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Zusammenfassung

Sowohl Rodentien als auch Menschen weisen im Alter interindividuelle Differenzen
auf, die im Vergleich zu jungeren Populationen stark ausgepragt sind und sich in
Lern- und Gedachtnistests wie dem Wasserlabyrinth von relativ unbeeintrachtigt bis
hin zu stark beeintrachtigt erstrecken. Diese Varianz wurde schon oft erfolgreich
dazu genutzt, den Erhalt von Funktionen sowie Funktionsdefiziten mit der Varianz in
den Auspragungen neurobiologischer Marker zu korrelieren. Im ersten Teil dieser
Arbeit wurden sieben bessere und sieben schlechtere Lerner aufgrund ihrer
Verhaltensleistung im Wasserlabyrinth aus einer Stichprobe von 40 alten Ratten
ausgewahlt und Zusammenhange zwischen der Performanz im Wasserlabyrinth,
dem inhibitorischen Vermeidungslerntest, dem Offenfeld und dem Expressionsgrad
der in vitro Kurz- und Langzeitpotenzierung (STP und LTP) im Hippocampus (Projekt
I) sowie der STP und LTP und der mRNA von Cholin Acetyltransferase (ChAT), dem
Synthese-Enzym des Botenstoffs Acetylcholin, und den glutamatergen NMDA
Rezeptor Untereinheiten NR2A-C im Striatum (Projekt IlI) untersucht, Variablen, die
im Zusammenhang mit Lern- und Gedachtnisprozessen diskutiert werden. Die
besseren Wasserlabyrinthlerner zeigten eine bessere Kurzzeitretention im
inhibitorischen Vermeidungslerntest und mehr ChAT mMRNA im Striatum,
unterschieden sich jedoch nicht von den schlechteren Lernern im
Explorationsverhalten oder im Level an STP und LTP im Hippocampus und Striatum.
Korrelationsanalysen ergaben bedeutsame Korrelationen zwischen einer besseren
Performanz im Wasserlabyrinth, in der Aufgabe mit verborgener Plattform, mehr
Aufrichtungen im Offenfeld und STP und LTP im Hippocampus und Striatum,
allerdings nur in der Gruppe der besseren Lerner. Ebenfalls in der Gruppe der
besseren Lerner korrelierte mehr ChAT mRNA mit einer schlechteren Performanz im
Wasserlabyrinth, in einer Aufgabe mit sichtbarer Plattformposition. In der Gruppe der
schlechteren Lerner korrelierte hingegen mehr NMDA-NR2A und NR2B mRNA mit
einer besseren Performanz in der Aufgabe mit verborgener Platttform und in einem
Retentionstest ohne Plattform.  Die Ergebnisse weisen daraufhin, dass die
Zusammenhange zwischen den Gruppen im Einklang mit den bekannten Funktionen
der untersuchten Hirnareale waren, jedoch heterogen fur die jeweiligen Gruppen.
Diese Heterogenitat ist moglicherweise auf Einflisse dritter Variablen auf die

Korrelationen zurltickzufihren und deutet daraufhin, dass die besseren und



schlechteren Lerner Subgruppen einer alten Population darstellen, denen
unterschiedliche Eigenschaften inharent sind. In Projekt Il wurde diesen
Uberlegungen weiter nachgegangen und die Sliding Window Correlation (SWC)
Methode entwickelt, um systematisch nach maoglichen Heterogenitaten in den
Zusammenhangen zwischen Variablen zu suchen. Die SWC-Methode sieht vor, die
Individuen einer Stichprobe nach den Werten einer Variable zu rangieren und diese
Werte mit den zugehorigen Datenpunkten einer Co-Variante fur aufeinanderfolgende,
teilweise Uberlappende Segmente oder Fenster der Rangordnung zu korrelieren. Zur
lllustration wurden alte Ratten dem Lernen im Wasserlabyrinth nach rangiert und
Segmente dieser Rangordnung mit der Exploration im Offenfeld und Angst in einer
Black/White Box korreliert. Die resultierenden Korrelationskoeffizienten (Rs)
fluktuierten Uber die Rangfolge hinweg und variierten nicht nur im Grad, sondern
auch in ihrer Valenz, d.h. rangierten von positiv bis negativ. Im Bereich der besseren
Wasserlabyrinthlerner deuteten die hoéchsten Rs auf Zusammenhange zwischen
einem besseren Wasserlabyrinthlernen, mehr Exploration im Offenfeld und weniger
Angst in der Black/White Box hin, wohingegen die hochsten Rs im Bereich der
mittleren Lerner Zusammenhange zwischen einem besseren Wasserlabyrinthlernen,
weniger Exploration im Offenfeld und mehr Angst in der Black/White Box aufwiesen.
Korrelationen zwischen diesen Variablen Uber die gesamte Stichprobe waren
hingegen unbedeutsam. Demnach konnen mit Hilfe der SWC-Methode Subgruppen
einer Population aufgedeckt werden, die sich aus nicht-monotonen
Zusammenhangen zwischen Variablen ergeben und in ublichen
Korrelationsanalysen Uber die gesamte Stichprobe maskiert werden. In Projekt IV
wurde neben dem Lernen im Wasserlabyrinth auch die Extinktion in alten und
adulten Ratten untersucht, die induziert wurde, indem der negative Verstarker, die
Plattform, nach der Akquisition mit verborgener Plattform, dem Labyrinth enthommen
und mehrere Schwimmdurchgange ohne eine Plattform durchgefuhrt wurden. Der
Erwartung entsprechend, dass die Extinktion ein negatives Befinden induziert,
zeigten beide Altersgruppen eine Art Bewegungslosigkeit oder Immobilitat, die sonst
bei depressiven Tieren beobachtet wird und mit den Extinktionsdurchgangen anstieg.
Alte Tiere, die allgemein starker auf Stress reagieren als jungere Tiere, wiesen mehr
Immobilitdt als die adulten Tiere auf, wobei die Lerndefizite in den schlechteren
Wasserlabyrinthlernern einen Vulnerabilitatsfaktor fur das Ausmald an Immobilitat,

das die alte Gruppe entwickelte, darstellte. Die Varianz im Ausmal an



Bewegungslosigkeit korrelierte bei alten Ratten mit dem Botenstoffgehalt, der post-
mortem mittels HPLC-EC gemessen wurde, des Neurotransmitters Dopamin und
dessen Metabolit DOPAC sowie Acetylcholin im ventralen Striatum, einer Region, die
schon oft mit Verstarkungsprozessen in Verbindung gebracht wurde. Norepinephrin,
dessen Konzentration nach unkontrollierbarem Stress absinkt, korrelierte hingegen
mit der Immobilitat in den adulten Tieren. Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass die
Extinktion eine Art Depression auslost und die extinktions-induzierte Depression ein
neues konzeptionelles und empirisches Depressionsmodell darstellen konnte, das

besonders relevant fur Altersdepressionen ist.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das normale Altern

Im Allgemeinen bezieht sich das Altern auf einen Reifeprozess, der im Alter von
mindestens 30 Jahren beginnt und bis ins hohe Alter von Uber 90 Jahren fortwahrt.
Die Seneszenz hingegen beschreibt einen Alterungsprozess, der von Debilitat und
Tod gekennzeichnet ist, jedoch keine zwangslaufige Konsequenz des Alterns ist.
Das normale Altern ist dennoch von physiologischen Veranderungen
gekennzeichnet, die zur Vulnerabilitat gesunder Individuen beitragen; aufgrund von
EinbuRen in Funktionen, die daran beteiligt sind, die Homdostase aufrecht zu
erhalten, wird die Fahigkeit, Stressoren standzuhalten, herabgesetzt. Betroffen sind
v.a. das Herz-Kreislauf-System, Lungen- und Nierenfunktionen sowie das

Zentralnervensystem (ZNS).

