassen.

Beispiele dieser methodischen Vorgehensweise bieten die Untersuchungen zu
kognitiven Korrelaten der Gamma-Oszillationen. Wahrend zunachst nachgewiesen
wurde, dass sensorische Stimuli Gamma-Oszillationen in modalitatsspezifischen
Arealen evozieren (Freeman, 1983; Espinosa and Gerstein, 1988; Abeles et al.,
1993), konnte spater eine Oszillationssynchronisation zwischen temporalen und
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parietalen Assoziations-Cortices ~ durch multimodale Objektprasentation
nachgewiesen werden. Dies reprasentiert eine hdohere Stufe kognitiver Verarbeitung
— namlich die Wahrnehmung und damit das Bewusstsein Uber die Identitat eines
Objektes (von Stein et al., 1999).

Die weitere Differenzierung sensorischer Stimuli einer Modalitat stellte die
Pragnanz von Gamma-Oszillation wahrend des kognitiven Prozesses semantischer
Deutung herraus. Worter, die mit motorischen Aktionen assoziiert sind, evozierten
Gamma-Oszillationen im motorischen Areal, Worter mit visuellen Assoziationen im
visuellen Areal (Pulvermuller et al., 1997).

Orientierend an dieser methodischen Vorgehensweise sollte die Komplexitat
von Gedachtnisformatierung in einzelne Prozesse aufgegliedert und mit dem
Auftreten von ripples korreliert werden. Da das Verhalten selbst Einfluss auf das
hippocampale EEG nimmt, sollten in Untersuchungen zu kognitiven ripple-Korrelaten
Bewegungen moglichst ausgeschlossen werden.

Klassische Konditionierung autonomer Reflexe, wie z. B. die Herzschlagrate,
am fixierten Tier bietet hierfur ideale Bedingungen, da diese Konditionierung interne
Organismusbedingungen statt Bewegungsreaktionen trainiert. Aulerdem bietet das
zeitlich exakt bestimmbare Auftreten des konditionierten Stimulus eine genaue
Uberpriifung zeitlich synchron auftretender hippocampaler Aktivitadt. Unter der
Voraussetzung, dass limitierte Extremitatenbewegungen keinen Einfluss auf das
Auftreten von ripples haben, konnte sich als weiteres Lernexperiment operantes
Konditionieren anschlief3en.

Eine hohere kognitive Leistung stellt die Aufgabe der Musterunterscheidung
dar, bei welcher erlernte Muster wiedererkannt bzw. von neuen diskriminiert werden.
Die Integration von Gedachtnis- und Verstarkungskonzepten, welche davon ausgeht,
dass verstarkende Ergeignisse dem Abschwachen einer Gedachtnisspur
entgegenwirken (woraufhin eine Kurzzeit- und schlieflich eine
Langzeitgedachtnisspur gebildet werden kann (Huston, 1977 a&b), erlauben weitere
methodische Anséatze zur Uberpriifung kognitiver Lernprozesse in Korrelation zu
hippocampaler Aktivitat. Bei der konditionierten Platzpraferenz erlernt die Ratte, ihre
Umgebung zu diskriminieren und halt sich dann an dem zuvor verstarkten Platz auf.
So kénnte die hippocampale ripple-Aktivitat bei einem begrenzten Ruheaufenthalt an
zuvor verstarkten mit nicht verstarkten Platzen verglichen, oder aber wahrend des

Verstarkungsprozesses gemessen werden.
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8.2 Ripples unter dem Einfluss histaminerger Substanzen

8.2.1 Allgemeine Diskussion des Experiments

Um die potentiellen Wirkungsmechanismen der verwandten Substanzen zu
analysieren, wird in diesem Abschnitt die Distributionseigenschaft icv-injizierter
Substanzen und deren Penetration in umliegendes Gewebe beschrieben. Im
Einklang mit diesen Befunden werden die Hirnregionen extrahiert, die einen Einfluss
auf das hippocampale EEG auslben. Die histaminerge Wirkung in diesen Regionen

soll schlieRlich den Wirkungsort der vorliegenden Befunde aufschlisseln.

8.21.1 Intracerebroventrikulare Injektion

Intracerebroventrikulare Injektion ist eine weitverbreitete Methode, Drogen,
Peptide, Neurotransmitter oder anderer chemische Substanzen in das Gehirn
einzufihren, ohne zusatzlich periphere Effekte, wie nach intraperitonaler,
-muscularer, -venoser oder subcutaner Injektion zu erwarten. Gegenuber den
peripheren Injektionsmethoden bietet die intracerebroventrikulare Injektion die
Maoglichkeit, auch Substanzen zu injizieren, welche die Blut-Hirn-Schranke nicht
penetrieren kénnen.

In der cerebrospinalen Flussigkeit (CSF) liegen u. a. verschiedene neuroaktive
Substanzen, wie Neuropeptide, Hormone und Neurotransmitter vor. Entweder
reflektiert ihre Prasenz im CSF die Aktivitat des Hirnmetabolismus oder sie nutzen
diesen Weg um ihre Aktivitat weitflachig im Gehirn zu entfalten (Proescholdt
et al., 2000). Diese parasynaptische Kommunikation oder ,volume transmission® ist
bei Transmittersystemen bekannt und beschreibt, dass neuroaktive Substanzen
durch den extrazellularen Raum zu entfernten Zielrezeptoren diffundieren (Zoli et al.,
1998).
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In den letzten Jahren wird zunehmend die Diffusion und Ausbreitung
neuroaktiver Substanzen im Gehirn untersucht, ebenso die Verteilung nach
icv-Injektion. Fluoreszent oder radioaktiv markierte Injektate bieten die Moglichkeit,
die Substanzverteilung post mortem an einem bestimmten Zeitpunkt nach der
Injektion nachzuweisen. Durch die Weiterentwicklung bildgebender Verfahren, wurde
nun begonnen, die dynamische Substanzverteilung in vivo nach intraventrikularer
Injektion zu untersuchen. Alle Studien beschreiben Ubereinstimmend die zeitliche
Distribution — dem CSF-Strom folgend — einer Substanz nach icv-Injektion (Yee et
al., 1994; Lapchak et al., 1993).

Zwischen dem Injektionszeitpunkt von [14C]Saccharose oder [14C]Inulin in den
lateralen Ventrikel und dem Nachweis der Substanz im vierten Ventrikel — via drittem
Ventrikel und Aquaedukt — vergehen 3.5 Min. Nach Funf Minuten erreichen sie die
Cisterna magna und nach weiteren funf Minuten den subarachnoidalen Raum
(Ghersi-Egea et al., 1996; Proescholdt, M.G. et al., 2000).

Die transependymale Distribution erfolgt langsamer. Funf Minuten nach
lateraler icv. Injektion dringt [14C]Inulin 0.5 mm in das Parenchym des Hirns ein,
wobei die mammillaren Regionen des Hypothalamus, Striatum, Septum, Nucleus
raphe, Locus coeruleus und zum kleineren Teil auch der Hippocampus betroffen
sind. Nach zehn Minuten wird [14C]Inulin in einer Gewebstiefe von 0.6 mm
identifiziert und in geringerer Tiefe auch im Stammhirn und ventralen Vorderhirn. Erst
nach einer halben Stunde ist [14C]Inulin bis in den Thalamus, den posterioren
Hypothalamus, der Amygdala, dem Subiculum und nach zwei bis vier Stunden in das
gesamte Gehirn vorgedrungen.

Sowohl unterschiedliche Injektionsvolumina als auch bioaktive Molekile
gleichen molekularen Gewichts (Polypeptidhormon: CRH) verfolgen diese zeitliche
Distribution (Haffmans et al., 1983; Proescholdt et al., 2000).

Die Parenchympenetration des MR-Kontrastmittels Guadiamide, mit einem
kleineren Molekulargewicht in der GroRRe einiger Transmitter, erfolgt in der gleichen
Abfolge etwas schneller, so dass die intraventrikulare Ausbreitung statt 3.5 Min.
nur 2 Min. dauert und nach 10 Minuten eine 2 mm tiefe Penetration in das
Hirnparenchyma erreicht wurde (Bui et al., 1999). Das radioaktiv markierte
Enkephalin [3H]DADL ist innerhalb der ersten finf Minuten nach icv.-Injektion im

Striatum, im Hippocampaus und im Septum nachweisbar (Haffmans, J. et al., 1983).
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In einer Studie von Manahan-Vaughan et al. (1998) wurde ein Substanznachweis im
Hippocampus erst nach 30 Minuten festgestellt.

Die Moglichkeit, das CSF als endogenen Transportweg fur neuroaktive
Substanzen zu nutzen, wird zunehmend diskutiert. So zeigten Pappenheimer et al.
(1983), dass in Ratten transferiertes CSF schlafdeprivierter Ganse Schlafrigkeit
erzeugt, wobei als verantwortlicher Kandidat Interleukin IR diskutiert wird (Nicholson,
1999). Eine weitere Untersuchung beschrieb, dass [-Endorphin das CSF als
Transportweg nutzt um zu entlegeneren Zielrezeptoren zu gelangen (MacMillan,
et al., 1998).

Fir dopaminerge und serotonerge Fasern wird ein endogener
Wirkungsmechanismus Uber die Ausschuttung in das CSF, wo einige Neurone
terminieren, diskutiert (Nicholson, 1999). Histaminerge Dendriten interagieren mit
Gliazellen des mammillaren Recessus und der ventralen Oberflache des Gehirns.
Dies fiihrte zu der Uberlegung, dass Dendriten ins Ependym penetrieren und so in
direkten Kontakt mit CSF kommen, wo sie Histamin ausschutten (Reiner et al.,
1988). Da Histamin einen modulatorischen Einfluss auf den allgemeinen
Erregungszustand (arousal) des Gehirns hat (Onodera et al., 1994) und
ultrastrukturelle Studien eine limitierte Ausformung histaminerger synaptischer
Kontakte zeigte (Hough, 1998), ware eine weitflachige Wirkung durch
parasynaptische Kommunikation via CSF denkbar. Somit wirde unser Experiment

einen Teil der endogenen Histaminwirkungen reflektieren.

8.21.2 Potentielle Wirkungsmechanismen der verwandten Substanzen

Die in 8.2.1.1 aufgefuhrten Untersuchungen zeigten den Distributionsverlauf
unterschiedlich groRer Substanzen mit verschiedenen pharmakokinetischen
Eigenschaften. Gemeinsam ist ihnen die Ausbreitungsrichtung, sowie die Abfolge
der penetrierten Hirnparenchymata — wobei sich Substanzen mit geringerem
Molekulargewicht schneller ausbreiten.

Unter der Annahme, dass auch die in der vorliegenden Arbeit verwandten
Substanzen (welche bereits innerhalb der ersten 10 Min. nach icv.-Injektion einen

Effekt zeigten), solch ein Distributionsmuster aufwiesen, ist davon auszugehen, dass
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die von ihnen zuerst penetrierten Hirnparenchymata in unmittelbarer Nahe des
lateralen Ventrikels lokalisiert waren.

Somit waren das Septum, welches zwischen den vorderen Seitenhdrnern des
lateralen Ventrikels liegt (bis —1.0 von Bregma), der Hippocampus am Boden des
Unterhorns des Seitenventrikels sowie der dorsale Teil des Striatums die zunachst
penetrierten Hirnregionen (Paxinos, 1995). In der beschriebenen Untersuchung von
Proescholdt et al. (2000) wurden innerhalb der ersten 10 Min. nach icv.-Injektion
auch der Nucleus raphe, der Locus coeruleus, sowie die mammillare Region des
Hypothalamus penetriert. Einen nachgewiesenen Einfluss auf die hippocampale
EEG-Generierung zeigten das Septum, der Nucleus raphe und der Hippocampus
(Kap. 3).

Die histaminergen Wirkungsmechanismen auf diese Strukturen werden im
folgenden beschrieben, um die Hirnregion zu ermitteln, durch die die Befunde der

vorliegenden Arbeit erlautert werden kdénnen.

Septum

Cholinerge Schrittmacherzellen des Septums, welche sowohl zu den
Prinzipalzellen als auch zu den Interneuronen des Hippocampus projizieren, wurden
als Initiatoren hippocampaler Theta-Aktivitat betrachtet (Buzsaki et al., 1983;
Vinogradova et al., 1998). Gestutzt wurde diese These durch Studien, die zeigten,
dass Lasionen des Septums oder der septohippocampalen Projektion sowie die
gezielte Zerstorung cholinerger, septaler Neurone die Theta-Aktivitat von
Prinzipalzellen und Interneuronen im Hippocampus léschte (Lee et al., 1993; Buzsaki
et al., 1983 a). Die Theta-Oszillation der CA3-Pyramidenzellen wird durch die
rhythmische Hemmung benachbarter Interneurone getriggert, womit die
Pyramidenzellaktivitat im Theta-Status stark reduziert ist. Entfallt die cholinerge
Innervation der CA3-Pyramidenzellen und ihrer benachbarten Interneurone, ensteht
ein riesiges Entladungspotential, das Uber die Schafferkollaterale sowohl die
Pyramidenzellen als auch Interneurone der CA1 aktiviert — wobei die
Interneuronenoszillation die Feuerfrequenz der CA1-Pyramidenzellen bestimmt. Die
resultierende ripple-Oszillation wird somit durch IPSP’s der Pyramidenzellen in der

CAT1 reflektiert (Ylinen et al., 1995 b; Li et al., 1992, 1994).
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Eine Reihe von Untersuchungen zeigte den modulierenden Einfluss von HA auf
cholinerge Aktivitat.

So wurde in einer Studie von Gorelova und Reiner (1996) gezeigt, dass eine
histaminerge Aktivierung cholinerger Neurone im Septum H4-Rezeptor vermittelt war.
Mochizuki et al. zeigten eine erhohte Acetylcholinausschuttung im Hippocampus
durch elektrische Stimulation des TM (Mochizuki et al., 1994). Modulierende Effekte
auf die ACh-Ausschattung im Cortex und Hippocampus durch Blockade des
H1-Rezeptors konnten in einer Studien von Dringenberg et al. nachgewiesen werden
(Dringenberg et al., 1998).

Ubertragen auf die Befunde der vorliegenden Arbeit, kdnnte die Blockierung
der auf cholinergen Neuronen lokalisierten Hi-Rezeptoren im Septum zu einer
verringerten Acetylcholinausschuttung in der CA3 geflhrt haben. Somit wurden die
CA3-Pyramidenzellen disinhinbiert und das resultierende Entladungspotential fihrte
zu einem erhdhten ripple-Auftreten in der CA1. Umgekehrt flhrte die Aktivierung
cholinerger Neurone im Septum durch Histamin zu einem geringeren Auftreten der

ripples.

Nucleus raphe

Da muscarine Rezeptorblocker das Auftreten der Theta-Wellen nicht
vollstandig hemmten, manipulierte man andere Transmittersysteme und fand, dass
die zusatzliche Administration eines Serotoninsynthesehemmers die Theta-
Generierung vollstandig verhinderte (Vanderwolf und Baker, 1986). Kongruent zu
diesen Ergebnissen erzeugte die Stimulation des Raphekerns trotz muscarinerger
Blockade Theta-Wellen (Robinson und Vanderwolf, 1978).

Eine dominante serotonerge Projektion zum Hippocampus erreicht diesen Uber
den entorhinalen Cortex. Ist diese Projektion I|adiert, verschwinden die
Muscarinblocker-resistenten Theta-Wellen ebenfalls (Whishaw und Kolb, 1979;
Vanderwolf et al., 1985) — wobei die alleinige Lasion des entorhinalen Cortex keinen
Einfluss auf das Auftreten der Theta-Aktivitat zeigte, sondern die Theta Amplitude
um 50 % senkte (Whishaw und Sutherland, 1982; Bragin et al., 1995; Kocsis et al.,
1999). Somit wurde dem serotonergen System ein modulierender Effekt auf die

Theta-Generierung zugesprochen.
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Da serotonerge Efferenzen aus dem Raphe Kern hauptsachlich zu
hippocampalen GABAergen Interneuronen ziehen und diese die
Pyramidenzellaktivitat im Theta-Status hemmen (Freund et al., 1990), wurde eine
serotonerge Blockade ahnlich der muscarinergen Blockade zur Disinhibition
benachbarter CA3-Pyramidenzellen fuhren und das resultierende
Entladungspotential ein erhdhtes ripple-Auftreten in der CA1 bedingen. In vitro
Untersuchungen zeigten, dass HA eine Depression der Feuerrate serotonerger
Neurone im Nucleus raphe induziert (Lakoski, 1983) und der Hp-Antagonist Cimetidin
diesen Effekt antagonisiert (Lakoski, et al., 1984). In vivo wurde gezeigt, dass nach
einer |botensaurelasion des TM der hippocampale Serotoninspiegel steigt
(Maisonnette, et al., 1998). Im Gegensatz zu der Hj-Antagonisten vermittelten
Hemmung der Wiederaufnahme von Serotonin in die Synaptosomen, zeigte
Cimetidin hierauf keinen Einfluss (Hill, 1990; Young et al., 1988; Brown und
Vernikos, 1980).