1.1.1 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Im ZNS wird die Reaktion auf Stress uber die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (HPA-Achse) vermittelt, wobei eine Aktivierung des
hypothalamischen Nukleus paraventricularis (PVN) zur Synthese von Corticotropin-
Releasing-Hormon (CRH) und Arginin Vasopressin (AVP) fuhrt, die Uber ein
Gefallsystem zum Hypophysenvorderlappen gelangen und durch Anbindung an ihre
Rezeptoren die Freisetzung von adrenocorticotrophem Hormon (ACTH) verursachen,
welches in den Blutkreislauf abgegeben wird. In der Nebenniere stimuliert ACTH die
Sekretion von Glucocorticoiden (CORT), d.h. Cortisol im Menschen bzw.
Corticosteron in Tieren, welche den Organismus auf entsprechende Anforderungen
im Umfeld vorbereiten (Akil und Morano, 1995). Akute Stress-Reaktionen sind
lebensnotwendig, aber eine anhaltende Aktivierung der HPA-Achse stellt eine Gefahr
fur die Gesundheit von Mensch und Tier dar. CORT inhibieren den Transport von
Glucose und die Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) und entziehen den Zellen
somit die notige Energie, um fur einen geregelten Metabolismus zu sorgen (McLay et
al., 1997). Eine negative Ruckkopplung tragt normalerweise dazu bei, die Stress-
Reaktion zu beenden, d.h., die Freisetzung von CORT selbst fuhrt zur Unterdriickung
von CRH und somit zur Inhibition der HPA-Achse. Die negative Rickkopplung wird
u.a. Uber den Hippocampus vermittelt, dessen Aktivitat die Produktion von CRH im

PVN stoppt (Akil und Morano, 1995; Holsboer, 1999). Der Hippocampus ist eines
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Einleitung

der Areale, die sich frih mit dem Alter verandern. Berichtet wurde von Verlusten im
Volumen, in der Neuronendichte und in synaptischen Verbindungen, von veranderten
Botenstoff- und Rezeptorkonzentrationen sowie von Abnahmen in plastischen
Prozessen (Barnes, 1979; Coleman & Flood, 1987; Lupien et al., 1998; Van der Zee
& Luiten, 1999). Es wird spekuliert, dass chronisch erhéhte CORT Level zu
pathologischen Veranderungen im Hippocampus fuhren, die einen Funktionsverlust
in der negativen Ruckkopplung bewirken. Suboptimale Ruckkopplungsprozesse
kurbeln wiederum die Zirkulation von CORT an, wodurch es zu weiteren
Aberrationen in Struktur und Funktion des Hippocampus kommt, ein Kreislauf, der
sich bis zur Seneszenz fortsetzen kénnte (McLay et al., 1997; Lupien, 1998; Porter &
Landfield, 1998). Es wird hypothetisiert, dass pathologische Veranderungen im
Hippocampus den alterstypischen Stérungen im Lernen und Gedachtnis (siehe

unten) teilweise unterliegen (Morris et al., 1982).

1.1.2 Der Einfluss freier Radikale auf das Altern

Eine weitere Theorie vertritt die Ansicht, dass das Altern auf die Aktivitat von
reaktiven Sauerstoffmolekilen (ROS) oder freien Radikalen zurlckzufluhren ist
(Harman, 1956). Die Elektronentransportkette der Atmung, die in den Mitochondrien
stattfindet, fuhrt zur Reduktion von Sauerstoff (O2) zu Wasser (H.O). Die
Atmungskette ist insofern unvollkommen, als dass Nebenprodukte generiert werden,
die zellschadigend sind. O wird mit Hilfe von Enzymen, die oft Metalle enthalten, zu
Superoxidradikal (O2) und dann zu Wasserstoffperoxid (H20,) reduziert. In
Gegenwart von Metallen konnen Oz und H;O, zusammen ein extrem reaktives
Radikal erzeugen, Hydroxylradikal (OH), von welchem angenommen wird, dass es
Makromolekdile, d.h. Fette, Nukleinsauren und Proteine, zerstort (Beckman & Ames,
1998a). O, kann ebenso mit Stickoxid (NO), welches in plastischen behavioralen
und neuronalen Prozessen eine Rolle spielt, zu Peroxynitrat (ONOQO") reagieren,
einem reaktiven Molekdl. Zum Schutz gegen ROS existieren endogene
Abwehrwehrmechanismen; z.B. kann die Produktion von ROS umgangen werden,
indem O3 reduziert wird, ohne dass Zwischenprodukte wie O, entstehen. Andere
Mittel, z.B. Superoxiddismutasen (SODs), beschleunigen die Konvertierung von Oy
zu H20,, wohingegen Katalasen und Peroxidasen H;0O, eliminieren (Fridovich, 1999).
Trotz der verschiedenen Abwehrmechanismen werden Zellschaden durch ROS nicht

komplett verhindert. Zellen konnen zwar oxidierte Fette, Nukleinsauren und Proteine
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Einleitung

reparieren, aber mit dem Alter nehmen Schaden durch ROS dennoch zu. Man
spekuliert, dass das Gleichgewicht zwischen Generierung und Beseitigung von ROS
bzw. der Reparatur oxidierter Zellbestandteile mit dem Alter verloren geht.
Malfunktionen der Zellbestandteile durch kontinuierliches ,Auslaufen® von toxischen
O, Produkten fuhren ebenfalls zur Generierung dieser Produkte, so dass man davon
ausgeht, dass ein Kreislauf entsteht, der die Zellfunktionen soweit unterminiert, dass
der Zelltod eintritt (Beckman & Ames, 1998b). Im ZNS scheinen bestimmte Areale
besonders anfallig fur die Aktivitat freier Radikale und fur die damit assoziierten
Zellschaden zu sein.  Marker fir geschadigte Proteine waren vermehrt im
Hippocampus und Striatum in alten Mausen zu finden (Forster et al., 1996). Eine
Schlusselfunktion des Striatums ist die Vermittlung von Antworten auf primare
Verstarker sowie von dem Erlernen von Kontingenzen zwischen Reiz und Reaktion
in Abhangigkeit von Verstarkung (Schultz, 1998), wohingegen der Hippocampus eher
die Akquisition von raumlichen Relationen zwischen Reizen im Umfeld vermittelt
(Morris et al., 1982).

1.1.3 Die Neurotoxizitat

Eine weitere Form des neuronalen Stresses beinhaltet die Neurotoxizitat, die durch
die exzessive Ausschuttung von exzitatorischen Aminosauren (EAA), wie Glutamat
(GLU), wund Stimulierung von glutamatergen N-methyl-D-aspartat (NMDA)
Rezeptoren, hervorgerufen wird. Bei akuten Konditionen wie Hypoxie/lschamie und
Hirntrauma wird ein Ausstromen von GLU verursacht, das mit neurodegenerativen
Erscheinungen assoziiert ist (Olney, 1994). Auch die im Alter auftretende
Neurodegeneration konnte auf eine NMDA Hyperaktivitat (NRHyper) zurtckzufuhren
sein, wobei hier ein langsamer Prozess vorherrscht im Gegensatz zu akuten
Konditionen. Olney et al. (1997) spekuliert, dass eine NRHyper zum Verlust von
funktionalen NMDA Rezeptoren oder von ganzen Neuronen fuhrt, die den Rezeptor
tragen, mit der Folge einer NMDA Hypoaktivitat (NRHypo). Obwohl der Verlust von
GLU Rezeptoren im Alter nicht bestatigt werden konnte, fanden mehrere Studien
eine verringerte Anzahl von NMDA Bindungsstellen, die auf einen Verlust von
Rezeptoren hindeuten kénnte (Ubersicht in Magnusson, 1998). Hintergriinde einer
NRHyper liegen nach Olney et al. (1997) und anderen Autoren (Beal, 1992) in einem
defizienten Energiestoffwechsel der Mitochondrien. Eine Insuffizienz mit einer

verringerten Formation von ATP fuhrt dazu, dass die lonen Homodostase gestort wird
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und die Membran teilweise und chronisch depolarisiert. Der Magnesium Block,
welcher den Einstrom von Ca®" durch den lonenkanal des NMDA Rezeptors
normalerweise unterbindet, wird aufgehoben und es kommt zu einer Akkumulierung
von Ca®" in der Zelle. Die Folge sind Zellverletzungen und letztendlich Zelltod
(Hartley et al., 1993). Faktoren, wie CORT, kénnen die Neurotoxizitat durch GLU
erheblich verstédrken, vermutlich dadurch, dass CORT den GLU-induzierten Ca?*-
Einstrom in die Zelle steigert (Goodman et al., 1996). Dawson et al. (1991) zeigten,
dass NO eins der Molekdle ist, welches die Neurotoxizitat durch GLU vermittelt. Der
Einstrom von Ca** bewirkt eine Reihe von intrazellularen Ereignissen, so auch die
Formation von NO. Als retrograder Botenstoff kann NO in die prasynaptische Zelle
diffundieren und die Ausschuttung von GLU induzieren. NO besitzt zusatzlich
neurotoxisches Potenzial, wenn es mit O," zu ONOOQO" reagiert. ONOO'™ kann Proteine
in der Atmungskette attackieren und in den Nukleus wandern, wo es die DNA
schadigt. Solche Schadigungen initiieren Prozesse, die dazu fuhren, dass die Zelle
vollstandig zerstort und abgebaut wird (Dawson & Dawson, 2004). Nach Olney
(1994) kann eine NRHypo ebenfalls zum Zelltod fuhren durch eine niedrige, jedoch
chronische, glutamaterge und cholinerge Aktivitat, die durch eine NRHypo ausgeldst
wird. Eine experimentelle NRHypo (die sogenannte Olney Lasion) wird durch die
Blockade von NMDA Rezeptoren, die auf GABAergen (GABA = Gamma-
Aminobuttersaure) Interneuronen lokalisiert sind, herbeigefuhrt. Hierdurch entsteht
ein Verlust Uber die inhibitorische Kontrolle, die eine tonische Aktivierung der NMDA
Rezeptoren normalerweise Uber die Ausschittung von GLU und Acetylcholin (ACh)
ausubt. Der exzitatorische Neurotransmitter ACh kann in hohen Dosen ebenso wie
GLU neurotoxisch wirken (Wenk et al., 1996) und bei Dysfunktionen im
Energiestoffwechsel kdnnen bereits normale Mengen GLU zellschadigend sein
(Simpson & Isacson, 1993; Wenk et al., 1996). Olney et al. (1997) spekuliert, dass
kognitive Symptome im Alter erst mit einer NRHypo auftreten, als Folge einer

NRHyper und des Verlustes inhibitorischer Neurone.

1.1.4 Die cholinerge Hypothese des Gedachtnisverlustes

Die cholinerge Hypothese des Gedachtnisverlustes im Alter entstand aufgrund einer
Vielzahl von Befunden, die zeigten, dass im spaten Alter und bei altersassoziierten
Pathologien, wie der Alzheimerschen Krankheit (AD), ACherge Marker abnehmen.

Sie besagt, dass kognitive Defizite im Alter und bei AD, v.a. Aufmerksamkeitsdefizite
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und Beeintrachtigungen in der Akquisition und Retention neuer Informationen, auf
den Verlust dieser Marker zurtckzufuhren sind (Bartus et al., 1982; Perry et al.,
1999; Sarter & Turchi, 2002). Diese Hypothese konnte soweit bestatigt werden, als
Verluste in AChergen Neuronen und Atrophie des basalen Vorderhirns (BF), einer
cholinergen Ursprungsregion, mit Lern- und Gedachtnisdefiziten in alten Tieren
korrelieren und unspezifische neurotoxische Lasionen des BF in jungen Tieren Lern-
und Gedachtnisdefizite hervorrufen (Ubersicht in Gallagher & Colombo, 1995).
Allerdings fuhrten selektive Lasionen durch Gabe von 192 IgG-Saporin, einem Gift,
das cholinerge Zellen im Nukleus basalis magnocellularis (NBM) und medialen
Septum (MS), Areale des BF, und den Projektionsgebieten Cortex und Hippocampus
eliminiert, nicht zur Abnahme im Lernen und Gedachtnis (Torres et al., 1994; Berger-
Sweeney et al.,, 1994; Baxter et al., 1999; Baxter & Gallagher, 1996). Das MS
sendet neben AChergen auch eine GABAerge Projektion zum Hippocampus (Kohler
et al., 1984), die besonders kritisch flr die Generierung des Theta Rhythmus ist (Lee
et al., 1994). Dieser tritt v.a. dann auf, wenn ein Tier die Umgebung exploriert
(Buzsaki, 2002). Das Explorationsverhalten dient der Informationsaufnahme und —
Speicherung und ist abhangig von Erregung und Aufmerksamkeitsprozessen
(Berlyne, 1966a, b, 1969). Unspezifische Lasionen des BF, die zu Defiziten im
Lernen und Gedachtnis und verwandten Prozessen fuhren, kdnnten demnach auf die
Zerstorung von AChergen und GABAergen Projektionen zuruckzufuhren sein
(Gallagher & Colombo, 1995).

1.1.5 Altersbedingte Abnahmen im Verhalten

Verhaltensstudien zeigen, dass mehrere Funktionsbereiche im Alter abnehmen
kénnen. Minderungen in kognitiven Fahigkeiten betreffen beispielsweise Lern- und
Gedachtnisfunktionen der hippocampalen Formation und des nahe gelegenen
limbischen Cortex (enthorinaler, perirhinaler und parahippocampaler Cortex)
(Ubersicht in Gallagher & Rapp, 1997). Diese Areale reprasentieren und speichern
komplexe raumliche und zeitliche Relationen zwischen Ereignissen und Reizen
sowie deren Anbindung an einen Kontext (Mumby et al., 2002; Broadbent et al.,
2004; Hammond et al., 2004; Winters et al., 2004). Im Gegensatz hierzu involviert
die klassische Konditionierung die Paarung eines anfanglich neutralen Reizes (CS)
mit einem physiologisch relevanten Reiz (US). Der urspringlich neutrale Reiz wird

hierdurch zum konditionierten Reiz und kann Reaktionen (CR) hervorrufen, z.B. eine
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Furchtreaktion, die vor der Paarung nur von dem US ausgeldst wurde. Diese Form
des Lernens impliziert Teile der Amygdala und bleibt im Alter weitgehend erhalten
(Houston et al., 1999; Doyere et al., 2000). Die klassische Konditionierung von
einfachen Reflexen, wie der Augenblinkreaktion, ist hingegen eine Funktion des
Cerebellums. Der Verlust von Zellen in dieser Struktur korreliert im Alter mit einer
verlangsamten Lernrate (Woodruff-Pak & Trojanowski, 1996). Die operante
Konditionierung beschreibt eine Form des Lernens, die Uber Verstarkerprozesse
definiert  wird. Eine positive Konsequenz fur ein Verhalten erhdht die
Wahrscheinlichkeit, dass dieses Verhalten auftritt, wohingegen eine negative
Konsequenz die Auftretenswahrscheinlichkeit verringert. Wird ein Verhalten (R) in
Gegenwart eines neutralen Reizes (S) positiv oder negativ verstarkt bzw. bestraft,
erhoht bzw. verringert die Darbietung dieses Reizes die Auftretenswahrscheinlichkeit
des Verhaltens. Die Akquisition von S-R Assoziationen erfordert ein intaktes
Striatum (McDonald & White, 1993) bzw. nach Murray & Wise (2004) einen intakten
Hippocampus. Im Alter bleibt diese Form des Lernens dem Anschein nach erhalten
(zumindest in Lernsituationen, in welchen bestimmte Verhaltensweisen kontinuierlich
verstarkt werden, d.h., wenn auf jede Reaktion eine Verstarkung folgt) (Campbell &
Haroutunian, 1981; Winocur, 1991; aber siehe Roux et al., 1994). Dagegen nimmt
das Kurzzeitgedachtnis mit dem Alter ab (Dunnett et al., 1988; Winocur, 1991, 1992;
Roux et al., 1994). Ein zentrales Areal, welches Reprasentationen von visuellen
Reizen oder Objekten, bzw. den Positionen dieser Reize und Objekte kurzfristig
speichert und entsprechende Reaktionen, auch operant konditionierte Reaktionen,
plant und initiiert, ist der prafrontale Cortex (PFC). Altersbedingte strukturelle und
funktionelle Veranderungen des PFC konnten mehrfach verzeichnet werden und
gehen mit Defiziten in Kurzzeitgedachtnisaufgaben einher (Cruz et al., 2004; Luebke
et al., 2004; Rossi et al., 2004; Smith et al., 2004).

Im Allgemeinen kann nicht ausgeschlossen werden, dass altersbedingte
Veranderungen im Lernen und Gedachtnis zum Teil auf anderen, fur die Performanz
relevante, Prozessen beruhen. Sarter und Turchi (2002) sind der Meinung, dass
Abnahmen in Aufmerksamkeitsprozessen, d.h. in den Ressourcen, die fir die
Informationsverarbeitung zur Verfigung stehen und/oder in den Moglichkeiten, die
verfugbaren Ressourcen den Anforderungen entsprechend anzubringen, die im Alter
auftretenden Lern- und Gedachtnisdefizite weitgehend erklaren kdénnen. Birren &

Fischer (1995) beobachteten, dass eine reduzierte
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Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit im Alter zu kognitiven Defiziten beitragt.
Zusatzlich konnen emotionale Faktoren, wie affektive Storungen, kognitive
Leistungen beeintrachtigen (Thomas et al., 1998). Sensorische und motorische
Funktionsdefizite, wie Seh- und Gleichgewichtsstérungen, Kraftverlust und
motorische Verlangsamung (Roos et al.,, 1997; Konrad et al., 1999), kénnen die
Performanz ebenfalls beeintrachtigen.

Grundsatzlich ist zu betonen, dass nicht alle der oben aufgefuhrten Funktionsdefizite
zugleich, in einer bestimmten Reihenfolge, in allen Individuen oder jeweils im selben
Ausmald auftreten. Die verschiedenen Systeme innerhalb eines Individuums sowie
auch die Individuen untereinander altern zu unterschiedlichen Raten. Das
chronologische Alter ist daher nur ein unzureichendes Mal} fur das biologische Alter
eines Individuums (Collier und Coleman, 1991). Im folgenden Abschnitt (Punkt 1.2)

wird das Thema der interindividuellen Varianz im Alter genauer behandelt.