Die Blockade von Hy-Rezeptoren auf serotonergen Neuronen musste demnach
die Auftretenshaufigkeit der ripples in der CA1 senken und dementsprechend die

Hemmung serotonerger Feuerung durch HA die ripple-Anzahl erhdhen.

Der Vergleich mit den Befunden der vorliegenden Arbeit, in welchen die
H.-Rezeptorblockade keinen bzw. HA den gegenteiligen Effekt erzielte, fuhrt zu der
Hypothese, dass die Wirkungsentfaltung der applizierten Substanzen im Septum
einen starkeren Effekt auf das ripple-Auftreten als die Substanz-Penetration in den

Nucleus raphe nach sich zog.
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Hippocampus

Histamin blockiert die Akkommodation der Aktionspotentialentladung und die
langanhaltende Nachhyperpolarisation in Pyramidenzellen (Haas, Konnerth, 1983).
Der exzitatorische Effekt auf die Prinzipalzellen im Hippocampus wird durch
H,-Rezeptoren vermittelt (Haas und Greene 1986; Greene und Haas, 1990) und
aulert sich in einer VergroRerung der population spikes sowie der spontanen
Feuerungsfrequenz (Brown et al., 1995; Yanovsky und Haas, 1998).

Weiterhin hat HA einen starken exzitatorischen Effekt auf hippocampale
Interneurone, was zu einem Anstieg spontaner IPSPs in den Pyramidenzellen der
CA1 und in den Kornerzellen des Gyrus dentatus fuhrt (Haas und Greene, 1986;
Greene und Haas, 1990). Auch diese Effekte scheinen Hz-Rezeptor vermittelt zu
sein. Eine neuere in vitro Studie zeigte, dass H,-Rezeptoraktivierung eine negative
Modulation des Auswartsstroms in inhibitorischen Interneuronen bedingt. Ein Effekt,
der durch einen PKA-Phosphorylationsmechanismus an der Untereinheit des
Kaliumkanals (Kv3.2) vermittelt wurde, wodurch die Feuerungsfrequenz der
Interneurone und somit die Inhibition benachbarter Prinzipalzellen gesenkt wurde
(Atzori, M. et al., 2000). Selbach et al. (1997) konnten durch Histamingabe einen
hemmenden Hi-Rezeptorvermittelten Effekt mit verstarkender Wirkung am
H,>-Rezeptors erzielen.

Inhibitorisch wirkt HA auf die synaptische Transmission des tractus perforans
zum Gyrus dentatus. Dieser Effekt ist durch prasynaptisch lokalisierte H3-Rezeptoren
in den Nervenendigungen des tractus perforans vermittelt (Brown und Reymann,
1996; Greene und Haas, 1990). Diesen inhibitorischen Effekt kann man auch in vivo
nach Applikation eines Hiz-Agonisten (Manahan-Vaughan et al., 1998) sowie nach
TM-Stimulation (Weiler et al., 1998) beobachten.

Neben den uber HA-Rezeptoren-vermittelten Effekten, hat HA eine
potenzierende Wirkung auf NMDA-Rezeptor-vermittelte Strome isolierter oder
kultivierter hippocampaler Pyramidenzellen — ein Effekt, der einer direkten Wirkung
an der Polyamin-Bindungs-Flache des NMDA-Rezeptors zugeschrieben wurde
(Bekkers 1993; Vorobjev et al., 1993).

Zahlreiche Untersuchungen beschrieben somit histaminerge Effekte im
Hippocampus, die H4-, Ho-, H3- oder direkt am NMDA-Rezeptor vermittelt waren. Die
vorliegende Arbeit zeigte einen Hi-Rezeptor vermittelten Effekt. Da
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Distributionsstudien  icv.-injizierter =~ Substanzen  nachwiesen, dass die
Substanzpenetration in den Hippocampus bis zu einer halben Stunde langsamer
erfolgte als in das Septum (innerhalb von 10 Minuten), ist anzunehmen, dass die
Ergebnisse dieser Arbeit nicht auf eine hippocampale Rezeptoraktivierung
zuruckzufihren sind (Proescholdt et al., 2000; Manahan-Vaughan et al., 1998).
Vielmehr ist im Septum die primare Wirkungsentfaltung unserer icv.-injizierten

Substanzen zu erwarten.

8.2.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Befunde der vorliegenden Arbeit lassen sich also durch die bekannte
histaminerge Aktivierung cholinerger septaler Neurone via H¢-Rezeptoren erklaren.
Cholinerge Neurone ziehen zu Pyramidenzellen und Interneuronen in CA1 und CA3
und entfalten Uber muscarinerge Rezeptoren einen exzitatorischen sowie einen
hemmenden prasynaptischen Effekt. Ein verringertes ripple-Auftreten ist durch eine
muscarinerge Rezeptoraktivierung GABAerger CA3-Interneurone zu erklaren. Die
Erregung der Interneurone hemmt ihre benachbarten CA3-Pyramidenzellen
periodisch, woraus der Theta-Status verbunden mit einem verringerten ripple-
Auftreten in CA1 resultiert.

Erst die Blockade dieses Mechanismus durch icv.-Applikation von
Hi-Antagonisten disinhibiert die CA3-Pyramidenzellen, woraufhin ihr gewaltiges
Entladungspotential via Schaffer-Kollaterale zu einem vermehrten Auftreten der
ripples in CA1 fuhrt. Diese These wird durch Befunde einer Pilotstudie gestitzt, in
welcher die icv.-Injektion des muscarinergen Antagonisten Scopolamin
dosisabhangig zu einer Steigerung des ripple-Auftretens in der CA1 fuhrte (eigene
Beobachtungen; 7.3). Da dieser Effekt erst 20 Min. nach icv.-Injektion beobachtet
wurde (8.2.1.1), ist es wahrscheinlich, dass diese Wirkung durch muscarinerge
Rezeptoren auf Pyramidenzellen und Interneuronen im Hippocampus vermittelt

wurde.
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Zu klaren bleibt, warum die H3z-Rezeptorblockade durch Thioperamid, welche
zu einer vermehrten Ausschittung von Histamin flhrt, nicht zu ahnlichen Effekten
wie das icv.-injizierte Histamin fuhrte.

Histaminerge Neurone feuern spontan, als Schrittmacher mit einem langsamen
Rhythmus bis zu 3 Hz, formen breite Aktionspotentiale (1.8 ms mittlere
Amplitudendauer) und tiefe, langandauernde Nachhyperpolarisationen (15-20 mV)
(Reiner und McGeer, 1987; Haas und Reiner, 1988). Die Feuerrate der TM-Neurone
ist abhangig vom zirkadianen Rhythmus, wobei sie wahrend der Wachzeiten ihr
Maximum erreicht, wahrend des Tiefschlafes abnimmt und wahrend des REM-
Schlafes stoppt (Sakai et al., 1990; Mochizuki et al., 1992).

Unsere am wachen Tier erhobenen Daten korrespondieren also mit einer
spontanen tonischen HA-Ausschittung. Der Effekt tonischer Histaminausschuittung
konnte durch Hs;-Rezeptorblockade und der daraus resultierenden gestiegenen HA-
Ausschuttung nicht gesteigert werden. Nur die zusatzliche Gabe von Histamin oder
die Blockade histaminerger Zielrezeptoren konnten die histaminerge Transmission
so manipulieren, dass ein Effekt auf die Auftretenshaufigkeit der ripples resultierte.

Einen weiteren Erklarungsansatz bietet die Tatsache, dass sich die Verteilung
der Hi-Rezeptoren nicht nur auf histaminerge Neurone beschrankt. Sie konnten
auch als Heterorezeptor auf serotonergen, noradrenergen und dopaminergen
Neuronen nachgewiesen werden, wobei ihre Aktivierung die jeweilige
Transmitterausschuttung hemmt (Schlicker et al., 1988, 1989, 1993, 1994). Ebenso
wurde die synaptische Transmission des Tractus perforans im Gyrus dentatus durch
Hs-Agonisten blockiert (Brown und Reymann, 1996).

Die Bindungsmaglichkeit von Thioperamid an Hiz-Rezeptoren verschiedenster
Transmittersysteme ist demnach grof3 und somit auch die daraus resultierenden
Effekte auf weitere Netzwerke. Hohe Hs-Rezeptordichten finden sich vor allem in
Hirnregionen, die erst lange nach icv.-Injektion von Thioperamid penetriert werden —
z. B. der Cortex — oder denen bislang keine Modulation des hippocampalen EEGs
zugewiesen wurde — wie dem Striatum.

Histamin moduliert die striatale Dopamin Synthese via Hs-Heterorezeptoren auf
dopaminergen Neuronen (Molina-Hernandez et al., 2000) und die Aktivitat
cholinerger Neurone — wobei Hs-Agonisten (Imetit und Immepip) via Stimulation von
Hs-Heterorezeptoren ebenso wie der Antagonist (Thioperamid) via Blockade des

Autorezeptors die cholinerge Ausschuttung steigert (Kraus et al., 1999).
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Es ist also denkbar, dass Thioperamid im Striatum, welches in icv.-
Distributionsstudien als eine der ersten substanzpenetrierten Hirnregionen
beschrieben wurde (Proescholdt et al., 2000; Haffmans et al., 1983), bindet und
Effekte entfaltet, die auf das hippocampale EEG keinen Einfluss nehmen. Im
Septum hingegen, welches ebenso schnell penetriert wird wie das Striatum
(Proescholdt et al., 2000; Haffmans et al., 1983), wurde nur eine geringe
Hs-Rezeptorverteilung und somit auch eine geringe Wirkungseffizienz von
Thioperamid nachgewiesen. Auflerdem wurde eine prasynaptische Hi;-Rezeptor-
Lokalisation auf cholinergen Neuronen Uberwiegend abgelehnt (Arrang et al., 1995)
— wobei Giorgetti et al. eine H3-Rezeptor vermittelte Hemmung der Ach-Auschittung

via Aktivierung GABAerger Interneurone postulieren (Giorgetti et al. 1997).

8.2.3 Pathophysiologische Implikationen

Die anatomische Organisation hippocampaler Prinzipalzellen, sowie die
rekurrente und Vorwarts-Hemmung benachbarter Interneurone, pradisponieren den
Hippocampus zu synchroner rhythmischer Aktivitat. Epileptogene Aktivitat ist wie das
Auftreten der ripples durch eine synchrone Entladung von Neuronen
gekennzeichnet, wobei das unterschiedliche Oszillationsmuster in Abhangigkeit von
inhibitorischer Interneuronenaktivitat geformt wird (2.6.7 und 3.3).

Eine Blockade GABAerger Inhibition zeigte ebenso wie die subcorticale
Deafferentierung das Auftreten groRamplitudiger, interiktaler Spikes, die zwar auch
synchronisierte Feldpotentiale aber nicht die rhythmische ripple-Oszillation des CA1
Netzwerks widerspiegeln (Buzsaki et al., 1989 a). Eine phasenabhangige synchrone
Entladung der Interneurone ist notwendig, um eine rhythmische Feuerung der durch
den CA3 Input depolarisierten CA1 Pyramidenzellen zu erzeugen (Buzsaki et al.,
1991 b).

In verschiedenen Untersuchungen wurde der Einfluss des histaminergen
Systems auf epileptogene Aktivitdt nachgewiesen (Wyngarden und Seevers, 1951;
Yokoyama et al., 1993; Kamei, et al., 1998). Klinische sowie tierexperimentelle
Studien zeigten, dass epileptische Aktivitat durch Histamin, Histidin oder
Thioperamid gehemmt und durch Hs- nicht aber durch H,-Antagonisten verstarkt
wurde (Yokoyama, et al., 1992, 1994, 1996; Kakinoki et al., 1998).

105



Das erhohte Auftreten von Hi-Rezeptoren in den corticalen Foci von
Epilepsiepatienten (linuma et al., 1993) deutet auf einen defensiven Mechanismus
eines antikonvulsiven Systems hin, welches das Ausbreiten der elektrischen Aktivitat
eindammen soll, was wiederum auf einen hemmenden Effekt des histaminergen

Systems schliel3en lasst.

Zusammengefasst sprechen diese Befunde fur einen inhibierenden
Hi-Rezeptor vermittelten Mechanismus des histaminergen Systems auf die
Entwicklung oder Auftretenshaufigkeit von Epilepsie. Kongruent zu diesen
Ergebnissen, zeigten die Befunde der vorliegenden Arbeit einen inhibierenden

H1-Rezeptor vermittelten Effekt auf die Auftretenshaufigkeit von ripples.

8.2.4 Konzeptuelle Implikationen in Bezug auf kognitive

und emotionale Korrelate

Lernen und Verstarkung

In Kap. 2.6.5 wurde der Einfluss des histaminergen Systems auf Verstarkungs-
und gedachtnisformatierende Prozesse erlautert (White und Rumbold, 1988;
Schwartz et al.,, 1991). So zeigte die Applikation von Histamin eine hemmende
Wirkung (Cohn et al.,, 1973; Bergman und Spealman, 1986) und TM-L&sionen
(Wagner et al., 1993) oder H;s-Antagonistenadministration einen disinhibierenden
Effekt auf Verstarkungsprozesse (Privou et al. 1998; Zimmermann Doktorarbeit,
1998; Mattioli et al., 1997).

Eine Reihe von Untersuchungen zeigte einen modulatorischen Einfluss des
histaminergen Systems auf Gedachtnisprozesse. Wahrend die Administration von o~
FMH zu einer Leistungssteigerung aktiven Vermeidungsverhaltens flhrte, erzielte
Histamin den gegenteiligen Effekt (Cacabelos und Alvarez, 1991; Alvarez und
Banzan, 1995; Tasaka et al., 1985). Die leistungsmindernde HA-Wirkung auf aktives
Vermeidungslernen wurde durch intrahippocampale Hj-Rezeptor-Blockade
antagonisiert, wohingegen die Hy-Rezeptor-Blockade keinen Einfluss zeigte (Alvarez
und Banzan, 1996). Auch intracraniale Hs-Antagonisten-Injektionen in den Nbm oder

Nucleus accumbens steigerten die Leistungen fur inhibitorisches Vermeidungslernen
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(Privou et al., 1999; Zimmermann Doktorarbeit 1998). Aullerdem erzielten i.p.-
Injektionen von Hi-Blockern eine Lernfazilitierung bei alten Ratten (Frisch et al.,
1997). Weitere Untersuchungen ergaben gegenteilige Befunde (Meguro et al., 1995;
Smith et al., 1994; Tasaka et al., 1985).

Im Einklang mit der Verstarkungstheorie von Huston et al. (1977b), welche eine
VerknlUpfung von Verstarkungs- und Lernprozessen beschreibt (Kap. 2.6.5), wurden
in Untersuchungen mit TM-L&sionen disinhibierende Effekte auf Verstarkung und
Gedachtnisprozesse erzielt (Huston et al., 1997; Frisch et al., 1998; Klapdor et al.,
1994; Segura-Torres et al., 1996). TM-Lasionen wurden als experimentelles Modell
der Alzheimerschen Krankheit beschrieben und weisen zusammen mit anderen
Studien auf eine Involvierung des histaminergen Systems in den pathologischen
Prozess dieser Krankheit, die bekanntlich mit progressiver Amnesie assoziiert ist
(Gallagher et al., 1993).

In Kap. 4.1 wurde Buzsakis Zwei-Stufen-Modell zur Gedachtnisbildung in
Abhangigkeit zu hippocampalen EEG-Oszillationsmustern erlautert (Buzsaki, 1989b,
1991b). Eintreffende Informationen, die wahrend des Explorierens gesammelt
wurden, werden wahrend des Theta-Status relativ labil gehalten — dieser labile
Zustand wird nach Beendigung des explorativen Verhaltens in einen stabilen
umgewandelt.

Hierzu werden verschiedene neuronale Subpopulationen der hippocampalen
Strukturen starker aktiviert bzw. potenziert, was sich in der Ausformung von sharp
waves in der CA3 und den ripples in der CA1 widerspiegelt. Der Mechanismus der
SPW's dient somit der Verstarkung aufgenommener Informationen, um diese dann
zur Langzeitspeicherung uber das Subiculum zum Cortex zuruckzusenden.

Buzsaki postuliert, dass das Verhalten, welches mit der hdchsten neuronalen
Feuerungsrate und den starksten synchronen Feuerungsmustern (Koaktivation)
assoziiert ist, am geeignetesten ist, synaptische Plastizitat zu induzieren. Somit ware
der SPW / ripple-Status der beste Kandidat fiir plastische Anderungen der
Pyramidenzellen. In vivo Untersuchungen zeigten, dass eine LTP-Induktion durch
das spontane Auftreten der sharp waves fazilitiert wurde (King et al., 1999).

Die These, dass der SPW /ripple-Status entscheidend zur Gedachtnis-

formatierung  beitragt, wurde durch verschiedene Untersuchungen des
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hippocampalen EEGs in Schlafstadien, welche mit Gedachtniskonsolidierung
assoziiert sind, gestutzt.

Hier wurde gezeigt, dass hippocampale Neurone, die im wachen Tier eine hohe
Feuerungsrate zeigten, auch wahrend des darauf folgenden Schlafstadiums eine
erhohte Feuerungsrate aufwiesen (Pavlides und Winson, 1989; Wilson und
McNaughton, 1994; Skaggs und McNaughton, 1996 b).