1.2 Interindividuelle Differenzen im Alter

Sowohl Rodentien als auch Menschen weisen im Alter interindividuelle Differenzen
auf, die im Vergleich zu jungeren Populationen stark ausgepragt sind (Gage et al.,
1989; Frick et al., 1995). In Lern- und Gedachtnisaufgaben erstreckt sich diese
Varianz von relativ unbeeintrachtigt bis hin zu stark beeintrachtigt im Vergleich zu
jungeren Populationen und man nimmt an, dass unterschiedliche Alterungsraten der
Individuen hierzu beitragen (Baxter und Gallagher, 1996). Hintergrinde der
altersbedingten Varianz sind moglicherweise schon im jlingeren Alter zu finden.
Allerdings sind bisher nur wenige pradiktive Faktoren aufgedeckt worden. In einer
Langsschnittstudie konnten Dellu et al. (1994) zeigen, dass junge, in einer neuen
Umgebung besonders aktive Ratten, die auch eine erhéhte HPA-Achsen Aktivitat
aufzeigten, im Alter Gedachtnisdefizite aufwiesen, von denen eine weniger aktive

Gruppe verschont blieb.

1.2.1 Korrelationsanalysen

Bisweilen war die Altersforschung stark davon gepragt, unabhangig von der Varianz
im Alter, alte Tiere mit jungeren Populationen neurobiologisch zu vergleichen. Wie
unter Punkt 1.1 beschrieben, konnen mit dem Alter jedoch mehrere Funktionen
abnehmen. Neurobiologische Altersunterschiede sind daher unspezifisch in Bezug

auf bestimmte Verhaltensfunktionen. In Anbetracht der Varianz im Verhalten kommt
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hinzu, dass Ab- oder Zunahmen eines neurobiologischen Markers Indizien fir
Funktionsdefizite oder aber kompensatorische Prozesse sein konnen, die dem Erhalt
von Hirn- und Verhaltensfunktionen dienen (Gallagher und Burwell, 1989). Aus
diesen Grunden ging man dazu Uber, Verhaltensmalle zusatzlich zu
neurobiologischen Markern zu erheben und wendete Korrelationsanalysen an, um
Zusammenhange zwischen beiden zu uberprufen. Um den Hintergrund dieser
Entwicklung zu verdeutlichen, sind in Abb. 1 entsprechende Beispiele aufgefuhrt. In
Abb. 1A ist ein neurobiologischer Altersunterschied dargestellt, der zeigt, dass alte
Tiere grollere Mengen eines Markers aufweisen als adulte Tiere. In Abb. 1B zeigt
sich ein Altersunterschied im Verhalten, wobei alte Tiere eine schlechtere
Performanz aufweisen als adulte Tiere. Das Alter hat demnach einen Effekt auf das
Verhalten und den Marker, jedoch kann nicht gefolgert werden, dass der eine Effekt
mit dem anderen verknupft ist. Abb. 1C zeigt, dass trotz der Altersunterschiede kein
Zusammenhang zwischen dem Marker und dem Verhalten existiert, wohingegen
Abb. 1D bedeutsame Korrelationen zwischen beiden darstellt. In beiden
Altersgruppen korreliert eine schlechtere Performanz mit einer groReren Menge des
neurobiologischen Markers im Einklang mit den Gruppenunterschieden, die in Abb.
1A und 1B dargestellt sind. Man kann also hypothetisieren, dass sich grofere
Mengen des Markers negativ auf das Verhalten auswirken und die Zunahme des
Markers im Alter der Abnahme im Verhalten unterliegt. In Abb. 1E ist eine
Korrelation aufgefuhrt, die besagt, dass eine schlechtere Performanz in den adulten
Individuen mit gréReren Mengen des Markers korreliert. In der alteren Population ist
ein ahnlicher Zusammenhang jedoch nicht gegeben und man konnte hieraus folgern,
dass das Alter einen Einfluss auf den Zusammenhang genommen hat. Der
Hintergrund hierflr kdnnte in der Heterogenitat der alten Population liegen; dritte
Variablen, wie unentdeckte pathologische Prozesse, die sich in einem Teil der
Individuen auf das Verhalten und/oder das neurobiologische Substrat auswirken,
konnten einen Zusammenhang aufheben. Korrelationen konnen jedoch auch
artifiziell geschmalert oder verzerrt werden, wenn Varianzen nicht adaquat dargestellt
werden. Z.B. sollte sichergestellt werden, dass Messfehler im Vergleich zur echten
Varianz gering ausfallen und das Niveau des Verhaltenstests weder zu hoch noch zu
niedrig ist, so dass Flur- und Deckeneffekte vermieden werden (Baxter und
Gallagher, 1996). In Abb. 1F ist ein Beispiel aufgefluhrt, in welchem sich eine

Korrelation zwischen einem Verhaltensmal und einem neurobiologischen Marker
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Abb. 1. Zusammenhéange zwischen einem Verhaltensmal’ und einem neurobiologischen Marker. (A,
B) Ein Vergleich der beiden Altersgruppen zeigt, dass alte, im Vergleich zu adulten Individuen,
grélRere Mengen eines neurobiologischen Markers und eine schlechtere Performanz aufweisen. (C-
F) Korrelationen sind anhand von Regressionslinien (durchgezogen = adult; gestrichelt = alt)
dargestellt. (C) Der neurobiologische Marker und das Verhaltensmal korrelieren nicht miteinander.
(D) In beiden Altersgruppen gehen grolRere Mengen (+) des Markers mit einer schlechteren
Performanz (-) einher. (E) In der jingeren Population korrelieren gréRere Mengen (+) des Markers
mit einer schlechteren Performanz (-), wohingegen kein eindeutiger Zusammenhang in der alten
Population zu erkennen ist. (F) In der jingeren Population ist kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen dem neurobiologischen Marker und dem Verhaltensmal® zu erkennen, wohingegen

grélRere Mengen (+) des Markers mit einer schlechteren Performanz (-) in alten Tieren korreliert.
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erst mit dem Alter ergibt. Z.B. ware es vorstellbar, dass Individuen in Bezug auf
bestimmte Zusammenhange mit dem Alter homogener werden und sich auf diese
Weise ein Zusammenhang im Alter herauskristallisiert, der im jungeren Alter durch
Einfliusse dritter Variablen auf den Zusammenhang verborgen bleibt. Ebenso ware
es moglich, dass im jungeren Alter ein kurvenlinearer anstelle eines linearen
Zusammenhangs existiert. Z.B. konnten grolRere Mengen eines Markers bis zu
einem gewissen Punkt zu einer besseren Performanz beitragen, hiernach jedoch
schadlich werden und die Performanz beeintrachtigen. Es ware auch maoglich, dass
kleinere Variationen im Ausmal eines Markers, der einer bestimmten Funktion
unterliegt, keine Konsequenzen fir ein Verhalten haben, dass jedoch
Verhaltensdefizite proportional zu Zunahmen des Markers auftreten, wenn ein
gewisses Limit Uberstiegen wird.

Die Mehrzahl an Studien, die Korrelationsanalysen durchgefihrt haben, nutzte die
Verhaltensvarianz im Relationslernen im Wasserlabyrinth (siehe Punkt 1.3), um
Zusammenhange zwischen dem Erhalt und den Abnahmen im Lernen und den
Auspragungen neurobiologischer Marker in alten Ratten zu untersuchen (Tabelle 1),
obwohl alte Tiere, im Vergleich zu Adulten, auch in anderen Verhalten eine
betrachtliche Varianz aufzeigen, z.B. in der Offenfeldlokomotion und -exploration und
motorischen Koordination (Gage et al., 1989). Das Relationslernen im
Wasserlabyrinth wird in einer Aufgabe gemessen, in welcher die Position einer im
Wasser verborgenen Plattform anhand von Hinweisreizen im Umfeld erlernt wird
(Morris, 1984). Tabelle 1 fuhrt Studien auf, die Korrelationen entweder nur fur alte
Ratten berechnet haben (Fischer et al., 1989; Miettinen et al., 1993; Smith et al.,
1995; Gill und Gallagher, 1998; Stemmelin et al., 2000) oder fur adulte und alte
separat (Barnes, 1979; Deupree et al., 1991; Nicolle et al., 1996; Bizon et al., 2001).
In der letzten Gruppe fanden nur Barnes (1979) und Nicolle et al. (1996) bedeutsame
Korrelationen fur beide Altersgruppen, jedoch nur fir einzelne Variablen. Die
Ergebnisse, die sich aufgrund von Korrelationen mit alten Tieren ergaben, deuteten
zumeist daraufhin, dass ein relativ beeintrachtigtes Verhalten mit einem geringeren
Mald eines bestimmten Markers korrelierte, beispielsweise LTP, ein Mal} fir
neuronale Plastizitat, von welchem angenommen wird, dass es Aufmerksamkeits-,
Lern- und Gedéachtnisprozessen unterliegt (siehe Punkt 3.1). Ahnliche Korrelationen

fand man mit der Anzahl an GABAergen (Parvalbumin-positiven) Neuronen, an
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Tabelle 1. Korrelationen zwischen interindividuellen Differenzen im Funktionsstatus und neurobiologischen Markern in alten Ratten

Autoren

Barnes, 1979

Fischer et al., 1989

Deupree et al., 1991

Miettinen et al., 1993

Smith et al., 1995

Long-Evans

Sprague-Dawley

F344

Wistar

Long-Evans

28-34

22-24

24-26

26

24-25

Verhaltenstest

Barnes’ maze

MWM

MWM

MWM;

Inhibitorischer
Vermeidungs-
lerntest

MWM

Variablen

Fehler,
gelaufene Distanz
(Akquisition)

Zeit zur Plattform
(Akquisition),
Uberschwimmen
der vorherigen
Plattformposition

(,Probe Trial“)

Platzpraferenz
(,Probe Trial®)

Zeit u. Distanz
zur Plattform
(Akquisition),
Platzpraferenz
(,Probe Trial“)

Eintrittslatenz sofort
u. 6 Tage nach
Fuschock

Platzpraferenz

22

Marker

LTE

Zellgrofe u.
Anzahl

AChE
positiver
Zellen,

ChAT Protein

STP, LTP

Zelldichte
Parvalbumin,
Somatostatin
positiver
Zellen

[PHJHC-3,

Areale

HIPP

MS, DB,
Striatum,
NBM

HIPP

MS, LS, DB,
HIPP, EC,
SSC, MC

HIPP, Septum,

Ergebnisse

- RLTE HIPP u.
Fehler;
- RLTE HIPP u.

Distanz

+ Rarsne ms u.
Uberschwimmen;
- Ranzani ms,
Striatum u. Zeit
zur Plattform;

+ Ranzahi ms,
Striatum, VDB u.

Uberschwimmen

+ RL1p HiPP
Persistenz u.

Platzpraferenz

- RParvalbumin
EC u. Distanz zur

Plattform;

+ RParvaIbumin
ECu.
Eintrittslatenz

6 Tage nach
FuRschock

- RezHippu.



Nicolle et al., 1996

Gill & Gallagher, 1998

Stemmelin et al., 2000

Long-Evans

Long-Evans

Long-Evans

24-25

23-25

26

MWM

MWM

MWM

(,Probe Trial®)

Suchfehler
(,Probe Trial“)

Suchfehler
(,Probe Trial®)

Zeit u. Distanz
zur Plattform
(Akquisition),
Platzpraferenz,
Uberschwimmen
der vorherigen
Plattformposition
(,Probe Trial®)

23

[°H]Nic, DB, FC, EC,

PHIPZ, AMYG, TH,
[’H]AF-DX BG, CC
384, [PHINMS

PHIAMPA, HIPP, LS,
[’H]Kainat, Striatum
[PHINMDA,

[PHIDAGO

[’H]AF-DX MS/DB,
384 LDT, PPT
Anzahl ChAT MS, DB, NBM,
u. p75NR Striatum;
positiver

Zellen;

ACh, DA, NE, FPC, EC,
5-HT, HVA, OC, HIPP,
DOPAC, Striatum
5-HIAA,

HVA/DA,

DOPAC/DA,

5-HIAA/5-HT

Platzpréferenz;
+ Ryc3Hipp

u. Platzpraferenz

*+ Rainat HIPP
u. Suchfehler;

+ Rumpa
Striatum u.
Suchfehler;

- Rarox ms/
DB u.
Suchfehler

- Renat newm,
Sttriatum u. Zeit,
Distanz zur
Plattform;

+ Renat nw,
Striatum u.
Uberschwimmen;
+ Renat
Striatum u.
Platzpréaferenz;

= Rp75 MS u.
Zeit, Distanz zur
Plattform;

+ Rp7s nBM .
Uberschwimmen;
+ Rach,
5-HIAA, 5-HIAA/
5-HT Striatum u.
Verhalten im
,Probe Trial*;

+ R,
5-HIAA, NE
HIPP u. Verhalten

im ,Probe Trial";



+ Rs.Hiaa,
5-HIAA/5-HT,
HVA/DA FPC u.
Verhalten im
4Probe Trial" ;

+ Rporac/pa
OC u. Verhalten
im ,Probe Trial" ;
- R5-HT
Striatum u.
Akquisition;

= RDOPAC/DA
HIPP u.
Akquisition;

- RNE FPC u.
Akquisition

Bizon et al., 2001 Long-Evans 27-28 MWM Suchfehler MR, GR HIPP, PFC, -RuR, GR HIPP
(“Probe Trial”) MRNA; OF, LS u. Suchfehler:
+ Rer Prc, oF

u. Suchfehler

Zelldichte HIPP

ACh = Acetylcholin; AChE = Acetylcholinesterase (Abbau Enzym fir ACh); [PHJAF-DX 384 = Marker fiir muskarinerge M, Rezeptoren; PHJAMPA = [*H]o-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate (|onotroper GLU Rezeptor); AMYG = Amygdala BG = Basalganglien; CC = Corpus Callosum; ChAT =
Cholin Acetyltransferase (Synthese Enzym fiir ACh); [’HIDAGO = (p-ala®,N-methyl-phe®,glycol®)(tyrosol*°)enkephalin (Marker fiir u-Opiat Rezeptoren); DA =
Dopamin; DB = vertikale Extremitat des diagonalen Bands von Broca DOPAC = 3,4-dihydroxyphenylessigsaure; EC = enthorinaler Cortex; FPC =
frontoparietaler Cortex; GR = Glucocorticoid Rezeptor; [ HJHC3 = [ H]hemicholinium-3 (Marker fir prasynaptlsche Bindungsstellen mit hoher Affinitat fur
Cholln) 5-HIAA = 5-hydroxyindolessigsaure; HIPP = Hippocampus; 5-HT = Serotonin; HVA = Homovanillinsaure; [H]Kamat— ionotroper GLU Rezeptor; LDT

= laterodorsaler tegmentaler Nukleus; LS = laterales Septum; LTE = Langzeitverstarkung, -potenzierung (Marker fir neuronale Plastizitat); LTP =
Langzeltpoten2|erung (Marker fir neuronale Plastizitat); MC = motorischer Cortex; MS = medlales Septum MR = Mineralocorticoid Rezeptor; MWM =
Wasserlabyrlnth nach Morris; NBM = Nukleus Basalis Magnocellularis; NE Noreplneghrln [ H]Nic = [ H]Nikotin (Marker fir nikotinerge Bindungsstellen);
[H]NMDA = [H]N methyl-D-aspartat (ionotroper GLU Rezeptor); [H]NMS = ['H]N-methylscopolamin (Marker fir unspezifische muskarinerge
Bindungsstellen); OC = occipitaler Cortex; OF = olfaktorischer Cortex; Parvalbumin = Marker fur GABAerge Neurone PFC = préafrontaler Cortex; p75NTR
Neurotrophin Rezeptor mit niedriger Affinitat; PPT = pedunculopontine tegmentaler Nukleus; [H]PZ [H]Plrenzepln (Marker fir muskarinerge M,
Rezeptoren); +R = positiver Korrelationskoeffizient; -R = negativer Korrelationskoeffizient; Somatostatin = Marker fir GABAerge Neurone; SSC =
somatosensorischer Cortex; STP = Kurzzeitpotenzierung (Marker fir neuronale Plastizitat); TH = Thalamus.
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Bindungsstellen an cholinergen Rezeptoren sowie mit den Konzentrationen von
Monoaminen. Eine Ausnahme war die Studie von Nicolle et al. (1996), in welcher ein
geringeres Mall an GLU Bindungsstellen mit einer besseren Performanz im

Wasserlabyrinth korrelierte.