Nach Kudrimoti et al, (1999) instrumentiert die spontane Reaktivierung, der
wahrend der Exploration geformten Gedachtnisspur, den Prozess der
Gedachtnisformatierung im Neocortex, wobei die hochfrequente CA1-Oszillation
diesen Prozess fazilitiert (Kudrimoti et al., 1999). Somit werden wahrend der Theta-
assoziierten REM-Phase vorher erlebte Erfahrungen verarbeitet und in der
anschlielfenden Tiefschlafphase durch die SPW / ripple-Aktivitat ein verstarkender

Beitrag zur Gedachtniskonsolidierung ausgeubt.

Unter Annahme der These, dass ripple Aktivitat einen Beitrag zur
Gedachtniskonsolidierung leistet und das histaminerge System einen inhibierenden
Einfluss auf die Gedachtnisformatierung ausubt, ist ein hemmender histaminerger
Einfluss auf die ripple Aktivitat anzunehmen.

Die Befunde der vorliegenden Arbeit stutzen diese Annahme, da die
Histamininjektion eine Reduktion und die Hi-Rezeptorblockierung eine Erhéhung des
ripple-Auftretens induzierten. Aul3erdem wurde in der Tiefschlafphase ein Sistieren
der TM-Neuronen-Aktivitat (Monti, 1993; Sakai et al., 1990) und eine verringerte
Histaminausschuttung festgestellt (Schwartz et al., 1976).

Eine verringerte Histaminausschuttung wirde somit den Gedachtnis-
konsolidierungsprozess sowie das Auftreten von ripples wahrend des Tiefschlafs

begulnstigen.

Die Befunde unserer Pilotstudie zeigten nach icv.-Injektion des muscarinergen
Antagonisten  Scopolamin  eine  Erhohung des ripple-Auftretens  (7.3).
In verschiedenen Untersuchungen fuhrte die Administration von Scopolamin zu einer
Lernverschlechterung (Givens und Olton, 1990; Izquierdo et al., 1992; Izquierdo und
Medina 1995). So zeigten intracerebrale Injektionen von Scopolamin amnestische
Effekte im Vermeidungslernen — nach intrahippocampaler Injektion — und in einer

Habituationsaufgabe — nach intrahippocampaler oder intraseptaler Injektion
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(Izquierdo et al., 1992). Wahrscheinlich regulieren die unterschiedlichen Strukturen
verschiedene Komponeten der Gedachtniskonsolidierung. Allerdings konnte nach
einer icv.-Injektion von Scopolamin erst bei einer Dosis von 20 pg bei Mausen eine
Lernverschlechterung gemessen werden (ltoh et al., 1990); wahrend in unserer
Pilotstudie bereits 5 ug (icv.) zu einem Anstieg der ripple-Anzahl fuhrte. Weiterhin
induzierte die intraseptale Injektion von Scopolamin eine Supression des Theta-
Rhythmus verbunden mit einem Leistungsabfall des Kurzzeitgedachtnisses (Givens
und Olton, 1990). Wie in Kap. 3.3 beschrieben, treten ripples auf wenn die Theta-
Aktivitat unterdruckt ist. Ein Leistungsabfall des Kurzzeitgedachtnisses durch
intraseptale Injektion von Scopolamin, konnte also mit einer erhohten ripple-Aktivitat
verbunden sein. Aus dem Gedachtnismodell von Buzsaki (4.1) wird ersichtlich, dass
sowohl Theta-, Gamma-, als auch ripple-Aktivitat an Lernprozessen beteiligt sind. So
wurden plastische Anderungen im Gyrus dentatus wahrend Theta-assoziiertem
explorativem Verhalten, in den CA1-CA3-Regionen wahrend SPW-assoziiertem
Ruheverhalten nachgewiesen (Rose and Dunwiddie, 1986; Staubli und Lynch,
1987). Ein erhdhtes Auftreten der ripple-Aktivitat reflektiert demnach eine spezifische
Komponente innerhalb der Gedachtniskonsolidierung, so dass ein erhohtes ripple-
Auftreten nicht generell eine Leistungsverbesserung in allen Gedachtnismodalitaten

wiederspiegelt.

Die in 8.1.2 angedachten weiterfUihrenden Experimente bezuglich eines
Korrelats von ripple-Aktivitat und mnestischen Prozessen, kdénnten auch hier zur
Uberpriifung eines drogenbedingten ripple- und Lerneinflusses herangezogen
werden — wobei diese Untersuchungen auch die Korrelationen mit den in Kap. 4
erlauterten hippocampalen EEG-Typen Gamma- und Theta-Oszillation einschliessen
sollten, welchen ebenfalls Einfluss auf gedachtnisformatierende Prozesse
zugesprochen wird (4.2 und 4.3).

Es ist anzunehmen, dass ein koordiniertes Auftreten der beschriebenen
hippocampalen EEG-Typen, einen Baustein innerhalb der Gedachtnisformatierung
reflektiert.
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Angst

Dem histaminergen System wird neben modulatorischen Wirkungen auf
Gedachtnisprozesse auch ein Einfluss auf angstbezogenes Verhalten zugesprochen
— wobei die Lasion des tuberomammillaren Kerns E2 sowie die Hi-Rezeptorblockade
einen anxiolytischen Effekt entfaltete und Hs-Rezeptor-knock-out-Mause reduziertes
Angst-Verhalten zeigten (Frisch et al., 1998; Imaizumi et al., 1996; Imiazumi und
Onodera, 1993; Privou et al., 1998; Douglas, 1985; Yanai et al., 1998).

Auch fur das cholinerge System wird eine Einflussnahme auf angstbezogenes
Verhalten diskutiert — wobei cholinerge Aktivitdt anxiogen wirkt, bzw. cholinerge
Aktivitat eine kognitive Variable in Angstprozessen reprasentiert (Hart et al., 1999;
Berntson, et al., 1998). So wurden schon vor Jahren anticholinerge Pramedikation
zur Angstreduktion vor Beginn einer Operation eingesetzt (Kentala et al., 1990).

Als vermittelnder Rezeptor der cholinergen anxiogenen Aktivitat wird der
muscarine Rezeptor diskutiert (Biro et al., 1997). Konsistent zu diesen Befunden
zeigten klinische Studien, dass Demenzpatienten mit Degenerationen des
cholinergen Systems, wie sie z. B. bei der Alzheimerschen Krankheit auftreten,
weniger starke Angstsymptome im Vergleich zu Demenzpatienten ohne cholinerge
Degenerationen aufweisen (Sultzer, et al., 1993).

Ein konzeptueller Zusammenhang zwischen Gedachtnis- und Angstprozessen
wird in den letzten Jahren zunehmend diskutiert — wobei das septo-hippocampale
System bzw. das hippocampale EEG eine entscheidende Rolle spielt (Berntson et
al.,, 1998; Maren, 1997). So wurde bei Hasen durch StreRRinduktion oder
Methamphetamingabe die Theta-Frequenz erhoht (Yamamoto, 1998) und bei
Panikpatienten eine positive Korrelation von Angstscores und Theta-Amplitude
identifiziert (Knott et al., 1996). McNaughton nimmt an, dass einigen Formen von
Angststorungen primar kognitive und sekundar emotionale Dysfunktionen zugrunde
liegen. Die kognitive Dysfunktion fuhrt er auf eine Hyperaktivitat des Hippocampus
bzw. des septohippocampalen Systems zurick (McNaughton, 1997). Humanstudien
beschrieben eine emotionale Einflussnahme auf die Ausformung der Theta-Aktivitat
(Inanaga, 1998).

Weitere Studien zeigten, dass anxiolytische Drogen, wie z.B. Benzodiazepine,
die in Humanstudien eine Lernverminderung aufwiesen, in Tierexperimenten die

hippocampale Theta-Aktivitat hemmten (Hirose et al., 1990, Quintero et al., 1985).
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Der Hippocampus ist demnach eine Instanz, welche durch modulatorische,
subcorticale Einflisse entscheidet wie eintreffende sensorische Informationen
weiterverarbeitet, miteinander verknlUpft werden und welche Gewichtung sie in
Bezug auf Gedachtnisformatierung erhalten. Projektionen aus der Amygdala z. B.
versorgen den Hippocampus mit emotionalen Einfarbungen belohnender oder
aversiver Qualitat (Nishijo et al., 1993).

Demzufolge reflektiert das hippocampale Oszillationsmuster auch emotionale
Einflisse, so dass es denkbar ist, dass auch das hochfrequente ripple-
Oszillationsmuster diesen Einflissen unterliegt. AulRerdem zeigte die Blockade des
Hi-Rezeptors, welche zu einer Erhdhung des ripple-Auftretens flhrte, in
verschiedenen Untersuchungen anxiolytische Effekte (Kap. 2.6.4). Nachfolgende
Studien konnten den Zusammenhang zwischen Auftreten oder Ausformung der
ripple-Aktivitat und angstbezogenem Verhalten untersuchen. So darf man beim
Aufenthalt der Ratte in den offenen Armen des Plus-maze im Vergleich zum
Aufenthalt in geschlossenen Armen eine Veranderung des ripple-Auftretens oder

seiner Ausformung erwarten.

8.3 Droge und Verhalten

Zur Kontrolle einer moglichen Interdependenz  zwischen  akuten
Verhaltenseffekten von Histamin oder seiner Rezeptorblocker und ihrer Einwirkung
auf die Anzahl der ripples wurde das Verhalten wahrend Baseline und Testmessung
einer detaillierten Analyse unterzogen.

Auffallig ist, dass die meisten Verhaltensunterschiede im ersten 10-min-Intervall
nach icv.-Injektion sowohl in der Baseline- als auch in der Experimentalerhebung
auftraten. Betrachtet man die Graphiken (A-D 7.4) wird ersichtlich, dass sich diese
Unterschiede sowohl in den Experimentalgruppen als auch in der Kontrollgruppe
widerspiegeln.

So zeigten die Gruppen PY2.0, KEO.5, TH10 in den ersten 10-min-Intervallen
beider Stunden nach icv.-Injektion eine Reduktion des Aufrichtens. Das langere
Ruheverhalten mit kirzerer Schnuffelphase in den ersten 10 Minuten nach

Pyrilamin- (2pg) Injektion zeigte diese Tiergruppe auch in der Baseline.
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Es ist anzunehmen, dass der manuell durchgefuhrte Injektionsvorgang jeweils
zu Beginn beider Untersuchungsstunden einen Effekt auf das Verhalten der Ratte
innerhalb der ersten 10 Minuten nach Injektion hatte. Verschiedene Untersuchungen
wiesen einen Einfluss der Tier-Mensch Interaktion auf das Verhalten der Tiere nach.
So zeigte das ,Handling“ einen Einfluss auf das Angstverhalten von Ratten — wobei
die vorherige Erfahrung der Ratten in der Interaktion mit dem Mensch eine
pragnante Rolle spielt (Maier und Crown, 1993; Andrews and File, 1993).

Untersuchungen anderer Spezies verdeutlichten ebenfalls den Einfluss taktiler
Interaktionen. Neben dem Einfluss auf das Angstverhalten verringerte negative
taktile Interaktion die Milchproduktion von Kahen (Hemsworth et al., 2000). Weiterhin
wurde festgestellt, dass das ,Handling® auch einen direkten Einfluss auf
physiologische Prozesse im Gehirn nahm. In einer Mikrodialyse-Untersuchung
konnte durch ,Handling” eine Erhohung des extrazellularen ACh-Spiegel im
Vorderhirn nachgewiesen werden (Thiel et al., 1998). Diese Befunde weisen auf
einen nicht zu vernachlassigenden Faktor in tierexperimentellen Studien, der in der
Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit berticksichtigt wird.

Auch wenn die Ratten wahrend der icv-Injektionen keine direkte taktile
Interaktion erfahren haben, ist nicht auszuschlie3en, dass die Naherung der Hand
des Experimentators, gekoppelt mit dem leichten Widerdricken des Kopfes wahrend
des Injektionsvorgangs, einen Einfluss auf das sich direkt anschliessende Verhalten
der Ratten ausubte. Somit lie3en sich die Verhaltensunterschiede im ersten 10-min-
Intervall nach den icv.-Injektionen fur die Baseline- und Experimentalerhebung
erklaren.

Wahrend der kritischen Zeitpunkte der Experimentalstunde (10 - 30 Min.), in
welcher Histamin oder die Hj-Antagonisten Pyrilamin und Ketotifen einen
prominenten Effekt auf die Anzahl der ripples zeigten, waren die Verhaltensdauern
der untersuchten Parameter von Experimental- und Kontrollgruppen vergleichbar.

Innerhalb der 20. — 30. Minute zeigte nur die Experimentalgruppe PY2.0 eine
kirzere Schnuffeldauer, die aber auch in der Baseline zu beobachten war. Wahrend
der 10. — 20. Minute zeigte die Experimentalgruppe TH2.0 langere Lokomotion und
Schnuffeln verbunden mit verkurztem Ruheverhalten. Doch zeigte diese Tieregruppe
auch wahrend der Baselineerhebung kurzere Ruhephasen. Die hohe

Dosierungsgruppe von Cimetidin (Ci5.0) zeigte innerhalb dieses Zeitraums langer
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andauerndes Schnuffeln verbunden mit kirzerem Ruheverhalten und eine langere
Lokomotionsphase wahrend der Baselineerhebung.

Da die Unterschiede im Verhalten der jeweiligen Tiergruppen sowohl wahrend
der Baseline-, als auch wahrend der Experimentalerhebung ermittelt wurden, ist
anzunehmen, dass sich diese Tiergruppen generell durch unterschiedliche
Aktivitatsmalle auszeichneten.

Der ermittelte Unterschied ist somit nicht auf einen Einfluss der Drogenwirkung
zurtckzufihren — womit auch ein drogenbedingter Verhaltenseinfluss auf die ripple-

Anzahl ausgeschlossen werden mulf3.

Es ist davon auszugehen, dass die Modifikationen der ripple-Anzahl durch
Histamin bzw. Hj-Antagonisten nicht auf eine Anderung des Verhaltens
zuruckzufuhren sind.

Die bisherigen Befunde zum histaminergen Einfluss auf Lokomotion sind nicht
kongruent. So berichten einige Untersuchungen von einer Lokomotionsminderung
nach HA-Injektion oder biphasischen Effekten, wahrend andere Studien eine
Lokomotionsminderung nach o-FMH Injektionen beschrieben (Onodera und Ogura,
1985; Chiavegatto et al., 1998; Cacabelos und Alvarez, 1991). Zurtckfuhren kdonnte
man diese Diskrepanzen auf unterschiedliche Injektionsweisen (icv.; ip.) und
verschieden hohe Dosierungen.

Eine mit unserer Studie vergleichbare Untersuchung zeigte nach icv.-
Injektionen von 0.25-25 ug HA dosisunabhangige Verringerung der Lokomotionszeit.
Der Hy-Antagonist Ranitidin (5.7 pg) und der Hs-Antagonist Thioperamid (6.5 pg)
zeigte eine Erhéhung der Lokomotionsdauer (Chiavegatto et al., 1998). Die Befunde
der vorliegenden Arbeit zeigten nur eine Erhdhung der Lokomotionsdauer fur die
Thioperamidgruppe (TH2.0).

Der in der Chiavegattos Studie verwandte Hy-Antagonist Ranitidin zeichnet sich
durch eine groRere Affinitat zum Hy-Rezeptor aus als Cimetidin (Kap. 6.6). Daher
konnte die Dosierung von Cimetidin in unserem Experiment zu gering gewesen sein
um einen Einfluss auf die Lokomotion zu nehmen.

Ein gesteigertes Aufrichteverhalten und Schnuffeln nach HA-Injektion sowie
eine Abnahme der Putzdauer nach Hi-Antagonisten-Injektion (Chlorpyramine)
(Kalivas et al., 1982; Skuza et al., 1989) konnte in unserem Experiment nicht
beobachtet werden. An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass unsere
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Versuchsapparatur nicht vergleichbar mit den Ublichen ,openfield“-Apparaturen ist,
die zum Beobachten von Spontanverhalten eingesetzt werden. In der kreisrunden
sopenfield“-Apparatur hat das Versuchstier einen Bewegungsfreiraum mit einem
Durchmesser von ca. 1 Meter, wahrend wir eine Apparatur nutzten, deren
quadratische Grundflache 40 x 40 cm mal}.

So kénnte man sich erklaren, warum die gleiche HA-Dosis icv. injiziert in
unserem Experiment nicht zu einer Lokomotionsreduktion fuhrte. Wahrscheinlich ist
innerhalb eines kleinen Bewegungsraumes die Lokomotion generell verringert,

wodurch sich ein zusatzlicher Drogeneffekt nicht mehr auswirken kann.

8.4 Ausblick

Um den potentiellen Wirkungsmechanismus des histaminergen Systems flr
das ripple-Auftreten zu ergrinden, sollten anschliellende Untersuchungen den
Einfluss auf das ripple-Auftreten durch intracorticale Injektion von Histamin sowie
seiner Antagonisten in spezifische Zielstrukturen ermitteln.

Eine Ab- resp. Zunahme des ripple-Auftretens nach Injektion von Histamin
resp. Hqi-Antagonisten in septale Regionen, wirde die These eines cholinergen
Hi-Rezeptor-vermittelten Wirkungsmechanismus auf das ripple-Auftreten der
vorliegenden Arbeit stutzen.

Interessant ware ein Vergleich septaler versus hippocampaler Effekte
histaminerger Drogen auf die ripple-Aktivitat. Zahlreiche Untersuchungen
beschrieben histaminerge Effekte im Hippocampus, die Hy-, Hz- oder direkt Gber den
NMDA-Rezeptor vermittelt waren. Im Hippocampus wurden exzitatorische
histaminerge Effekte auf die Erregbarkeit der Prinzipalzellen (Haas und Konnerth,
1983; Yanovsky und Haas, 1998; Brown et al., 1995) sowie Interneuronen
nachgewiesen, welche im Gegensatz zur exzitatorischen Histaminwirkung an
cholinergen septalen Neuronen nicht Hi- sondern Hy-Rezeptor vermittelt waren
(Haas und Greene, 1986; Greene und Haas, 1990).

Durch prasynaptisch lokalisierte Hs;-Rezeptoren entfaltet Histamin eine
Hemmung der synaptischen Transmission vom perforierenden Pfad zum Gyrus
dentatus (Brown und Reymann, 1996). Da eine intrahippocampale Injektion zunachst
die Area CA1 penetriert, wirde man hier einen Anstieg der Feuerungsrate der
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Pyramidenzellen erwarten — bedingt durch Blockade der langen
Nachhyperpolarisation und FeuerungsAkkommodation, sowie durch die Zunahme
spontaner IPSPs, wodurch ein vermehrtes Auftreten der ripples begunstigt oder die
ripple-Frequenz erhdht werden kdnnte. Letzteres konnte dementgegen auch zu einer
epileptogenen Aktivitat fuhren (Haas, 1985, 1987; Psarropoulou and Dallaire, 1998),

was ein Ausbilden synchronisierter ripple-Muster unterbinden wirde.
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Zusammenfassung

Vorrausgegangene Untersuchungen beschrieben einen Zusammenhang
zwischen hippocampalen Oszillationsmustern und spezifischen Verhaltensweisen.
Das postulierte Verhaltenskorrelat der hochfrequenten ,ripple“-Oszillation gliedert
sich demnach in waches Ruheverhalten, Essen, Trinken, Putzen und die Tiefschlaf—
Phase — wobei bislang keine quantifizierende Aussage zur Auftretensverteilung der
ripples Uber die verschiedenen Verhaltensparameter gemacht wurde: Daher wurde
in dieser Arbeit die ripple-Anzahl wahrend der spontanen Verhaltensparameter
,Lokomotion®, ,Aufrichten®, ,Putzen®, Schniffeln® und ,waches Ruheverhalten®
bestimmt. Im Gegensatz zu den Befunden bisheriger Studien konnte ein ripple-
Auftreten wahrend allen untersuchten Verhaltensparametern nachgewiesen werden
— wobei die hochste ripple-Anzahl wahrend wachem Ruheverhalten gemessen

wurde.

Fur die Generierung der hippocampalen Oszillationsmuster wurden neben
Projektionen der Nuclei raphi oder supramammillans vor allem die reziproken
cholinergen und GABAergen septohippocampalen Projektionen sowie eine
metabotrope Glutamatrezeptoraktivierung durch entorhinale Afferenzen
verantwortlich gemacht. Frihere Studien postulierten fur die Ausformung der
niedrigfrequenten Theta-Aktivitat einen inhibierenden septohippocampalen Einfluss
auf die CAs-Pyramidenzellen — wobei das rhythmische Oszillieren septaler Neurone
die Theta-Frequenz bedingt. Wird der subcorticale Einfluss gehemmt, werden die
CAs-Pyramidenzellen  disinhibiert und formen mittels ihres rekurrenten
Kollateralsystems ein extensives Entladungspotential — die ,sharp waves®. Wahrend
des sharp wave Status werden die Pyramidenzellen und Interneurone in der CA1
uber die Schafferkollaterale aktiviert und formen gemeinsam die hochfrequente
ripple-Oszillation.

Ausgehend von diesen Befunden sollte in der vorliegenden Arbeit der
subcorticale Einfluss des histaminergen Systems auf die ripple-Oszillation untersucht
werden. Vorausgegangene Studien wiesen bereits eine modulierende Funktion von

Histamin auf die elektrischen Eigenschaften hippocampaler Neurone nach.
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Operationalisiert wurde diese Fragestellung durch die icv.-Injektionen von Histamin
oder von histaminergen Antagonisten — wobei die ripple-Anzahl die abhangige
Variable darstellt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen supressiven Effekt von
Histamin auf die ripple-Anzahl, wohingegen die H4-Rezeptor-Blockade nicht aber die
H,- und Hs-Rezeptor-Blockade zu einem erhodhten ripple-Auftreten flhrte. Das
histaminerge System ist demnach — neben cholinergen und serotonergen
subcorticalen Einflissen — an der Generierung hippocampaler Oszillationsmuster

beteiligt.

Zur Kontrolle einer moglichen Interdependenz  zwischen akuten
Verhaltenseffekten von Histamin oder seiner Rezeptorblocker und ihrer Einwirkung
auf die Auftretensanzahl der ripples wurde das Verhalten wahrend des Experiments
einer detaillierten Analyse unterzogen. Wahrend der kritischen Zeitpunkte der
Untersuchung, in welcher Histamin oder die H1-Antagonisten einen prominenten
Effekt auf die ripple-Anzahl zeigten, waren die Verhaltensdauern der untersuchten
Parameter von Kontroll- und Experimentalgruppen vergleichbar — womit ein
drogenbedingter Verhaltenseinfluss auf das hippocampale EEG ausgeschlossen

werden kann.
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Anhang

Tab. I: Anzahl der ripples pro Minute wahrend der definierten Verhaltensweisen
Lokomotion (LOCO), Aufrichten (REAR), Putzen (GROOM), Schnuffeln
(SNIFF), Ruhe (REST) in der Baselineerhebung

Tab. II: Baselineerhebung der ripple-Anzahl fur die Versuchstiere der Salinegruppe
(BSAL) und der Drogengruppen von Histamin (BHAO0.2; BHA1.0) pro 10-

min-Intervall innerhalb der ersten Stunde

Tab. lll: Experimentaldatenerhebung der ripple-Anzahl fur die Versuchstiere der
Salinegruppe (SAL) und der Drogengruppen von Histamin (HA0.2; HA1.0)

pro 10-min-Intervall innerhalb der zweiten Stunde

Tab. IV: Baselineerhebung der ripple-Anzahl fur die Versuchstiere der Salinegruppe
(BSAL) und der Drogengruppen von Pyrilamine (BPY0.1; BPYO0.5;

BPY2.0) pro 10-min-Intervall innerhalb der ersten Stunde

Tab. V: Experimentaldatenerhebung der ripple-Anzahl fur die Versuchstiere der
Salinegruppe (SAL) und der Drogengruppen von Pyrilamine (PYO0.1;
PY0.5; PY2.0) pro 10-min-Intervall innerhalb der zweiten Stunde

Tab. VI: Baselineerhebung der ripple-Anzahl fur die Versuchstiere der Salinegruppe
(BSAL) und der Drogengruppen von Ketotifen (BKEO.5; BKE2.0) pro 10-

min-Intervall innerhalb der ersten Stunde

Tab. VII: Experimentaldatenerhebung der ripple-Anzahl fur die Versuchstiere der
Salinegruppe (SAL) und der Drogengruppen von Ketotifen (KEO0.5; KE2.0)

pro 10-min-Intervall innerhalb der zweiten Stunde

Tab. VIII: Baselineerhebung der ripple-Anzahl flr die Versuchstiere der Salinegruppe
(BSAL) und der Drogengruppen von Cimetidine (BCi1.0; BCi5.0) pro 10-

min-Intervall innerhalb der ersten Stunde



Tab. IX: Experimentaldatenerhebung der ripple-Anzahl fur die Versuchstiere der
Salinegruppe (SAL) und der Drogengruppen von Cimetidine (Ci1.0; Ci5.0)

pro 10-min-Intervall innerhalb der zweiten Stunde

Tab. X: Baselineerhebung der ripple-Anzahl fir die Versuchstiere der Salinegruppe
(BSAL) und der Drogengruppen von Thioperamide (BTH2.0; BTH10) pro

10-min-Intervall innerhalb der ersten Stunde

Tab. XlI: Experimentaldatenerhebung der ripple-Anzahl fur die Versuchstiere der
Salinegruppe (SAL) und der Drogengruppen von Thioperamide (TH2.0;
TH10) pro 10-min-Intervall innerhalb der zweiten Stunde

Tab. Xll: P-Werte der Baselineerhebung aus dem Vergleich der ripple-Anzahl von
der Salinegruppe (BSAL) und den Drogengruppen von Histamin (BHAO.2;
BHA1.0), Pyrilamine (BPYO0.1; BPYO0.5; BPY2.0), Ketotifen (BKEO.5;
BKE2.0), Cimetidine (BCi1.0; BCi5.0) und Thioperamide (BTH2.0; BTH10)

pro 10-min-Intervall innerhalb der ersten Stunde

Tab. Xlll: P-Werte der Experimentalerhebung aus dem Vergleich der ripple-Anzahl
von der Salinegruppe (SAL) und den Drogengruppen von Histamin
(HAO0.2; HA1.0), Pyrilamine (PY0.1; PYO0.5; PY2.0), Ketotifen (KEO.5;
KE2.0), Cimetidine (Ci1.0; Ci5.0) und Thioperamide (TH2.0; TH10) pro

10-min-Intervall innerhalb der zweiten Stunde



Tab. XIV a — XVIII b: Dauer des Ruheverhaltens in Sekunden fur die Versuchstiere
der Salinegruppe und der Drogengruppen von Histamin, Pyrilamine,
Ketotifen, Cimetidine und Thioperamide pro 10-min-Intervall. Die Daten
der ersten Stunde Baselineerhebung sind in Tab. XIV a (BSAL; BHAO.2;
BHA1.0), in Tab. XV a (BSAL; BPY 0.1; BPY0.5; BPY2.0), in Tab. XVl a
(BSAL; BKEO.5; BKE2.0), in Tab. XVIl a (BSAL; BCi1.0; BCi5.0) und in
Tab. Xlll a (BSAL; BTH2.0; BTH10) dargestellt. Die Daten der zweiten
Stunde Experimentalerhebung sind in Tab. XIV b (SAL; HA0.2; HA1.0), in
Tab. XV b (SAL; PY 0.1; PY0.5; PY2.0), in Tab. XVIb (SAL; KEO.5;
KE2.0), in Tab. XVIIb (SAL; Ci1.0; Ci5.0) und in Tab XIll b (SAL; TH2.0;
TH10) dargestellt.

Tab. IXX a — XXIII b: Dauer der Lokomotion in Sekunden fur die Versuchstiere der
Salinegruppe und der Drogengruppen von Histamin, Pyrilamine, Ketotifen,
Cimetidine und Thioperamide pro 10-min-Intervall. Die Daten der ersten
Stunde Baselineerhebung sind in Tab. IXX a (BSAL; BHAO0.2; BHA1.0),
in Tab. XXa (BSAL; BPY 0.1; BPY0.5; BPY2.0), in Tab. XXl a (BSAL;
BKEO.5; BKE2.0), in Tab. XXlla (BSAL; BCi1.0; BCi5.0) und in Tab.
XXl a (BSAL; BTH2.0; BTH10) dargestellt. Die Daten der zweiten Stunde
Experimentalerhebung sind in Tab. IXX b (SAL; HA0.2; HA1.0), in Tab.
XXb (SAL; PY 0.1; PY0.5; PY2.0), in Tab. XXl b (SAL; KEO0.5; KE2.0), in
Tab. XXIIb (SAL; Ci1.0; Ci5.0) und in Tab XXIll b (SAL; TH2.0; TH10)

dargestellt.



Tab. XXIV a — XXVIII b: Dauer des Aufrichtens in Sekunden fur die Versuchstiere der
Salinegruppe und der Drogengruppen von Histamin, Pyrilamine, Ketotifen,
Cimetidine und Thioperamide pro 10-min-Intervall. Die Daten der ersten
Stunde Baselineerhebung sind in Tab. XXIV a (BSAL; BHAO0.2; BHA1.0),
in Tab. XXV a (BSAL; BPY 0.1; BPY0.5; BPY2.0), in Tab. XXVI a (BSAL,;
BKEO.5; BKE2.0), in Tab. XXVIl a (BSAL; BCi1.0; BCi5.0) und in Tab.
XXIII'a (BSAL; BTH2.0; BTH10) dargestellt. Die Daten der zweiten Stunde
Experimentalerhebung sind in Tab. XXIV b (SAL; HAO0.2; HA1.0), in
Tab. XXV b (SAL; PY 0.1; PY0.5; PY2.0), in Tab. XXVI b (SAL; KEOQ.5;
KE2.0), in Tab. XXVII b (SAL; Ci1.0; Ci5.0) und in Tab. XXl b (SAL;
TH2.0; TH10) dargestellt.

Tab. XXIX a — XXXIII b: Dauer des Putzens in Sekunden fur die Versuchstiere der
Salinegruppe und der Drogengruppen von Histamin, Pyrilamine, Ketotifen,
Cimetidine und Thioperamide pro 10-min-Intervall. Die Daten der ersten
Stunde Baselineerhebung sind in Tab. XXIX a (BSAL; BHA0.2; BHA1.0),
in Tab. XXX a (BSAL; BPY 0.1; BPY0.5; BPY2.0), in Tab. XXXl a (BSAL,;
BKEO.5; BKE2.0), in Tab. XXXIl a (BSAL; BCi1.0; BCi5.0) und in Tab.
XXXIll'a (BSAL; BTH2.0; BTH10) dargestellt. Die Daten der zweiten
Stunde Experimentalerhebung sind in Tab. XXIXb (SAL; HA0.2; HA1.0), in
Tab. XXXb (SAL; PY 0.1; PY0.5; PY2.0), in Tab. XXXl b (SAL; KEO.5;
KE2.0), in Tab. XXXII b (SAL; Ci1.0; Ci5.0) und in Tab. XXXl b (SAL;
TH2.0; TH10) dargestelit.



Tab. XXXIV a — XXXVIII b: Dauer des Schnuffelns in Sekunden fiur die Versuchstiere
der Salinegruppe und der Drogengruppen von Histamin, Pyrilamine,
Ketotifen, Cimetidine und Thioperamide pro 10-min-Intervall. Die Daten
der ersten Stunde Baselineerhebung sind in Tab. XXXIVa (BSAL;
BHAO0.2; BHA1.0), in Tab. XXXV a (BSAL; BPY 0.1; BPY0.5; BPY2.0), in
Tab. XXXVI a (BSAL; BKEO.5; BKE2.0), in Tab. XXXVII a (BSAL; BCi1.0;
BCi5.0) und in Tab. XXXVIIl a (BSAL; BTH2.0; BTH10) dargestellt. Die
Daten der zweiten Stunde Experimentalerhebung sind in Tab. XXXIV b
(SAL; HAO0.2; HA1.0), in Tab. XXXV b (SAL; PY 0.1; PY0.5; PY2.0), in
Tab. XXXVI b (SAL; KEO.5; KE2.0), in Tab. XXXVII b (SAL; Ci1.0; Ci5.0)
und in Tab. XXXVIII b (SAL; TH2.0; TH10) dargestellt.