1.2.2 Subgruppenvergleiche

Ein anderer Ansatz, der mehrfach dazu genutzt wurde, die Verhaltensvarianz in alten
Tieren, zumeist im Relationslernen im Wasserlabyrinth, in einen Bezug zu
neurobiologischen Markern zu setzen, basiert auf der Einteilung alter Tiere in
bessere, relativ unbeeintrachtigte und schlechtere, relativ defiziente Lerner, die dann
neurobiologisch miteinander verglichen werden (siehe Tabelle 2). In einer Studie
wurden die besseren und schlechteren Wasserlabyrinthlerner so ausgewahlt, dass
sie eine breite Spanne an defizienten Verhaltensleistungen reprasentierten (Fischer
et al.,, 1989), wohingegen in einer anderen Arbeit die beiden Extreme einer
Stichprobe selektiert wurden (Hasenodhrl et al.,, 1997). Stemmelin et al. (2000)
wendete eine Clusteranalyse an, um die Subgruppen zu bestimmen. In anderen
Studien stand der unmittelbare Vergleich zur mittleren Performanz der adulten Tiere
im Vordergrund. Alte, relativ beeintrachtigte Lerner wurden als solche klassifiziert,
wenn die Lernleistungen den adulten Mittelwert um mehr als zwei
Standardabweichungen (SD) Uberstiegen und als unbeeintrachtigt, wenn die
Performanz nicht mehr als 0.5 oder 1 SD Uber dem adulten Mittelwert lag. 28-55%
bzw. 15-20% der Tiere fielen in diese Kategorien (Issa et al., 1990; Fischer et al.,
1991; Aubert et al.,, 1995; Law et al., 2000). Die Verschiedenartigkeit dieser
Auswahlkriterien macht deutlich, dass kein Konsens besteht, wie Tiere am besten
einzuteilen sind. Ahnlich verhalt es sich mit den Ansichten darlber, wie das Lernen
am besten zu messen ist. Eine gangige Variable, von der man ausgeht, dass sie die
allgemeine Lernfahigkeit im Wasserlabyrinth beschreibt, ist die geschwommene Zeit
oder die Distanz zur verborgenen Plattform (siehe auch Punkt 1.3). Um hiernach
den Funktionsstatus zu bestimmen, fihrten die in Tabelle 2 zitierten Studien drei
(Issa et al., 1990) bis acht (Hasenohrl et al., 1997) Trainingstage und drei (Aubert et
al., 1995; Law et al., 2000) bis acht (Fischer et al., 1989, 1991), maximal 60 (Fischer
et al., 1989, 1991) bis 120 (Issa et al., 1990; Hasendhrl et al., 1997) Sekunden lange
Durchgange pro Tag durch und betrachteten fir die Auswahl der Tiere die letzten

zwei von funf Trainingtagen (Fischer et al., 1989, 1991), die letzten vier von flnf
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Tabelle 2. Vergleiche von Subgruppen von alten Ratten mit unterschiedlichem Funktionsstatus auf neurobiologische Marker

Autoren

Verhaltenstest

Einteilungskriterium

Marker

Areale

Ergebnisse

Fischer et al., 1989

Gallagher et al., 1990

Issa et al., 1990

Fischer et al., 1991

Aubert et al., 1995

Sprague-Dawley 22-24

Long-Evans 28-29

Long-Evans 23-27

Sprague-Dawley 24

Long-Evans 24-25

MWM

MWM

MWM

MWM

Zeit zur Plattform
(Akquisition) u.
Uberschwimmen
der vorherigen
Plattformposition
(,Probe Trial“)

Platzpraferenz u.
Uberschwimmen
der vorherigen
Plattformposition
(,Probe Trial®)

Zeit zur Plattform
(Akquisition)

Zeit zur Plattform
(Akquisition)

Zeit zur Plattform
(Akquistion)

26

Zellgroe

u. Anzahl
AChE
positiver
Zellen,

ChAT Protein

ChAT Protein,
DA, NE, 5-HT,
HVA, DOPAC,
5-HIAA;
Muskarinerge
Bindungen

Zelldichte;

CORT, ACTH,;

MR, GR
Bindungen

ACh (extrazell.);
Zellgrofe u.
Anzahl NGFr
positiver Zellen

ChAT Protein,
[PHJHC-3,

MS, DB,
Striatum,
NBM

FC, Striatum,
BF, HY, HIPP,
PC;

HIPP

HIPP;

Blut;

HIPP,
HY,
Hypophyse

HIPP;
MS, DB

Cortex,
HIPP,

GroReys:
B>S;
Anzahl
Striatum, NBM-

B>S

ChATBFY FC -
B>S

Dichteypp:
B>S;
CORT,
ACTHbasaI:
B<S;
CORT ot
stress- B< S;
GRypp:
B>S

Anzahlygr,
ms,o8: B > S

[*H]AF-DX
384 Cortex,



Hasenohrl et al., 1997

Law et al., 2000

Stemmelin et al., 2000

Bizon et al., 2001

Wistar

Long-Evans

Long-Evans

Long-Evans

27

24-26

26

27-28

MWM

MWM

MWM

MWM

Zeit zur Plattform
(Akquisition),
Uberschwimmen
der vorherigen
Plattformposition

(,Probe Trial“)

Zeit zur Plattform
(Akquisition)

Distanz zur Plattform

(Akquisition)

Suchfehler
(,Probe Trial“)

[*HIPZ,
[’H]AF-DX 384,
[’H]Cystisin,

NGF mRNA;
TrkA mRNA;
p75"F mRNA

nNOS, HO-2
mRNA

Anzahl ChAT u.
p75"R positiver
Zellen;

ACh, DA, NE,
5-HT, HVA,

Septum,
Striatum

HIPP;
BF, Striatum;
BF

HIPP, Cortex

MS, DB, NBM,
Striatum;

FPC, EC,
OC, HIPP,

DOPAC, 5-HIAA, Striatum

HVA/DA, DOPAC/
DA, 5-HIAA/5-HT

CORT;

MR, GR
MRNA;
Zelldichte

Blut;

HIPP, PFC,
OF, LS;
HIPP

HIPP-

B<S

p75NTR -
B>S

NNOSHpp,
Cortex-
B<S;
HO-24pp:
B<S

ChATwswm,
Striatum-
B>S;
p7Sus:
B>S;
DOPAC/DA

FPC-

B>S

CORTpost-
stress-
B<S;
GROF:
B>S;

ACh = Acetylcholin; AChE = Acetylcholinesterase (Abbau Enzym fiir ACh); ACTH = adrenocorticotrophes Hormon; [°HJAF-DX 384 = Marker fiir muskarinerge
M. Rezeptoren; B = Subgruppe der besseren alten Lerner; BF = basales Vorderhirn; ChAT = Cholin Acetyltransferase (Synthese Enzym fir ACh); CORT =
Corticosteron; [3H]Cystisin = Marker fur nikotinerge Bindungsstellen; DA = Dopamin; DB = vertikale Extremitat des diagonalen Bands von Broca; DOPAC =
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3,4-dihydroxyphenylessigsaure; EC = enthorinaler Cortex; FC = frontaler Cortex; FPC = frontoparietaler Cortex; GR = Glucocorticoid Rezeptor; [3H]HC3 =
[’H]hemicholinium-3 (Marker fiir prasynaptische Bindungsstellen mit hoher Affinitat fiir Cholin); 5-HIAA = 5-hydroxyindolessigsaure; HIPP = Hippocampus;
HO-2 = Haem Oxygenase 2 (kann die Produktion von Antioxidantien initiieren); 5-HT = Serotonin; HVA = Homovanillinsdure; HY = Hypothalamus; LS =
laterales Septum; MS = mediales Septum; MR = Mineralocorticoid Rezeptor; MWM = Wasserlabyrinth nach Morris; NBM = Nukleus Basalis Magnocellularis;
NE = Norepinephrin; NGF = Nervenwachstumsfaktor; NGFr = Nervenwachstumsfaktor Rezeptor; nNOS = neuronale Stickoxid Synthase (synthetisiert NO);
OoC = occig)italer Cortex; OF = olfaktorischer Cortex; PC = parietaler Cortex; PFC = prafrontaler Cortex; p75NTR = Neurotrophin Rezeptor mit niedriger Affinitat;

[3H]PZ = ["H]Pirenzepin (Marker flr muskarinerge M, Rezeptoren); S = Subgruppe der schlechteren alten Lerner; TrkA = Nervenwachstumsfaktor Rezeptor
mit hoher Affinitat.
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Trainingstagen (Aubert et al., 1995; Law et al.,, 2000) oder auch die gesamten
Trainingstage (Issa et al., 1990; Hasenohrl et al., 1997). Hierbei wurde nicht geklart,
ob das Gefélle einer Lernkurve (die Lernrate), der allgemeine Lernlevel oder die
asymptotische Performanz in den letzten Trainingstagen den Funktionsstatus eines
Tieres am besten beschreibt. Es wird spekuliert, dass das raumliche Relationslernen
anfanglich von nicht-raumlichen Faktoren, z.B. von Neuheit, beeinflusst wird.
Ebenso muss ein Tier erst lernen, eine natirliche Tendenz, an der Wand des
Labyrinths entlang zu schwimmen, zu unterdricken und in das Innere des Labyrinths
zu schwimmen, in dem die Plattform verborgen liegt (Cain, 1998). Allerdings wurde
bislang nicht geklart, wie viele Trainingsdurchgange oder —tage ein altes Tier
bendtigt, bis es die nicht-raumlichen Lernprozesse uberwunden hat und das
raumliche Lernen beginnt. Zudem liegt es nahe, zu vermuten, dass alte, stark
beeintrachtigte Tiere eine Plattformposition nicht mehr akquirieren. Es muss hierbei
angemerkt werden, dass diese Diskussion nicht nur fur Studien relevant ist, die eine
Einteilung von besseren und schlechteren Lernern vornehmen, sondern auch fur
solche, die Korrelationsanalysen durchfuhren, da im letzteren Fall die Varianz im
Lernen ebenfalls fur statistische Analysen genutzt wird.