Tab. I:

LOCO REAR | GROOM | SNIFF REST
0,00 0,84 1,31 1,86 3,52
0,50 0,00 0,69 2,78 5,51
0,00 0,00 2,13 5,35 8,95
0,00 0,00 0,00 0,68 4,11
0,00 0,00 0,60 1,39 6,65
0,00 0,58 0,72 1,04 4,36
0,00 0,00 1,21 3,25 7,89
0,58 0,00 3,92 4,82 7,78
0,00 0,00 1,30 2,50 8,83
0,00 0,00 0,00 0,30 5,90
0,00 5,26 0,92 3,25 4,52
0,00 0,00 0,23 1,97 4,51
0,00 0,00 0,00 1,55 4,42
0,00 0,00 0,00 4,72 9,11
0,00 0,00 0,41 3,39 5,76
1,58 0,00 1,66 0,74 5,66
2,74 1,49 3,04 2,81 6,50
0,00 0,00 0,00 1,28 3,36
0,00 0,00 1,57 2,77 1,90
0,00 0,00 0,19 1,64 8,12
0,00 0,00 0,90 1,23 3,98
0,00 3,27 0,72 1,30 3,98
0,00 0,64 0,47 1,09 1,96
0,00 0,00 0,00 0,08 1,12
0,00 0,00 0,00 3,87 3,42
0,00 0,00 1,77 2,25 2,35
0,00 0,00 1,52 1,77 9,92
0,00 0,00 0,62 1,82 3,89
0,00 0,00 2,19 1,74 3,42
0,00 0,00 1,98 2,88 3,76
0,00 0,56 0,88 1,45 3,45
0,00 0,00 0,99 1,89 5,41
0,00 0,00 0,38 1,72 5,47
0,00 0,00 3,06 2,54 5,58
0,00 0,62 0,00 0,96 4,90
0,00 0,00 0,33 1,72 3,69
0,00 0,00 0,00 5,62 5,04
0,00 0,00 0,73 0,93 3,20
0,00 0,00 0,98 0,86 3,80
0,00 0,00 3,12 2,04 4,47
0,00 0,00 1,97 1,56 1,99
0,00 0,00 4,89 1,40 7,88
0,00 1,14 12,55 3,14 3,78
0,00 0,00 0,49 0,66 4,38
0,00 0,00 1,00 4,14 5,75
0,00 0,00 4,53 2,18 5,38
0,00 0,00 3,26 4,29 4,26
0,00 5,33 1,49 0,49 5,56

Vi




Tab. Il

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 36 73 58 58 57 38
BSAL 56 50 44 25 29 38
BSAL 25 31 34 34 15 50
BSAL 50 61 58 45 42 35
BSAL 25 39 23 17 10 18
BSAL 39 29 30 7 30 35

BHAO0.2 46 35 37 48 33 40
BHAO.2 23 25 23 14 15 16
BHAO0.2 40 61 57 60 57 42
BHAO.2 40 34 33 36 41 40
BHAO.2 61 49 29 49 45 52
BHAO.2 48 36 36 34 43 39
BHA1.0 27 25 21 23 29 38
BHA1.0 32 41 39 36 36 39
BHA1.0 57 43 46 62 52 49
BHA1.0 33 38 34 41 37 34
BHA1.0 38 33 43 48 47 44
BHA1.0 48 47 50 37 54 55
Tab.llI;

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 43 53 42 59 56 49
SAL 39 32 38 27 35 49
SAL 52 50 44 22 48 31
SAL 26 25 31 36 54 34
SAL 28 30 19 23 21 11
SAL 24 28 23 24 15 16

HAOQ.2 39 30 23 35 31 41
HAO.2 33 21 31 48 41 21
HAOQ.2 63 24 36 56 58 48
HAOQ.2 27 24 26 24 22 42
HAO.2 30 22 22 27 28 29
HAO.2 45 21 27 21 38 49
HA1.0 18 14 10 11 12 17
HA1.0 14 22 15 11 14 17
HA1.0 48 24 20 30 45 37
HA1.0 45 17 26 38 35 32
HA1.0 30 24 18 26 28 30
HA1.0 21 22 26 30 34 45

VI




Tab. IV:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 36 73 58 58 57 38
BSAL 56 50 44 25 29 38
BSAL 25 31 34 34 15 50
BSAL 50 61 58 45 42 35
BSAL 25 39 23 17 10 18
BSAL 39 29 30 7 30 35

BPYO0.1 55 33 39 22 31 31
BPYO0.1 54 26 36 31 28 45
BPYO0.1 40 59 46 42 43 57
BPYO0.1 37 31 47 33 48 28
BPYO0.1 25 32 27 36 38 38
BPYO0.1 37 34 45 51 43 32
BPY0.5 75 43 48 41 58 36
BPY0.5 42 51 37 28 42 52
BPY0.5 40 41 34 47 27 24
BPY0.5 20 34 25 35 29 40
BPY0.5 46 35 35 27 23 34
BPY0.5 37 34 31 24 27 34
BPY2.0 46 47 59 38 37 51
BPY2.0 34 39 34 49 39 33
BPY2.0 45 58 52 48 28 49
BPY2.0 22 27 23 22 22 22
BPY2.0 65 62 72 98 88 76
BPY2.0 49 70 72 59 76 62

VI




Tab. V:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 43 53 42 59 56 49
SAL 39 32 38 27 35 49
SAL 52 50 44 22 48 31
SAL 26 25 31 36 54 34
SAL 28 30 19 23 21 11
SAL 24 28 23 24 15 16

PYO0.1 39 39 43 40 35 30
PYO0.1 39 30 40 44 35 30
PYO0.1 76 79 64 54 61 41
PYO0.1 41 52 49 39 39 36
PYO0.1 49 58 57 44 39 64
PY0.1 36 38 49 41 45 39
PY0.5 94 123 153 131 137 118
PY0.5 59 74 87 46 41 40
PY0.5 44 63 89 87 87 54
PY0.5 45 81 53 66 41 50
PY0.5 55 68 78 53 83 50
PY0.5 51 56 62 46 33 33
PY2.0 41 70 73 49 38 48
PY2.0 116 173 171 124 83 77
PY2.0 80 107 93 92 95 86
PY2.0 67 95 97 104 104 93
PY2.0 153 122 108 91 129 103
PY2.0 102 94 94 111 102 68




Tab. VI:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 36 73 58 58 57 38
BSAL 56 50 44 25 29 38
BSAL 25 31 34 34 15 50
BSAL 50 61 58 45 42 35
BSAL 25 39 23 17 10 18
BSAL 39 29 30 7 30 35

BKEO.5 43 74 65 85 82 85
BKEO.5 30 39 45 45 34 48
BKEO.5 13 5 7 9 7 11
BKEO.5 84 60 61 48 66 40
BKEO.5 33 26 20 26 40 31
BKEO.5 30 34 41 27 36 39
BKEZ2.0 51 41 59 74 58 54
BKEZ2.0 38 43 35 23 26 29
BKEZ2.0 16 27 29 20 12 11
BKEZ2.0 32 36 23 24 32 32
BKEZ2.0 34 44 29 37 24 43
BKE2.0 39 37 44 55 41 35
Tab. VII:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 43 53 42 59 56 49
SAL 39 32 38 27 35 49
SAL 52 50 44 22 48 31
SAL 26 25 31 36 54 34
SAL 28 30 19 23 21 11
SAL 24 28 23 24 15 16

KEO.5 103 117 106 110 117 139
KEO.5 74 59 80 75 41 45
KEO.5 27 49 24 29 17 15
KEO.5 39 45 46 48 53 46
KEO.5 43 52 33 52 42 32
KEO.5 68 78 57 47 70 26
KEZ2.0 81 132 118 79 98 83
KEZ2.0 57 60 81 79 50 51
KEZ2.0 37 47 53 56 30 26
KEZ2.0 42 67 84 92 50 62
KEZ2.0 74 83 52 47 52 62
KE2.0 55 102 81 78 80 90




Tab. VIIl:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 36 73 58 58 57 38
BSAL 56 50 44 25 29 38
BSAL 25 31 34 34 15 50
BSAL 50 61 58 45 42 35
BSAL 25 39 23 17 10 18
BSAL 39 29 30 7 30 35
BCi1.0 36 26 46 52 41 56
BCi1.0 14 17 10 43 41 47
BCi1.0 77 100 95 75 69 57
BCi1.0 35 49 90 65 51 34
BCi1.0 16 35 21 20 27 21
BCi1.0 18 24 27 25 22 22
BCi5.0 33 36 25 27 28 41
BCi5.0 97 64 83 64 7”7 80
BCi5.0 18 29 14 16 36 12
BCi5.0 7 13 12 23 29 9
BCi5.0 36 46 39 27 23 35
BCi5.0 29 32 26 24 29 27

Tab. IX:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 43 53 42 59 56 49
SAL 39 32 38 27 35 49
SAL 52 50 44 22 48 31
SAL 26 25 31 36 54 34
SAL 28 30 19 23 21 11
SAL 24 28 23 24 15 16

Ci1.0 18 47 29 21 41 13
Ci1.0 56 42 47 18 46 34
Ci1.0 80 86 73 62 61 63
Ci1.0 54 49 74 82 68 27
Ci1.0 17 10 10 7 9 39
Ci1.0 33 23 23 20 22 18
Ci5.0 60 53 46 22 22 33
Ci5.0 60 62 61 86 92 65
Ci5.0 10 8 15 17 17 15
Ci5.0 18 16 15 14 11 13
Ci5.0 39 35 34 28 47 39
Ci5.0 28 26 26 25 28 25

Xl




Tab. X:

V.TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 36 73 58 58 57 38
BSAL 56 50 44 25 29 38
BSAL 25 31 34 34 15 50
BSAL 50 61 58 45 42 35
BSAL 25 39 23 17 10 18
BSAL 39 29 30 7 30 35

BTH2.0 38 39 26 55 27 55
BTH2.0 45 27 39 65 73 58
BTH2.0 38 43 53 42 48 61
BTH2.0 32 25 26 19 35 36
BTH2.0 46 36 27 34 43 24
BTH10 57 87 72 60 55 48
BTH10 19 24 16 15 28 24
BTH10 36 32 10 19 50 26
BTH10 6 10 10 6 10 8
BTH10 44 60 49 38 58 44
Tab. XI:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 43 53 42 59 56 49
SAL 39 32 38 27 35 49
SAL 52 50 44 22 48 31
SAL 26 25 31 36 54 34
SAL 28 30 19 23 21 11
SAL 24 28 23 24 15 16

TH2.0 16 51 48 37 24 44
TH2.0 66 45 32 58 37 45
TH2.0 41 20 28 23 31 30
TH2.0 34 30 31 29 27 34
TH2.0 58 48 44 28 47 69
TH10 48 39 56 45 44 40
TH10 15 34 21 15 19 23
TH10 27 15 30 37 40 13
TH10 6 10 70 11 8 7
TH10 37 47 44 51 45 37

Xl




P-Werte

Tab. XII:

V.-Gruppe| 10 20 30 40 50 60
BHAO.2 0.59 0.49 0.49 0.31 0.31 0.24
BHA1.0 0.94 0.49 0.82 0.31 0.24 0.24
BPYO0.1 0.69 0.31 0.94 0.69 0.31 1.00
BPY0.5 0.69 0.82 0.69 0.69 0.94 0.94
BPY2.0 0.82 0.82 0.31 0.13 0.39 0.31
BKEO0.5 0.82 0.59 0.94 0.49 0.39 0.59
BKE2.0 0.69 0.49 0.69 0.69 0.94 0.69
BCi1.0 0.24 0.31 0.94 0.24 0.49 0.82
BCi5.0 0.39 0.39 0.31 0.94 0.94 0.59
BTH2.0 0.93 0.18 0.43 0.33 0.25 0.25
BTH10 0.66 0.66 0.43 0.79 0.54 0.66

Tab. XII:

V.-Gruppe| 70 80 90 100 110 120
HA.02 0.59 0.01 0.39 0.94 1.00 0.82
HA1.0 0.49 0.002 0.04 0.82 0.24 0.94
PYO0.1 0.31 0.13 0.02 0.07 0.82 0.59
PY0.5 0.02 0.002 0.002 0.02 0.24 0.04
PY2.0 0.01 0.002 0.002 0.004 0.02 0.01
KEO.5 0.18 0.04 0.09 0.04 0.49 0.82
KE2.0 0.04 0.01 0.002 0.01 0.24 0.03
Ci1.0 0.69 1.00 0.59 0.39 0.82 0.94
Ci5.0 1.00 0.94 0.94 0.59 0.59 0.94
TH2.0 0.54 0.93 0.54 0.43 0.66 0.43
TH10 0.43 0.66 0.43 1.00 0.43 0.54

Xl




Ruheverhalten (Tab. XIV a — XVIIl b)

Tab. XIV a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 371,29 494,19 571,11 582,72 596,29 447,01
BSAL 484,81 509,88 519,58 558,01 574,08 196,28
BSAL 222,11 531,54 554 568,9 576,74 295,33
BSAL 146,02 137,11 570,61 591,97 585,7 598,29
BSAL 125,99 395,72 392,11 537,6 285,41 286,22
BSAL 484,99 545,39 535,32 25,67 298,37 540,83

BHAO0.2 504,91 358,94 237,76 574,46 585,69 567,77
BHAO.2 425,46 583,25 564,05 576,69 566,46 4256
BHAO0.2 207,23 469,33 457,17 262,09 223,15 4832
BHAO.2 540,74 548,91 594 .4 580,83 285,79 167,09
BHAO.2 268,66 319,28 362,97 272 421,95 516,2
BHAO0.2 566,15 457,63 540,76 444 17 575,67 594,68
BHA1.0 373,23 438,43 545,43 503,35 571,52 596,06
BHA1.0 411,42 587,06 590,78 599,76 569,99 571,18
BHA1.0 242,72 212,47 581,74 552,49 600 585,98
BHA1.0 260,83 153,27 282,4 600 15,74 149,81
BHA1.0 441,58 597,48 585,16 393,56 545,94 531,64
BHA1.0 439,9 389,57 588,78 419,11 499,85 600
Tab. XIV b:

V.-TIER 70 80 20 100 110 120
SAL 246,29 600 558,37 293,23 515,23 593,21
SAL 504,81 456,28 290,93 568,27 3275 316,86
SAL 181,22 573,12 586,86 442 1 479,49 560,06
SAL 150,23 547,86 569,7 496,65 551,61 533,04
SAL 333,85 578,39 416,01 580,1 581,37 573,08
SAL 425 46 583,25 564,05 576,69 566,46 4256

HAO0.2 572,53 530,71 536,61 572,39 563,63 564,7
HAO0.2 535,93 572,46 182,77 569,95 578,41 573,58
HAO0.2 338,63 237,34 473,87 579,66 587,04 5923
HAO0.2 438,65 575,69 584,18 5942 586,05 590,32
HAO0.2 408,7 446,36 474 44 574,01 578,94 581,79
HAO0.2 126,96 278,37 563,12 549,54 573,9 589,79
HA1.0 329,91 579,7 573,64 599,44 584,06 369,36
HA1.0 194,25 481,61 575,14 558,25 596,59 537,11
HA1.0 62,14 301,19 592,96 475,53 597,39 550,95
HA1.0 185,57 54,83 147 41 85,06 174,29 527,16
HA1.0 455,59 580,31 559,09 599,35 539,68 335,86
HA1.0 305,79 5541 583,05 577 47 5941 585,16

A\




Tab. XV a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 371,29 494,19 571,11 582,72 596,29 447,01
BSAL 484,81 509,88 519,58 558,01 574,08 196,28
BSAL 222,11 531,54 554 568,9 576,74 295,33
BSAL 146,02 137,11 570,61 591,97 585,7 598,29
BSAL 125,99 395,72 392,11 537,6 285,41 286,22
BSAL 484,99 545,39 535,32 25,67 298,37 540,83

BPYO0.1 427,77 334,84 550,79 590,28 508,15 595,71
BPYO0.1 440,54 600 600 377,15 517,73 574,28
BPYO0.1 399,85 119,28 229,98 455,94 298,66 471,48
BPYO0.1 126,63 176,08 139,22 205,03 386,44 245,69
BPYO0.1 318,25 380,25 459,73 435,39 452,33 513,22
BPYO0.1 196,22 429,74 539,12 574,2 551,85 586,56
BPY0.5 387,27 503,44 400,81 261,76 514,99 438,56
BPY0.5 551,1 552,96 599,3 417,89 62,02 499,33
BPY0.5 1874 399,95 533,85 579,71 567,94 407,59
BPY0.5 252,24 316,29 181,48 243,51 435,59 223,95
BPY0.5 412,81 363,38 474,64 432,41 541,68 563

BPY0.5 263,66 454,27 490,66 469,44 511,36 399,83
BPY2.0 514,16 600 600 600 598,07 600

BPY2.0 597,97 600 551,65 600 600 595,35
BPY2.0 311,52 568,96 431,19 328,66 586,86 591,05
BPY2.0 425,89 421,98 583,88 551,95 526,92 597,98
BPY2.0 415,16 598,43 273,54 444,02 463,34 431,6
BPY2.0 600 600 600 600 600 600

XV




Tab. XV b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 246,29 600 558,37 293,23 515,23 593,21
SAL 504,81 456,28 290,93 568,27 327,5 316,86
SAL 181,22 573,12 586,86 4421 479,49 560,06
SAL 150,23 547,86 569,7 496,65 551,61 533,04
SAL 333,85 578,39 416,01 580,1 581,37 573,08
SAL 425,46 583,25 564,05 576,69 566,46 425,6

PY0.1 556,14 595,45 444,32 426,36 442,54 502,44
PY0.1 574,51 600 492,14 555,43 600 501,5
PY0.1 361,54 544,82 417,74 452,81 326,35 562,82
PY0.1 349,69 282,96 455,97 455,84 385,35 559,05
PY0.1 429,54 416,37 465,51 558,47 509,66 574,56
PY0.1 284,67 582,59 584,2 575,54 584,11 560,45
PY0.5 536,61 586,03 313,05 352,53 503,04 533,12
PY0.5 594,81 399,95 533,85 579,71 567,94 557,3
PY0.5 443,21 194,76 592,34 400,25 67,72 578,49
PY0.5 252,09 374,68 465,51 558,47 509,66 210,87
PY0.5 444,71 544,82 577,49 573,81 535,62 586,51
PY0.5 436,15 417,06 551,22 354,72 534,28 534,28
PY2.0 5974 600 544,98 600 600 600

PY2.0 460,68 561,94 585,41 587,82 569,82 443,27
PY2.0 591,05 600 600 600 422,8 543,03
PY2.0 593,45 5974 567,55 561,18 557,3 598,11
PY2.0 597,67 599,52 600 510,67 583,7 600

PY2.0 600 600 600 600 600 600

XVI




Tab. XVI a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 371,29 494,19 571,11 582,72 596,29 447,01
BSAL 484,81 509,88 519,58 558,01 574,08 196,28
BSAL 222,11 531,54 554 568,9 576,74 295,33
BSAL 146,02 137,11 570,61 591,97 585,7 598,29
BSAL 125,99 395,72 392,11 537,6 285,41 286,22
BSAL 484,99 545,39 535,32 25,67 298,37 540,83

BKEO.5 486,27 548,33 397,53 541,99 540,72 545,93
BKEO.5 461,42 514,05 526,04 548,1 484,67 544,46
BKEO.5 270,22 232,53 389,4 469,9 464,79 517,43
BKEO.5 482,14 486,37 515,25 335,44 454,82 569,98
BKEO.5 322,7 357,29 392,11 411,51 433,62 413,76
BKEO.5 179,59 284,28 184,92 304,65 411,08 365,14
BKE2.0 189,04 293,24 220,52 202,83 589,49 434,07
BKE2.0 455,97 510,71 414,43 121,69 107.,9 371,93
BKE2.0 356,5 434,44 477,28 498,2 334,14 365,14
BKE2.0 529,29 389,46 487,02 495,99 514,72 569,98
BKE2.0 336,63 525,65 160,96 578,52 561,61 431,64
BKE2.0 204,72 351,72 485,04 554,32 501,34 349,1
Tab. XVI b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 246,29 600 558,37 293,23 515,23 593,21
SAL 504,81 456,28 290,93 568,27 327,5 316,86
SAL 181,22 573,12 586,86 4421 479,49 560,06
SAL 150,23 547,86 569,7 496,65 551,61 533,04
SAL 333,85 578,39 416,01 580,1 581,37 573,08
SAL 425,46 583,25 564,05 576,69 566,46 425,6

KEO0.5 334,39 517,34 502,86 406,86 403,68 396,51
KEO.5 514,44 530,97 479,54 475,38 337,58 387,84
KEO0.5 373,87 358,79 468,64 512,02 3 574,07
KEO.5 425,75 551,47 520,92 416,94 548,81 345,42
KEO.5 523,42 534,52 546,68 570,07 429,92 569,68
KEO0.5 304,24 535,75 497,33 510,52 506,73 481,27
KE2.0 153,59 591,63 537,7 292,37 402,2 376,57
KE2.0 371,9 575,95 587,49 487,24 547,73 589,43
KE2.0 298,09 448,5 371,31 338,22 367,13 345,42
KE2.0 558,7 336,63 497,33 146,66 492,2 300,62
KE2.0 132,18 57,63 47,3 593,42 29,48 171,89
KE2.0 115,13 232,22 369,78 335,89 192,53 544,96

XVII




Tab. XVII a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 371,29 494,19 571,11 582,72 596,29 447,01
BSAL 484,81 509,88 519,58 558,01 574,08 196,28
BSAL 222,11 531,54 554 568,9 576,74 295,33
BSAL 146,02 137,11 570,61 591,97 585,7 598,29
BSAL 125,99 395,72 392,11 537,6 285,41 286,22
BSAL 484,99 545,39 535,32 25,67 298,37 540,83
BCi1.0 600 600 600 534,56 484,95 600
BCi1.0 483,97 85,67 328,86 393,49 496,62 595,87
BCi1.0 343,29 351,29 596,06 427,18 600 598,48
BCi1.0 89,03 216,16 430,01 368,05 491,92 374,58
BCi1.0 424,44 389,66 546,41 328,05 233,2 457,54
BCi1.0 559,87 600 600 600 600 600
BCi5.0 416,95 2779 406,14 374,24 416,63 448,19
BCi5.0 506,71 347,06 535,31 524,8 255,32 549,73
BCi5.0 309,87 162,84 456,04 502,48 309,25 537,59
BCi5.0 307,65 528,66 518,68 273,83 566,83 136,67
BCi5.0 490,19 351,77 583,1 598,75 376,87 548,85
BCi5.0 406,34 332,56 500,36 454,2 383,67 443,94

Tab. XVII b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 246,29 600 558,37 293,23 515,23 593,21
SAL 504,81 456,28 290,93 568,27 327,5 316,86
SAL 181,22 573,12 586,86 4421 479,49 560,06
SAL 150,23 547,86 569,7 496,65 551,61 533,04
SAL 333,85 578,39 416,01 580,1 581,37 573,08
SAL 425,46 583,25 564,05 576,69 566,46 425,6
Ci1.0 557 600 538,88 497,84 372,68 598,15
Ci1.0 540,54 464,22 588,15 598,81 579,15 590,14
Ci1.0 383,52 596,39 600 600 594,99 595,12
Ci1.0 450,16 526,98 3514 197,39 243,42 369,49
Ci1.0 213,88 316,7 515,42 563,89 564.,8 533,19
Ci1.0 559,99 500,96 518,35 491,8 471,44 537,46
Ci5.0 197,39 450,16 526,98 3514 256,47 452,47
Ci5.0 375,49 451,11 443,5 534,42 584,14 532,24
Ci5.0 588,78 524,77 379,97 486,89 593,25 564,5
Ci5.0 442,88 521,7 532,15 457,88 372,68 563,21
Ci5.0 213,88 408,34 340,4 220,23 561,72 530,52
Ci5.0 371,978 473,69 447,93 414,48 477,44 528,55

XVII




Tab. XVl a:

V.TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 371,29 494,19 571,11 582,72 596,29 447,01
BSAL 484,81 509,88 519,58 558,01 574,08 196,28
BSAL 222,11 531,54 554 568,9 576,74 295,33
BSAL 146,02 137,11 570,61 591,97 585,7 598,29
BSAL 125,99 395,72 392,11 537,6 285,41 286,22
BSAL 484,99 545,39 535,32 25,67 298,37 540,83

BTH2.0 124,75 103,98 248,5 467 599,42 600

BTH2.0 15,06 35,43 207,55 239,64 82,64 283,23
BTH2.0 431,46 242,88 323,01 302,45 481,19 520,25
BTH2.0 312,49 371,85 361,74 459,31 400,14 495,24
BTH2.0 431,28 371,77 553,1 587,5 354,66 526,65
BTH10 554,91 597,67 579,45 406,79 482,56 541,18
BTH10 429,92 513,26 451,85 357,74 516,71 389,17
BTH10 392,95 312,88 423,04 383,43 545,04 549,59
BTH10 358,45 270,53 420,39 527,7 560,39 495,46
BTH10 432,63 422,52 470,025 417 525,8 494,77

Tab. XVIII b:

V.TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 246,29 600 558,37 293,23 515,23 593,21
SAL 504,81 456,28 290,93 568,27 327,5 316,86
SAL 181,22 573,12 586,86 4421 479,49 560,06
SAL 150,23 547,86 569,7 496,65 551,61 533,04
SAL 333,85 578,39 416,01 580,1 581,37 573,08
SAL 425,46 583,25 564,05 576,69 566,46 425,6

TH2.0 387,6 534,05 579,49 599,45 600 600

TH2.0 447,92 281,72 581,87 507,88 335,43 475,55
TH2.0 383,83 24519 408,25 520,13 577,31 584,74
TH2.0 285,95 408,766 496,53 486,74 506,07 346,63
TH2.0 213,33 408,69 341,11 220,23 454,02 499

TH10 526,74 574,14 571,91 580,93 563,51 565

TH10 477,06 400,54 526,28 544,76 531,96 360,24
TH10 554,28 560,68 428,81 273,24 131,06 535,14
TH10 537,78 383,28 528,68 582,89 585,11 564,4
TH10 524,11 482,042 514,72 497,97 457,75 508,48

XIX




Lokomotion (Tab. IXX a — XXIII b)

Tab.IXX a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 0 0 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 0 1,66
BSAL 2,07 0 0 1,03 0 1,29
BSAL 0 2,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 4,67 0
BSAL 0 0 0,75 16,42 0,46 0

BHAO.2 0 1,69 4,42 0 0 1,71
BHAO.2 4,7 0 0,74 0 0 3,03
BHAO.2 4,11 0 0 6,5 6,97 8,13
BHAO.2 0 0 0 0 0 13,36
BHAO.2 0 0 0 0 0 0
BHAO.2 0 2,56 0 1,39 0 0
BHA1.0 0 0 0 0 0 0
BHA1.0 0,97 0 0 0 0 0
BHA1.0 2,65 473 0 0 0 0
BHA1.0 0 0,16 0 0 16,16 7,29
BHA1.0 0,87 0 0 1,9 0 0
BHA1.0 13,91 7,44 0 52 0,28 0
Tab. IXX b:

V.-TIER 70 80 20 100 110 120
SAL 8,95 0 0 7,45 0 0
SAL 0 0 0,74 0 0 0,8
SAL 1,75 0 0 0,47 0,65 2,56
SAL 2,08 0 0 0 0 1,78
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 47 0 0,74 0 0 3,03

HAO0.2 0 1,25 0 0 0 0
HAO0.2 0 0 17,05 0 0 0
HAO0.2 4,11 18,46 5,59 2,28 1,4 0
HAO0.2 0 0 0 0 0 0
HAO0.2 5,49 7,23 5,03 0 0 0
HAO0.2 23,57 16,17 0 0 0 0
HA1.0 0,16 0 0 0 0 0
HA1.0 7,38 0 0 0,31 0 2,6
HA1.0 14,69 0,9 0 7,72 0 1,11
HA1.0 0 12,03 13,34 25,46 57,63 0
HA1.0 0 0 0,38 0 0 3,61
HA1.0 0 0,23 0 0 0 0

XX




Tab. XX a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 0 0 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 0 1,66
BSAL 2,07 0 0 1,03 0 1,29
BSAL 0 2,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 4,67 0
BSAL 0 0 0,75 16,42 0,46 0

BPYO0.1 8,34 1,49 3,1 0 0 0
BPYO0.1 0 0 0 3,27 0 0
BPYO0.1 0 17,45 0 0 4,48 0
BPYO0.1 25,62 3,84 41,37 13,14 1.1 0
BPYO0.1 7,02 2,03 9,01 6,4 1,09 0
BPYO0.1 0 0 0 0 0 0
BPY0.5 0 0 7,58 4,17 0 4,9
BPY0.5 0 0 0 1 2,57 0,14
BPY0.5 0 0 1,9 0 0,1 30,29
BPY0.5 11,59 13,74 8,16 11,93 1,46 29,16
BPY0.5 5,45 5,74 0,9 11,99 1,41 0
BPY0.5 0 0 0 0 0 0
BPY2.0 10,03 0 0 0 0 0
BPY2.0 1,02 0 4,2 0 0 4,65
BPY2.0 0 0 10,71 0,95 0 0
BPY2.0 7,54 9,96 0 0 3,59 0,56
BPY2.0 0 0 14,38 0 0 2,67
BPY2.0 0 0 0 0 0 0

XXI




Tab. XX b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 8,95 0 0 7,45 0 0
SAL 0 0 0,74 0 0 0,8
SAL 1,75 0 0 0,47 0,65 2,56
SAL 2,08 0 0 0 0 1,78
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 4,7 0 0,74 0 0 3,03
PY0.1 1,67 0 4,21 6,81 0 1,95
PY0.1 0 0 2,36 11,45 0 14,49
PY0.1 4,05 0 1,78 10,99 5,38 0
PY0.1 9,87 2,01 0 4,76 9,86 0
PY0.1 0 31,52 0 0 0 0
PY0.1 0 0 0 0 0 0
PY0.5 0 0 16,86 9,12 0 1,63
PY0.5 0 0 1,9 0 0,1 0
PY0.5 2,49 15,22 0 8,41 32,82 0
PY0.5 1,46 4,26 0 0 0 10,29
PY0.5 3,87 0 0 0 0 0
PY0.5 0 0 0 0 0 0
PY2.0 0,42 0 0 0 0 0
PY2.0 42,98 27,83 9,88 0,28 6,89 1,75
PY2.0 0 0 0 0 1,62 0
PY2.0 0 0 55 0 0 0
PY2.0 0 0 0 0 0 0
PY2.0 0 0 0 0 0 0

XXl




Tab. XXI a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 0 0 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 0 1,66
BSAL 2,07 0 0 1,03 0 1,29
BSAL 0 2,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 4,67 0
BSAL 0 0 0,75 16,42 0,46 0

BKEO.5 0 0 0 0 0 0
BKEO.5 0 0,42 0 0 0 0
BKEO.5 0 26,28 4,85 0 0 0
BKEO.5 5,93 3,15 0 12,32 0 0
BKEO.5 0 0 0 4,7 0 0
BKEO.5 1,93 3,68 11,48 5,16 2,65 0
BKE2.0 26,18 8,11 58,71 38,23 0 7,61
BKE2.0 0 0,23 0,19 3,71 0 7,78
BKE2.0 0 0 0 0 0 0
BKE2.0 0 7,97 0 0 1,82 0
BKE2.0 1,78 0 0 0 0 1,33
BKE2.0 214 20,25 0 0 11,58 3,5
Tab. XXI b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 8,95 0 0 7,45 0 0
SAL 0 0 0,74 0 0 0,8
SAL 1,75 0 0 0,47 0,65 2,56
SAL 2,08 0 0 0 0 1,78
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 4,7 0 0,74 0 0 3,03

KEO0.5 0 0 0 3,01 0 4,22
KEO0.5 0 0 0 0 0 0
KEO.5 3,54 6,13 0 3,4 0 0
KEO0.5 0,36 0 0 9,25 0 1,18
KEO0.5 0 0 0 0 0 0
KEO0.5 0 0 0 0 0 0
KE2.0 14,19 0 4,46 0,51 2,53 16,97
KE2.0 7,78 0 0 7,25 0 0
KE2.0 2,62 0 9,52 15,33 15,23 1,18
KE2.0 3,01 1,78 0 16,53 0 0,63
KE2.0 17 0 0 0 0 3,5
KE2.0 3,02 9,98 5,96 6,63 34,47 0

XX




Tab. XXIl a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 0 0 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 0 1,66
BSAL 2,07 0 0 1,03 0 1,29
BSAL 0 2,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 4,67 0
BSAL 0 0 0,75 16,42 0,46 0
BCi1.0 0 0 0 0 0 0
BCi1.0 13,94 24,35 0,22 0 0 0
BCi1.0 3,04 12,97 0 0,84 0 0,43
BCi1.0 0 23,96 2,26 24,72 1,83 22,02
BCi1.0 0 0 0 0 0 0
BCi1.0 37,15 0 0 0 0 0
BCi5.0 5,79 0 26,72 0 0 0
BCi5.0 0,86 10,36 0 0 10,9 0
BCi5.0 0,67 7,83 0 3,03 2,31 2,45
BCi5.0 3,81 0 2,14 14,57 0 6,48
BCi5.0 0,86 11,53 0 0 5,13 0
BCi5.0 2,45 6,02 5,56 3,89 4,01 1,76

Tab. XXIl b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 8,95 0 0 7,45 0 0
SAL 0 0 0,74 0 0 0,8
SAL 1,75 0 0 0,47 0,65 2,56
SAL 2,08 0 0 0 0 1,78
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 4,7 0 0,74 0 0 3,03
Ci1.0 0 0 0 0 0 0
Ci1.0 0 3,82 2,16 0 0,88 0
Ci1.0 8,86 0 0 0 0 0
Ci1.0 0 0 14,7 19,81 26,53 0
Ci1.0 10,31 0 0 0 0 0
Ci1.0 36,98 1,03 2,87 4,35 4,79 0
Ci5.0 19,81 0 0 14,7 26,53 0
Ci5.0 2,11 0 0 0 0 0
Ci5.0 0 0,74 2,39 1,28 0 0
Ci5.0 7,98 6,41 4,62 1,76 0 0
Ci5.0 10,31 3,85 8,53 0,2 0 3,03
Ci5.0 7,98 2,33 3,02 4,02 3,88 0,21

XXIV




Tab. XXIll a:

V.TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 0 0 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 0 1,66
BSAL 2,07 0 0 1,03 0 1,29
BSAL 0 2,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 0 0 4,67 0
BSAL 0 0 0,75 16,42 0,46 0

BTH2.0 52,49 24,88 42,45 1,05 0 0

BTH2.0 2,58 64,94 7,13 1,37 27,45 0

BTH2.0 24,59 4,79 0 2,18 0 1,35

BTH2.0 0 0 10 0 6,53 0

BTH2.0 0 1,53 0 0 5,23 0
BTH10 0 0 0,43 3,59 0 0
BTH10 0 0 0 0 0 0
BTH10 2,51 2,44 0,55 3,04 0 0
BTH10 0,99 2,24 1,72 0,93 0,43 1,45
BTH10 0,81 0,97 0,56 2,74 0,12 0,39

Tab. XXIll b:

V.TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 8,95 0 0 7,45 0 0
SAL 0 0 0,74 0 0 0,8
SAL 1,75 0 0 0,47 0,65 2,56
SAL 2,08 0 0 0 0 1,78
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 4,7 0 0,74 0 0 3,03

TH2.0 25,67 13,23 0 0 0 0
TH2.0 8,08 19,56 0 0,58 12,53 0
TH2.0 24,38 8,92 6,61 0 0 0
TH2.0 15,68 9,132 5,02 0 4,57 0
TH2.0 20,31 3,95 18,5 0,2 10,35 4.3
TH10 0 0 0 0 0 0
TH10 0 14,91 0 0,06 0 3,86
TH10 0 0 3,82 5,35 22,24 0
TH10 0 1,89 0,33 0 0 0
TH10 0 4,5 1.1 1,23 5,89 0,87