Trotz aller methodischen Verschiedenheiten erzielten die in Tabelle 2 zitierten
Studien interessante Resultate. Ahnlich wie in Tabelle 1 korrelierte ein relativ
beeintrachtigtes Verhalten zumeist mit einem geringeren Mal} eines bestimmten
Markers, mit Ausnahme von CORT, nNOS und HO-2, Marker, die fur eine erhdhte
Stress-Aktivitat (Issa et al., 1990; Bizon et al., 2001) bzw. Bildung von ROS (Law et
al., 2000) stehen. Obwohl Vergleiche zwischen alten, relativ unbeeintrachtigten und
adulten Tieren in Tabelle 2 nicht erwéhnt werden, wird in der Uberzahl der Studien
deutlich, dass Unterschiede zwischen diesen Gruppen im Ausmall bestimmter
neurobiologischer Marker existieren, auch wenn Unterschiede im Relationslernen
nicht vorhanden waren (Fischer et al., 1989; Gallagher et al., 1990; Issa et al., 1990;
Fischer et al., 1991; Aubert et al., 1995; Law et al., 2000; Stemmelin et al., 2000).
Mdglicherweise deuten solche Unterschiede auf kompensatorische Mallhahmen hin,
die dem Schutz von Verhaltensfunktionen dienen oder auf die funktionale Relevanz

der Marker fur Verhaltensweisen, die nicht gemessen wurden.

1.3 Das Wasserlabyrinth
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In den frihen 80er Jahren wurde von Morris ein Test entwickelt, der es erlauben
sollte, das Navigationslernen in Ratten zu untersuchen (z.B. Morris, 1984). Zu
diesem Zweck wird ein grof3es (ca. 150 cm im Durchmesser), rundférmiges Labyrinth
benutzt, welches mit kaltem Wasser (zwischen 20 - 26 °C) gefillt wird und eine
kleine Plattform (ca. 12 cm im Durchmesser) unter der Wasseroberflache verbirgt. In
der Umgebung des Labyrinths sind deutliche, visuelle Hinweisreize angebracht, die
eine raumliche Konfiguration ergeben, in welche die Plattform eingebettet ist. Es
wird angenommen, dass Tiere diese Reize zur raumlichen Orientierung nutzen, um
die Plattform aufzufinden, denn gesunde Tiere, die im Pool platziert werden, lernen
im Laufe mehrerer Trainingsdurchgange in immer kirzerer Zeit auf direktem Wege
von jeder beliebigen Startposition aus zur verborgenen Plattform zu schwimmen und
diese zu erklimmen. Das raumliche Wasserlabyrinth wurde schon oft erfolgreich
eingesetzt, um neurobiologische Substrate aufzudecken, die dem Navigationslernen
unterliegen sowie um Drogen zu testen, die jenes beeinflussen kénnen. Darlber
hinaus wurde es auch fur die Validierung von Tiermodellen fur neurodegenerative

Erkrankungen oder das normale Altern genutzt.

1.3.1 Versuchsaufbau

In den Studien variiert der Durchmesser des Wasserlabyrinths zwischen ca. einem
bis zu Uber zwei Metern und wird u.a. von der GroRRe des Versuchstieres abhangig
gemacht (z.B. ist die Apparatur kleiner in Maus- als in Rattenstudien).
Untersuchungen zu den Effekten der LabyrinthgroRe auf das Verhalten von
Rodentien sind nicht vorhanden. Man koénnte jedoch erwarten, dass sich das
zufallsbedingte Auftreffen auf die Plattform in kleineren Schwimmbecken erhoht.

Die Farbe eines Wasserlabyrinths spielt bei Versuchen insofern eine Rolle, als dass
eine Plattform unter der Wasseroberflache verborgen und flr das Tier unsichtbar
gemacht werden muss. Dieses wird z.B. erreicht, indem das Labyrinth und die
Plattform schwarz gefarbt werden. Je nach Farbe des Versuchtieres kann das
Labyrinth jedoch auch weil3 gestrichen und das Wasser mit Milchpulver oder weil3er
Farbe gefarbt werden, so dass sich ein schwarzes Tier auf der Wasseroberflache
abbilden lasst.

Die Wassertemperatur betragt in den meisten Studien zwischen 20 und 26 °C.
Obwonhl die Hypothermie das Lernen beeinflussen kann (Panakhova et al., 1984;
Rauch et al., 1989) fanden Lindner und Gribkoff (1991) keinen eindeutigen

30



Einleitung

Zusammenhang zwischen der Korpertemperatur in alten Ratten nach einem
Schwimmdurchgang, die im Durchschnitt niedriger war als in jungeren Tieren, und
der Lernfahigkeit im Wasserlabyrinth.

Man geht davon aus, dass eine effektive Performanz der Tiere, auf direktem Weg
von jeder Startposition aus zu der im Wasser verborgenen Plattform zu schwimmen,
davon abhangig ist, dass visuelle Reize, die sich auRerhalb des Labyrinths befinden,
zur raumlichen Orientierung benutzt werden. Fur diese Hypothese spricht, dass
Hinweisreize innerhalb des Labyrinths, die das Tier zur Plattform leiten konnten, nicht
vorhanden sind; Duftmarken werden durch das Wasser und Wasserbewegungen
maskiert (siehe aber auch Means et al., 1992). Die Plattform selbst liegt unsichtbar
unter der Wasseroberflache verborgen. Die Wand des Labyrinths kann zwar einen
Reiz darstellen, von wo aus das Tier in einem bestimmten Schwimmwinkel oder
durch Kreisen in einer bestimmten Distanz zur Wand letztendlich zur Plattform
gelangen kann, jedoch wird die Performanz weniger effektiv. Morris (1984) konnte
zeigen, dass eine totale Verdeckung der visuellen Hinweisreize durch einen Vorhang
die Performanz deutlich beeintrachtigte. Dennoch koénnten auch nicht-visuelle
Hinweisreize, z.B. Gerausche von Ventilatoren oder Geriche von Ausstattung und
Versuchsleitern, der raumlichen Orientierung dienen. Sutherland und Dyck (1984)
untersuchten den Einfluss nicht-visueller Hinweisreize auf das Lernen im
Wasserlabyrinth und fanden z.B. heraus, dass Ratten, die kurz nach der Geburt
erblindeten, zwar mehr Zeit als Kontrolltiere bendtigten, um auf die verborgene
Plattform zu entkommen, jedoch dennoch eine Lernkurve und eine Platzpraferenz fur
den vorherigen Plattformquadranten in einem ,Probe Trial“ aufwiesen, also von nicht-
visuellen Hinweisreizen Gebrauch machen mussten. Bei der Anwesenheit von
mindestens zwei distalen auditorischen Signalen konnten blinde sowie Kontrolltiere
eine Platzpraferenz erlernen, auch wenn keine visuellen Reize vorhanden waren. In
Abwesenheit von auditorischen und visuellen Hinweisreizen verbesserten sich die
Tiere zwar in den Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform, wiesen jedoch keine

Platzpraferenz auf.

1.3.2 Versuchsablaufe
Die Testversion mit verborgener Plattform (,Hidden Platform Task®) beinhaltet, dass
die Plattform unsichtbar, d.h., unter der Wasseroberflache verborgen ist und der Ort

der Plattform Uber die Versuchsdurchgange (z.B. 2-4 Durchgange pro Tag und fur 5-
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9 Tage) konstant bleibt. Im Pool platziert hat ein Tier je nach Studie zwischen 60
und 120 Sek. Zeit, um die Plattform aufzufinden. Wenn das Tier die Plattform in
diesem Zeitraum nicht auffindet, wird es vom Versuchsleiter zur Plattform geleitet.
Nach Erreichen der Plattform verweilt das Tier fur eine kurze Zeit auf der Plattform
(z.B. 30 oder 60 Sek.). Es wird angenommen, dass sich die Tiere auf der Plattform
orientieren, welches dann zum Erlernen der Plattformposition beitragt (Sutherland
und Dyck, 1984). Zwischen den Durchgangen (z.B. 1 Min. ITl) werden die Tiere in
einem Haltekafig aufbewahrt. Uber die Trainingsdurchgange hinweg verkirzt sich
die geschwommene Zeit bzw. Distanz zur Plattform.