XXV




Aufrichten (Tab. XXIV a — XXVIII b)

Tab. XXIV a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 49,99 0 0 0 0 6,63
BSAL 28,69 0 0 0 0 67,89
BSAL 4,31 0 0 0 0 0
BSAL 40,67 4,25 0 0 0 0
BSAL 2,76 0 0 0 0 2,25
BSAL 2,67 0 0 55,7 18,09 0

BHAO.2 0 0 0,68 0 0 0
BHAO.2 4,41 0 0 0 0 0
BHAO.2 7,93 0 3,9 0 3,74 3,26
BHAO.2 0 0 0 0 90,08 67,45
BHAO.2 0 0 0 0 0 2,46
BHAO.2 0 0 0 20,71 0 0
BHA1.0 12,8 0,72 0 0 0 0
BHA1.0 0 0 0 0 0 0
BHA1.0 11,08 0,84 0 0 0 0
BHA1.0 0 0 0 34,8 34,8 14,71
BHA1.0 5,36 0 0 4,2 0 0
BHA1.0 46,15 93,13 1,47 0 5,53 0
Tab. XXIV b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 121,68 0 0 62,19 2,1 0
SAL 18,69 10,13 67,79 0 12,73 12,59
SAL 44,06 0 0 0 0 0
SAL 2,04 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 4,41 0 0 0 0 0

HAQ.2 0 0 0 0 0 0
HAQ.2 0 0 6,71 0 0 0
HAQ.2 3,78 22,51 0 0 0 0
HAQ.2 0 0 0 0 0 0
HAQ.2 7,678 8,19 2,364 0 0 0
HAQ.2 34,61 18,44 511 0 0 0
HA1.0 0,17 0 0 0 0 3,99
HA1.0 0 0 0 0,23 0 0
HA1.0 37,11 20,33 0 0 0 0
HA1.0 0 24,57 24,91 26,14 24,67 0
HA1.0 0,63 0 0 0 511 0
HA1.0 3,87 0 0 0 0 0

XXVI




Tab. XXV a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 49,99 0 0 0 0 6,63
BSAL 28,69 0 0 0 0 67,89
BSAL 4,31 0 0 0 0 0
BSAL 40,67 4,25 0 0 0 0
BSAL 2,76 0 0 0 0 2,25
BSAL 2,67 0 0 55,7 18,09 0

BPYO0.1 4,83 0 0 0 0 0
BPYO0.1 0 0 0 0 0 0
BPYO0.1 52 60,1 21,02 0 70,62 3,7
BPYO0.1 2,38 11,55 53,11 0,85 0 18,63
BPYO0.1 5,154 2,95 10,622 0,17 14,124 3,726
BPYO0.1 13,36 0 0 0 0 0
BPY0.5 0 0 0,52 29,58 0 0
BPY0.5 0 0 0 0 220,01 99,52
BPY0.5 18,06 2,38 0 0 1,43 46,82
BPY0.5 3,13 2,76 12,04 1,01 0 14,54
BPY0.5 0 3,2 0 0 0,28 0
BPY0.5 0 0 0 0 0 6,28
BPY2.0 0 0 0 0 0 0
BPY2.0 0 0 0 0 0 0
BPY2.0 0 0 6,51 11,45 0 0
BPY2.0 8,58 7,45 0 0 5,91 0
BPY2.0 0 0 1,03 0 0 0
BPY2.0 0 0 0 0 0 0

XXVII




Tab. XXV b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 121,68 0 0 62,19 2,1 0
SAL 18,69 10,13 67,79 0 12,73 12,59
SAL 44,06 0 0 0 0 0
SAL 2,04 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 4,41 0 0 0 0 0
PY0.1 0 0,28 0 0 0 1,05
PY0.1 0 0 0 0 0 0
PY0.1 37,64 0 30,35 0 50,36 0
PY0.1 0 7,41 12,24 0 0,48 0
PY0.1 2,95 26,75 0 0 0 0
PY0.1 0 0 0 0 0 0
PY0.5 0 0 8,67 0 0 5,56
PY0.5 0 2,38 0 0 1,43 0
PY0.5 1,44 0 0 0 42,52 0
PY0.5 0,53 0 0 0 0 0
PY0.5 9,59 0 0 0 0 0
PY0.5 0 0 0 0 0 0
PY2.0 0 0 0 0 0 0
PY2.0 0 0 0 0 0 0
PY2.0 0 0 0 0 0 0
PY2.0 0 0 0,97 0 0 0
PY2.0 0 0 0 0 0 0
PY2.0 0 0 0 0 0 0

XXVIII




Tab. XXVI a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 49,99 0 0 0 0 6,63
BSAL 28,69 0 0 0 0 67,89
BSAL 4,31 0 0 0 0 0
BSAL 40,67 4,25 0 0 0 0
BSAL 2,76 0 0 0 0 2,25
BSAL 2,67 0 0 55,7 18,09 0

BKEO.5 0 0 0 0 0 0
BKEO.5 0 0 0 0 0 0
BKEO.5 0 0 0 0 0 0
BKEO.5 0 0 0 5,65 1,34 0
BKEO.5 0 0 0 0 0 0
BKEO.5 6,81 0,53 13,06 0,91 0 0
BKE2.0 2,11 0 5,78 4,17 0 2,84
BKE2.0 0,26 0,21 0,16 0,49 0 6,7
BKE2.0 0 0 0 0 0 0
BKE2.0 0 0 0 5,32 0 0
BKE2.0 167,7 0 291,25 17,31 25,67 47,8
BKE2.0 0,19 0 0 0 0 0
Tab. XXVI b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 121,68 0 0 62,19 2,1 0
SAL 18,69 10,13 67,79 0 12,73 12,59
SAL 44,06 0 0 0 0 0
SAL 2,04 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 4,41 0 0 0 0 0

KEO0.5 0 0 0 1,24 0 11,36
KEO0.5 0 0 0 0 0 0
KEO0.5 0 0 0 0 0 0
KEO0.5 0 0 0 5,55 0 0
KEO0.5 0 0 0 0 0 0
KEO0.5 4 0 0 0 0 0
KE2.0 1,22 0 0 0,27 10,04 0,28
KE2.0 6,7 0 0 0 0 0
KE2.0 0 0 86,42 0 0 0
KE2.0 0 167,7 0 37,08 0 58,9
KE2.0 45,9 542,37 449,24 0 427,21 292,95
KE2.0 0 4,61 0 6,09 0,19 0

XXIX




Tab. XXVII a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 49,99 0 0 0 0 6,63
BSAL 28,69 0 0 0 0 67,89
BSAL 4,31 0 0 0 0 0
BSAL 40,67 4,25 0 0 0 0
BSAL 2,76 0 0 0 0 2,25
BSAL 2,67 0 0 55,7 18,09 0
BCi1.0 0 0 0 0 0 0
BCi1.0 1,22 40,81 7,77 93,63 0 0
BCi1.0 0,97 1,24 0 0 0 0,38
BCi1.0 49,16 3,53 0 2,13 0 54,17
BCi1.0 0 0 0 0 0 0
BCi1.0 0 0 0 0 0 0
BCi5.0 6,25 53,89 0,89 0 42,6 0
BCi5.0 0 0 0 0 7,92 7,26
BCi5.0 0 19,31 0 0 6,6 0
BCi5.0 13,02 0 0 4,66 0 360,11
BCi5.0 0,73 0 0 0 11,96 0
BCi5.0 4 14,64 0,178 0,932 13,816 73,474

Tab. XXVII b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 121,68 0 0 62,19 2,1 0
SAL 18,69 10,13 67,79 0 12,73 12,59
SAL 44,06 0 0 0 0 0
SAL 2,04 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 4,41 0 0 0 0 0
Ci1.0 0 0 0 0 138,03 0
Ci1.0 10,25 1,47 0 0 0 0
Ci1.0 0 0 0 0 0 0
Ci1.0 0 0 36,99 18,69 0 0
Ci1.0 0,4 0 0 0 0 0
Ci1.0 0 0,29 7,398 3,738 27,606 0
Ci5.0 18,69 0 0 36,99 0 1,65
Ci5.0 0 0 0 0 0 0
Ci5.0 0 0 0 0 0 0
Ci5.0 0 1,98 0 0,36 138,03 0
Ci5.0 0,4 0 0 0 0 0
Ci5.0 3,818 0,396 0 7,47 27,606 0,33

XXX




Tab. XXVIII a:

V.TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 49,99 0 0 0 0 6,63
BSAL 28,69 0 0 0 0 67,89
BSAL 4,31 0 0 0 0 0
BSAL 40,67 4,25 0 0 0 0
BSAL 2,76 0 0 0 0 2,25
BSAL 2,67 0 0 55,7 18,09 0

BTH2.0 3,98 6,87 22,96 0,7 0 0
BTH2.0 5,62 36,29 15,16 5,19 19,03 3,5
BTH2.0 5,25 0 0 0 0 0
BTH2.0 0 0 0 0 6,79 0
BTH2.0 0 0 0 0 14,96 0
BTH10 0 0 0 0 0 0
BTH10 0 0 0 0 0 0
BTH10 0 0 0 0 0 0
BTH10 1,77 0 1,88 0 0,35 0
BTH10 0,4425 0 0,47 0 0,0875 0
Tab. XXVIIl b:

V.TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 121,68 0 0 62,19 2,1 0
SAL 18,69 10,13 67,79 0 12,73 12,59
SAL 44,06 0 0 0 0 0
SAL 2,04 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 4,41 0 0 0 0 0

TH2.0 4,69 1,42 0 0 0 0
TH2.0 29,34 26,74 0 4,32 20,7 4,55
TH2.0 4,64 0 0 0 0 0
TH2.0 7,92 5,632 0 0 4,14 0
TH2.0 0,95 0 0 0 0 0
TH10 0 0 0 0 0 0
TH10 0 0 0 0 0 0
TH10 0 0 0 11,53 29,41 0
TH10 0 2,58 0 0 0 0
TH10 0 0,645 0 2,8825 7,3525 0

XXXI




Putzen (Tab. XXIX a — XXXIII b)

Tab. XXIX a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 5,65 3,84 6,03 0 0 32,49
BSAL 1,8 0 2,21 0 0 92,23
BSAL 95,19 0 0 0 10,11 74,51
BSAL 42,36 134,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 79,61 0 2,76 0
BSAL 0 0 0 178,98 122,21 4,82

BHAO.2 0 28,45 80,28 0 0 6,81
BHAO.2 0 0 7,23 0 0 53,74
BHAO.2 98,57 5,05 0 0 19,14 0
BHAO.2 0 0 0 0 42,8 38,5
BHAO.2 0 0 0 55,59 4,8 28,01
BHAO.2 0 61,26 54,17 6,34 0 0
BHA1.0 4,52 0 0 0 0 0
BHA1.0 0 0 0 0 0 0
BHA1.0 108,97 130,57 0 0 0 0
BHA1.0 0 54,85 0 0 165,46 58,11
BHA1.0 95,86 0 0 29,2 3,75 0
BHA1.0 3,64 8,7 0 92,99 15,12 0
Tab. XXIX b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 68,25 0 2,41 25,15 59,84 0
SAL 1,8 0 167,79 2,11 128 110,73
SAL 37,99 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 42,02 0 0 0 0 0
SAL 0 0 7,23 0 0 53,74

HAQ.2 4,58 15,9 0 0 0 0
HAQ.2 0 0 153,33 0,1 0 0,41
HAQ.2 144,5 1,44 75,42 0 1,29 0
HAQ.2 0 0 0 0 3,29 0
HAQ.2 46,31 16,97 44,89 0 0 0
HAQ.2 77,22 71,53 0 0 0 0
HA1.0 50,57 0 0 0 0 56,39
HA1.0 191 0 0 0,28 0 0
HA1.0 213,02 50,6 1,17 11,17 0 0
HA1.0 323,87 167,55 168,64 0 77,07 0
HA1.0 24,55 0 0 0 24,18 102,18
HA1.0 242,07 19,96 0 0 0 0

XXX




Tab. XXX a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 5,65 3,84 6,03 0 0 32,49
BSAL 1,8 0 2,21 0 0 92,23
BSAL 95,19 0 0 0 10,11 74,51
BSAL 42,36 134,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 79,61 0 2,76 0
BSAL 0 0 0 178,98 122,21 4,82

BPYO0.1 5,16 42 0 0 89,5 0
BPYO0.1 50,73 0 0 163,21 0 0
BPYO0.1 0 28,72 29,48 0 60,26 0
BPYO0.1 134,04 34,15 3,91 49,98 0 95,38
BPYO0.1 43,87 49,98 4,05 54,98 30,24 18,87
BPYO0.1 32,15 55,58 0 0 0 0
BPY0.5 6,94 0,28 91,66 0,85 0 0
BPY0.5 11,17 23,64 0 99,5 126,67 1,01
BPY0.5 104,06 0 0 0 0 97,5
BPY0.5 18,64 0 35,89 90,23 0 0
BPY0.5 0 120,5 15,12 63,59 0 0,27
BPY0.5 71,91 46,51 0 0 10,24 52,67
BPY2.0 29,4 0 0 0 0 0
BPY2.0 0,43 0 0 0 0 0
BPY2.0 60,43 0 75,64 18,2 0 0
BPY2.0 34,88 53,75 0 0 12,94 0
BPY2.0 58,48 0 84,23 3,73 12 117,81
BPY2.0 0 0 0 0 0 0

XXX




Tab. XXX b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 68,25 0 2,41 25,15 59,84 0
SAL 1,8 0 167,79 2,11 128 110,73
SAL 37,99 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 42,02 0 0 0 0 0
SAL 0 0 7,23 0 0 53,74

PY0.1 22,05 3,09 0 31,1 49,73 9,49
PY0.1 0 0 0 0 0 37,35
PY0.1 60,02 0 66,28 53,29 63,52 0,47
PY0.1 22,19 66,46 3,17 0 91,85 0
PY0.1 0 0 0 0 31,67 0
PY0.1 149,31 0 0 0 0 0
PY0.5 0 0 40,75 0 0 0,63
PY0.5 0 0 0 0 0 0
PY0.5 1,96 51,82 0 0 1711 0
PY0.5 82,21 0 0 0 31,67 127,06
PY0.5 35,12 0 0 0 0 0
PY0.5 0 40,78 0 0,95 0 0
PY2.0 2,18 0 3,31 0 0 0
PY2.0 3,93 6,03 1,54 0,36 0 1,25
PY2.0 0 0 0 0 0 0
PY2.0 0 0,42 0 0 0 0
PY2.0 0 0 0 89,05 6,61 0
PY2.0 0 0 0 0 0 0

XXXIV




Tab. XXXI a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 5,65 3,84 6,03 0 0 32,49
BSAL 1,8 0 2,21 0 0 92,23
BSAL 95,19 0 0 0 10,11 74,51
BSAL 42,36 134,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 79,61 0 2,76 0
BSAL 0 0 0 178,98 122,21 4,82

BKEO.5 0,06 0 75,1 0 0 0
BKEO.5 0 0 0 0 0 0
BKEO.5 0 0 0 10,19 55,63 0
BKEO.5 0 0 0 0 0 0
BKEO.5 0 0 86,71 0 0 0
BKEO.5 111,64 55,81 138,09 103,2 1,59 14,43
BKE2.0 104,49 222,35 57,06 99,18 0 24,89
BKE2.0 0,25 0,08 40,54 185,81 0 33,56
BKE2.0 61,43 0 0 0 32,09 14,43
BKE2.0 0 0 21,39 16,34 0 0
BKE2.0 0 0 23,32 0 0 59,71
BKE2.0 156,21 0 0 0 0 0
Tab. XXXI b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 68,25 0 2,41 25,15 59,84 0
SAL 1,8 0 167,79 2,11 128 110,73
SAL 37,99 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 42,02 0 0 0 0 0
SAL 0 0 7,23 0 0 53,74

KEO0.5 44,96 0 0 37,15 3,8 0
KEO0.5 0 0 0 0 0 0
KEO0.5 0 14,86 0 0 150,02 0
KEO.5 128,55 0 0 54,97 0 0
KEO0.5 0 3,42 0 0 33,13 0
KEO0.5 118,57 0 12,41 0 7,04 41,46
KE2.0 294,81 0 17,77 124,64 56,59 35,86
KE2.0 33,56 0 0 53,16 14,19 0
KE2.0 29,46 0 0,26 0 20,02 0
KE2.0 5,65 0 12,41 0 5,05 0
KE2.0 0,28 0 0 0 88,34 17,73
KE2.0 38,55 0 0 60,03 26,52 28,48

XXXV




Tab. XXXII a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 5,65 3,84 6,03 0 0 32,49
BSAL 1,8 0 2,21 0 0 92,23
BSAL 95,19 0 0 0 10,11 74,51
BSAL 42,36 134,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 79,61 0 2,76 0
BSAL 0 0 0 178,98 122,21 4,82
BCi1.0 0 0 0 0 32,25 0
BCi1.0 0 177,35 1,03 0 50,29 0
BCi1.0 122,92 115,51 0 155,92 0 0,31
BCi1.0 2011 33,65 56,31 52,52 40,21 11,51
BCi1.0 0 0 0 0 125,76 0
BCi1.0 0 0 0 0 0 0
BCi5.0 0 75,83 6,96 0 0 0
BCi5.0 0 149,82 21,72 10,9 0 0
BCi5.0 35,24 94,76 0 38,82 117,68 19,27
BCi5.0 64 10,99 5,06 136,08 0 40,74
BCi5.0 35,21 76,16 0 0 81,24 0
BCi5.0 27,22 81,58 7,01 36,87 40,1 11,99

Tab. XXXII b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 68,25 0 2,41 25,15 59,84 0
SAL 1,8 0 167,79 2,11 128 110,73
SAL 37,99 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 42,02 0 0 0 0 0
SAL 0 0 7,23 0 0 53,74
Ci1.0 0 0 0 0,42 4,04 0
Ci1.0 0 98,16 0 0 0,13 0
Ci1.0 146,04 0 0 0 0 0
Ci1.0 64,02 0 65,78 231,37 0 0
Ci1.0 0 0 0 0 0 0
Ci1.0 0 20,1 12,87 45,87 1,2 0
Ci5.0 231,37 64,02 0 65,78 39,66 18,45
Ci5.0 0 0 0 0 0 13,26
Ci5.0 0 0 133,37 26,56 0 21,11
Ci5.0 33,97 0 6,43 0 4,04 0
Ci5.0 0 0 0 84,27 0 0
Ci5.0 53,01 13,02 28,12 35,67 9,02 11,2

XXXVI




Tab. XXXIIl a:

V.TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 5,65 3,84 6,03 0 0 32,49
BSAL 1,8 0 2,21 0 0 92,23
BSAL 95,19 0 0 0 10,11 74,51
BSAL 42,36 134,04 0 0 0 0
BSAL 0 0 79,61 0 2,76 0
BSAL 0 0 0 178,98 122,21 4,82

BTH2.0 141,86 212,86 70,22 99,59 0 0
BTH2.0 164,47 39,95 306,14 12,9 87,37 93,71
BTH2.0 48,2 79,49 5,89 0 0 11,04
BTH2.0 49,67 40,27 76,4 22,09 37,54 20,95
BTH2.0 35,71 76,16 0 0 100,34 0
BTH10 0 0 0 0 0 0
BTH10 33,13 0 0 71,31 0 5,43
BTH10 0 75,07 0 45,64 0 0
BTH10 96,75 0 8,49 0 0 52,82
BTH10 32,98 21,03 1,035 29,24 0 13,86
Tab. XXXIIl b:

V.TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 68,25 0 2,41 25,15 59,84 0
SAL 1,8 0 167,79 2,11 128 110,73
SAL 37,99 0 0 0 0 0
SAL 0 0 0 0 0 0
SAL 42,02 0 0 0 0 0
SAL 0 0 7,23 0 0 53,74

TH2.0 78,01 0 0 0 0 0
TH2.0 75,93 0 0 0 153,57 68,16
TH2.0 28,29 0 0 0 0 0
TH2.0 56,44 0 0 16,85 51,78 19,68
TH2.0 0 0 0 84,27 105,35 30,25
TH10 0 0 0 0 0 0
TH10 0 0 0 0 0 16,85
TH10 0 0 66,5 0 117,76 0
TH10 0 38,06 2,64 0 0 0
TH10 0 10,37 16,89 0 29,31 3,98

XXXVII




Schniuffeln (Tab. XXXIV a — XXXVIII b)

Tab. XXXIV a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 173,07 101,97 22,86 17,28 3,71 113,87
BSAL 84,7 90,12 78,21 41,99 25,92 241,94
BSAL 276,32 68,46 46 30,07 13,15 228,87
BSAL 370,95 322,56 29,39 8,03 14,3 1,71
BSAL 471,25 204,28 128,28 62,4 307,16 311,53
BSAL 112,34 54,61 63,93 323,23 160,87 54,35

BHAO.2 95,09 210,92 276,86 25,54 14,31 23,71
BHAO.2 165,43 16,75 27,98 23,31 33,54 117,63
BHAO.2 282,16 125,62 138,93 331,41 347 105,41
BHAO.2 59,26 51,09 5,6 19,17 181,33 313,6
BHAO.2 331,34 280,72 237,03 272,41 170,79 55,79
BHAO.2 33,85 78,55 5,07 127,39 24,33 5,32
BHA1.0 209,45 160,85 54,57 96,65 28,48 3,94
BHA1.0 187,61 12,94 9,22 0,24 30,01 28,82
BHA1.0 234,58 251,39 18,26 47,51 0 14,02
BHA1.0 339,17 391,72 317,6 0 367,84 370,08
BHA1.0 56,33 2,52 14,84 171,14 50,31 68,36
BHA1.0 96,4 101,16 9,75 82,7 79,22 0
Tab. XXXIV b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 154,83 0 39,22 211,98 22,83 6,79
SAL 74,7 133,59 72,75 29,62 131,77 159,02
SAL 334,98 26,88 13,14 157,43 119,86 37,38
SAL 445,65 52,14 30,3 103,35 48,39 65,18
SAL 224,13 21,61 183,99 19,9 18,63 26,92
SAL 165,43 16,75 27,98 23,31 33,54 117,63

HAQ.2 22,89 52,14 63,39 27,61 36,37 35,3
HAQ.2 64,07 27,54 240,14 29,95 21,59 26,01
HAQ.2 108,98 320,25 45,12 18,06 10,27 7,7
HAQ.2 161,35 24,31 15,82 5,8 10,66 9,68
HAQ.2 131,49 120,8 73,53 25,99 21,06 18,21
HAQ.2 337,64 215,49 31,77 50,46 26,1 10,21
HA1.0 219,19 20,3 26,36 0,56 15,94 170,26
HA1.0 207,37 118,39 24,86 40,93 3,41 60,29
HA1.0 273,04 226,98 5,87 105,58 2,61 47,94
HA1.0 90,56 341,02 245,7 463,34 266,34 72,84
HA1.0 119,23 19,69 40,53 0,65 31,03 158,35
HA1.0 48,27 25,71 16,95 22,53 59 14,84

XXXVII




Tab. XXXV a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 173,07 101,97 22,86 17,28 3,71 113,87
BSAL 84,7 90,12 78,21 41,99 25,92 241,94
BSAL 276,32 68,46 46 30,07 13,15 228,87
BSAL 370,95 322,56 29,39 8,03 14,3 1,71
BSAL 471,25 204,28 128,28 62,4 307,16 311,53
BSAL 112,34 54,61 63,93 323,23 160,87 54,35

BPYO0.1 153,9 221,67 46,11 9,72 2,35 4,29
BPYO0.1 108,73 0 0 56,37 82,27 25,72
BPYO0.1 194,95 374,45 319,52 144,06 165,98 124,82
BPYO0.1 311,33 374,38 362,39 331 212,46 240,3
BPYO0.1 225,88 164,54 116,2 103,02 102,45 63,88
BPYO0.1 358,27 114,68 60,88 25,8 48,15 13,44
BPY0.5 205,79 96,28 99,43 303,64 85,01 156,54
BPY0.5 37,73 23,4 0,7 81,61 188,73 0
BPY0.5 290,48 197,67 64,25 20,29 30,53 17,8
BPY0.5 314,4 267,21 362,43 253,32 162,95 332,35
BPY0.5 181,74 107,18 109,34 92,01 56,63 36,73
BPY0.5 264,43 99,22 109,34 130,56 78,4 141,22
BPY2.0 46,41 0 0 0 1,93 0
BPY2.0 0,58 0 44,15 0 0 0
BPY2.0 228,05 31,04 75,95 240,74 13,14 8,95
BPY2.0 123,11 106,86 16,12 48,05 50,64 1,46
BPY2.0 126,36 1,57 226,82 152,25 124,66 47,92
BPY2.0 0 0 0 0 0 0

XXXIX




Tab. XXXV b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 154,83 0 39,22 211,98 22,83 6,79
SAL 74,7 133,59 72,75 29,62 131,77 159,02
SAL 334,98 26,88 13,14 157,43 119,86 37,38
SAL 445,65 52,14 30,3 103,35 48,39 65,18
SAL 224,13 21,61 183,99 19,9 18,63 26,92
SAL 165,43 16,75 27,98 23,31 33,54 117,63

PY0.1 20,14 1,18 151,47 135,73 107,73 85,07
PY0.1 25,49 0 105,5 33,12 0 46,66
PY0.1 136,75 55,18 83,85 82,91 154,39 36,71
PY0.1 218,25 241,16 128,62 139,4 112,46 40,95
PY0.1 167,51 125,36 134,49 41,53 58,67 25,44
PY0.1 166,02 17,41 15,8 24,46 15,89 39,55
PY0.5 63,39 13,97 220,67 238,35 96,96 59,06
PY0.5 5,19 197,67 64,25 20,29 30,53 42,7
PY0.5 150,9 338,2 7,66 191,34 285,84 21,51
PY0.5 263,71 221,06 134,49 41,53 58,67 251,78
PY0.5 106,71 55,18 22,51 26,19 64,38 13,49
PY0.5 163,85 142,16 48,78 244,33 65,72 65,72
PY2.0 0 0 51,71 0 0 0
PY2.0 92,41 4,2 3,17 11,54 23,29 153,73
PY2.0 8,95 0 0 0 175,58 56,97
PY2.0 6,55 2,18 25,98 38,82 42,7 1,89
PY2.0 2,33 0,48 0 0,28 9,69 0
PY2.0 0 0 0 0 0 0

XL




Tab. XXXVI a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 173,07 101,97 22,86 17,28 3,71 113,87
BSAL 84,7 90,12 78,21 41,99 25,92 241,94
BSAL 276,32 68,46 46 30,07 13,15 228,87
BSAL 370,95 322,56 29,39 8,03 14,3 1,71
BSAL 471,25 204,28 128,28 62,4 307,16 311,53
BSAL 112,34 54,61 63,93 323,23 160,87 54,35

BKEO.5 113,67 51,67 127,37 58,01 59,28 54,07
BKEO.5 138,58 85,53 73,96 51,9 115,33 55,54
BKEO.5 329,78 341,19 205,75 119,91 79,58 82,57
BKEO.5 111,93 110,48 84,75 246,59 143,84 30,02
BKEO.5 2773 242,71 121,18 183,79 166,38 186,24
BKEO.5 300,03 255,7 252,45 186,08 184,68 220,43
BKE2.0 278,18 76,3 257,93 255,59 10,51 130,59
BKE2.0 143,52 88,77 144,68 288,3 4921 180,03
BKE2.0 182,07 165,56 122,72 101,8 233,77 220,43
BKE2.0 70,71 202,57 91,59 82,35 83,46 30,02
BKE2.0 93,89 74,35 124,47 4,17 12,72 59,52
BKE2.0 217,48 228,03 114,96 45,68 87,08 2474
Tab. XXXVI b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 154,83 0 39,22 211,98 22,83 6,79
SAL 74,7 133,59 72,75 29,62 131,77 159,02
SAL 334,98 26,88 13,14 157,43 119,86 37,38
SAL 445,65 52,14 30,3 103,35 48,39 65,18
SAL 224,13 21,61 183,99 19,9 18,63 26,92
SAL 165,43 16,75 27,98 23,31 33,54 117,63

KEO0.5 220,65 82,66 97,14 151,74 192,52 187,91
KEO.5 85,56 69,03 120,46 124,62 262,42 212,16
KEO0.5 222,59 220,22 131,36 84,58 446,98 25,93
KEO.5 45,34 48,53 79,08 113,29 51,19 2534
KEO.5 76,58 62,06 53,32 29,93 136,95 30,32
KEO0.5 173,19 64,25 90,26 89,48 86,23 77,27
KE2.0 136,19 8,37 40,07 182,21 128,64 170,32
KE2.0 180,06 24,05 12,51 52,35 38,08 10,57
KE2.0 269,83 151,5 132,49 246,45 197,62 2534
KE2.0 32,64 93,89 90,26 399,73 102,75 239,85
KE2.0 404,64 0 103,46 6,58 54,97 113,93
KE2.0 443,3 353,19 224,26 191,36 346,29 26,56

XLI




Tab. XXXVII a:

V.-TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 173,07 101,97 22,86 17,28 3,71 113,87
BSAL 84,7 90,12 78,21 41,99 25,92 241,94
BSAL 276,32 68,46 46 30,07 13,15 228,87
BSAL 370,95 322,56 29,39 8,03 14,3 1,71
BSAL 471,25 204,28 128,28 62,4 307,16 311,53
BSAL 112,34 54,61 63,93 323,23 160,87 54,35
BCi1.0 0 0 0 65,44 82,8 0
BCi1.0 100,87 271,82 262,12 112,88 53,09 4,13
BCi1.0 129,78 118,99 3,94 16,06 0 0,4
BCi1.0 260,71 322,7 111,42 152,58 66,04 137,72
BCi1.0 175,56 210,34 53,59 271,95 241,04 142,46
BCi1.0 2,98 0 0 0 0 0
BCi5.0 171,01 192,38 159,29 225,76 140,77 151,81
BCi5.0 92,43 92,76 42,97 64,3 325,86 43,01
BCi5.0 254,22 315,26 143,96 55,67 164,16 40,69
BCi5.0 211,52 60,35 74,12 170,86 33,17 56
BCi5.0 73,01 160,54 16,9 1,25 124,8 51,15
BCi5.0 159,96 164,82 86,88 104,02 158,23 69,33

Tab. XXXVII b:

V.-TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 154,83 0 39,22 211,98 22,83 6,79
SAL 74,7 133,59 72,75 29,62 131,77 159,02
SAL 334,98 26,88 13,14 157,43 119,86 37,38
SAL 445,65 52,14 30,3 103,35 48,39 65,18
SAL 224,13 21,61 183,99 19,9 18,63 26,92
SAL 165,43 16,75 27,98 23,31 33,54 117,63
Ci1.0 43 0 61,12 101,74 85,25 1,85
Ci1.0 49,21 32,33 9,69 1,19 19,84 9,86
Ci1.0 61,58 3,61 0 0 5,01 4,88
Ci1.0 85,82 73,02 131,13 132,74 330,05 230,51
Ci1.0 375,41 283,3 84,58 36,11 35,2 66,81
Ci1.0 3,12 77,89 57,88 53,88 94,56 62,54
Ci5.0 132,74 85,82 73,02 131,13 277,34 127,43
Ci5.0 2224 148,89 156,5 65,58 15,86 54,5
Ci5.0 11,22 74,49 84,27 85,27 6,75 14,39
Ci5.0 115,17 69,91 56,8 140 85,25 36,79
Ci5.0 375,41 187,81 251,07 295,3 38,28 66,45
Ci5.0 163,01 110,54 120,93 138,85 81,43 59,89

XLII




Tab. XXXVIII a:

V.TIER 10 20 30 40 50 60
BSAL 173,07 101,97 22,86 17,28 3,71 113,87
BSAL 84,7 90,12 78,21 41,99 25,92 241,94
BSAL 276,32 68,46 46 30,07 13,15 228,87
BSAL 370,95 322,56 29,39 8,03 14,3 1,71
BSAL 471,25 204,28 128,28 62,4 307,16 311,53
BSAL 112,34 54,61 63,93 323,23 160,87 54,35

BTH2.0 276,92 251,41 215,87 31,66 0,58 0

BTH2.0 412,27 423,39 64,02 340,9 383,51 219,56

BTH2.0 90,5 272,84 2711 295,37 118,81 67,36

BTH2.0 237,84 187,88 151,86 118,6 149 83,81

BTH2.0 133,01 150,54 46,9 12,5 124,81 73,35
BTH10 45,09 2,33 20,12 189,62 117,44 58,82
BTH10 136,95 86,74 148,15 170,95 83,29 2054
BTH10 204,54 209,61 176,41 167,89 54,96 50,41

BTH10 142,04 327,23 167,52 71,37 38,83 50,27
BTH10 133,05 155,48 127,96 151,02 74,01 90,98
Tab. XXXVIII b:

V.TIER 70 80 90 100 110 120
SAL 154,83 0 39,22 211,98 22,83 6,79
SAL 74,7 133,59 72,75 29,62 131,77 159,02
SAL 334,98 26,88 13,14 157,43 119,86 37,38
SAL 445,65 52,14 30,3 103,35 48,39 65,18
SAL 224,13 21,61 183,99 19,9 18,63 26,92
SAL 165,43 16,75 27,98 23,31 33,54 117,63

TH2.0 104,03 51,3 20,51 0,55 0 0
TH2.0 38,73 271,98 18,13 87,22 77,77 51,74
TH2.0 158,86 345,89 185,14 79,87 22,69 15,26
TH2.0 234,01 176,47 98,45 96,41 33,44 233,69
TH2.0 365,41 187,36 240,39 295,3 30,28 66,45
TH10 73,26 25,86 28,09 19,07 36,49 35
TH10 122,94 184,55 73,72 55,18 68,04 219,05
TH10 45,72 39,32 100,87 309,88 299,53 64,86
TH10 62,22 174,19 68,35 17,11 14,89 35,6
TH10 76,035 105,98 67,76 100,31 104,74 88,63

XL
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