Beim Umkehrlernen wird die verborgene Plattform nach  mehreren
Schwimmdurchgangen an einen neuen Ort verschoben. Eine Konsequenz dieser
Prozedur ist vermehrtes Schwimmen im vorherigen Plattformquadranten, bis das
Umlernen stattgefunden hat. Das Umlernen geht zumeist sehr schnell und es wird
davon ausgegangen, dass dieses darauf zurlck zuflhren ist, dass nicht die
raumliche Konfiguration neu gelernt werden muss, sondern nur die neue
Plattformposition. Sutherland et al. (1984) bemerkte, dass die Verschiebung der
Plattform erneutes Explorationsverhalten (Aufrichtungen) auf der Plattform ausldst.
Im so genannten ,Probe Trial® wird die Plattform nach mehreren
Trainingsdurchgangen mit  verborgener Plattform entfernt und ein
Schwimmdurchgang von 1-2 Min. durchgefuhrt, um die Platzpraferenz fir den
vorherigen Plattformquadranten zu messen. In gesunden Tieren kann eine deutliche
Platzpraferenz fir den vorherigen Plattformquadranten noch bis zu drei Monaten
nach dem letzten Trainingsdurchgang nachgewiesen werden (Sutherland und Dyck,
1984). Morris (1984) fuhrte eine Untersuchung zu den Auswirkungen mehrerer
,Probe Trials* auf die Anzahl an ,Annulus Crossings‘ (Uberschwimmen der
vorherigen Plattformposition) durch. In dieser Studie wurden drei Gruppen von
Tieren verglichen, die entweder drei ,Probe Trials“ (4Std., 48 Std. und 336 Std. nach
dem letzten Durchgang mit verborgener Plattform), zwei ,Probe Trials“ (48 Std. und
336 Std. nach dem letzten Trainingsdurchgang) oder nur einen (336 Std. nach dem
letzten Trainingsdurchgang) durchliefen.  Obwohl in der ersten Gruppe eine
Abnahme in der Platzpraferenz Uber die Durchgange hinweg zu erkennen war,
wiesen die letzten beiden Gruppen eine geringere Platzpraferenz auf. Morris

interpretiert diese Ergebnisse dahingehend, dass das ,Vergessen® Uber lange
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Zeitintervalle starkere Effekte auf die Platzpraferenz auslibt als der
Extinktionsprozess, der durch den Entzug der Plattform induziert wird.

Die Testversion mit sichtbarer Plattformposition wurde entwickelt, um zwischen
raumlichen Lerndefiziten und Defiziten, die der allgemeinen Performanz zugeordnet
werden, zu unterscheiden. Motivationale oder sensorisch-motorische Defizite (z.B.
Sehvermogen, Schwimmfahigkeit oder motorische Koordination) konnten das
Erlernen einer verborgenen Plattformposition beeintrachtigen und falschlicherweise
als raumliches Lerndefizit interpretiert werden. Morris (1984) entwickelte daher eine
Testversion, bei der die ursprunglich verborgene Plattform aus dem Wasser ragt und
hiermit sichtbar gemacht wird (,Cued Platform Task®). Alternativ wird die verborgene
Plattform mit einem Hinweisreiz versehen. Wenn ein raumliches Lerndefizit
beobachtet wird, jedoch kein Defizit im ,Cued Platform Task®, wird davon
ausgegangen, dass das Defizit im ,Hidden Platform Task® tatsachlich raumlicher
Natur ist. Wenn jedoch Defizite in beiden Testversionen auftreten, wird im
allgemeinen davon ausgegangen, dass sensorisch-motorische oder andere nicht-
raumliche Lern- oder Performanzdefizite die Performanz im ,Hidden Platform Task"
beeintrachtigt haben. Lindner et al. (1997) fanden jedoch heraus, dass blinde Ratten
Kontrolltieren in der Version mit sichtbarer Plattformposition zwar unterlegen waren,
jedoch qualitativ keine profunden Defizite aufwiesen. In anderen Studien konnte
gezeigt werden, dass Ratten und Mause raumliche Informationen zur Bewaltigung
dieser Aufgabe hinzuziehen (Rapp et al., 1987; Hauben et al., 1999), welches
bedeuten konnte, dass Tiere mit raumlichen Defiziten im Test mit sichtbarer
Plattformposition benachteiligt sind und ein Vergleich mit Kontrolltieren zu

Fehlinterpretationen fuhren kdnnte.

1.3.3 Messvariablen

Die gangigsten Variablen zur Messung des raumlichen Lernverhaltens sind die
Schwimmzeiten und —distanzen, die bendtigt werden, um die verborgene Plattform
zu erreichen. In der Testversion mit sichtbarer Plattformposition werden dieselben
Variablen erhoben. Der Schwimmwinkel (,Heading Angle®) ist hingegen ein Mal3,
das die Genauigkeit des gelernten Verhaltens misst. Um den Schwimmwinkel zu
erfassen, wird eine Tangente zwischen der Start- und der Plattformposition gezogen
sowie eine Linie zwischen der Position des Tieres (nach ca. 25 cm geschwommener
Distanz nach dem Start) und der Plattform (Sutherland und Dyck, 1984). Der hieraus
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resultierende Winkel zeigt an, inwieweit der Schwimmpfad des Tieres von einem
direkten Weg zur Plattform abweicht. Das raumliche Lernvermogen kann ebenfalls
anhand von Aufenthaltszeiten oder geschwommenen Distanzen, die im
Plattformquadranten verbracht werden, gemessen werden (Sutherland und Linggard,
1982; Hoh et al., 2003).

In den so genannten ,Probe Trials®, die ohne Plattform durchgefuhrt werden, werden
ublicherweise die Aufenthaltsdauer und die geschwommenen Distanzen gemessen,
die ein Tier im dem Quadranten verbringt, in welchem zuvor, d.h. wahrend der
Akquisition, die Plattform verborgen war, und mit dem Aufenthalt in den restlichen
Quadranten verglichen. Tiere, die die Plattformposition wahrend der Akquisition
sicher erlernt haben, verbringen im ,Probe Trial® ca. 50-60 % der geschwommenen
Zeit (1-2 Min) im vorherigen Plattformquadranten. Die Arbeitsgruppe von M.
Gallagher entwickelte ein eigenes Retentionsmal} basierend auf mehreren ,Probe
Trials®, die zwischen den Durchgangen mit verborgener Plattform stattfinden, den so
genannten Lernindex. Hierfur wird die Distanz zur Plattformposition 10mal pro
Sekunde berechnet und Uber jeweils 30 Sekunden gemittelt. Je groRer die
Entfernung zur Plattformposition, umso fehlerhafter ist das Schwimm- bzw.
Suchverhalten. ,Annulus Crossings“ bzw. die Anzahl der Ubertritte Uber die

vorherige Plattformposition indiziert wie exakt die Plattformposition erlernt wurde.

1.3.4 Schwimmstrategien

Im Allgemeinen werden drei verschiedene Suchstrategien unterschieden (z.B.
Sutherland und Dyck, 1984), die Ratten entsprechend der Testsituation anwenden,
um ein Ziel zu erreichen. Bei der ,Praxis Strategie“ (auch ,Response Strategy”
genannt) wird eine Bewegungssequenz erlernt (rechts, dann links etc.), die nur dann
zum Ziel fuhrt, wenn die Relation zwischen Startposition und Ziel in jedem
Testdurchgang dieselbe bleibt. Barnes (1980) konnte zeigen, dass alte Ratten diese
Strategie ofter anwenden als adulte Tiere und anderen Strategien Uber bevorzugen,
wenn in einem T-Labyrinth zwei verschiedene Strategien zur Auswahl standen, die
zum Auffinden einer Belohnung flhrten. Im Wasserlabyrinth, in der Aufgabe mit
verborgener Plattform, bietet sich diese Strategie nicht an, da sich die Startposition
mit jedem Schwimmdurchgang verschiebt und die Plattform an einem Ort fixiert
bleibt. Bei der ,Taxis Strategie“ (auch ,Cue Strategy“ genannt) folgt das Tier einem

im Labyrinth platzierten Hinweisreiz, der sich in unmittelbarer Nahe des Ziels

34



Einleitung

befindet, wie es in der Testsituation mit sichtbarer Plattform im Wasserlabyrinth der
Fall ist. Hierbei kann das Tier auch ohne die Hinweisreize aus der raumlichen
Umgebung zu nutzen von verschiedenen Startpositionen aus direkt zum Ziel
gelangen. Nach Sutherland and Dyck (1984) beinhaltet die ,Taxis Strategie“ auch
das Kreisen im Labyrinth, d.h. das Schwimmen eines nahezu perfekten Kreises in
einer bestimmten Distanz zur Wand, welches so kalkuliert ist, dass dieses
Schwimmen automatisch zum Auftreffen auf die Plattform fuhrt. In gesunden Tieren
kann dieses Verhalten beobachtet werden, wenn die verborgene Plattform nicht
fixiert, sondern bei jedem Durchgang verschoben wird. Ist die Plattform fixiert und
unsichtbar und von mehreren Hinweisreizen umgeben, bietet sich die ,Mapping
Strategie” als effizienteste Methode an, um so schnell wie moglich auf die Plattform
zu gelangen. In dieser Situation lernen gesunde Tiere den Ort der Plattform in
Relation zu den Reizen sowie die Relationen zwischen den Reizen selbst. Bei der
Orientierung an den Reizen kann das Ziel von jeder Startposition aus auf direktem
Weg angesteuert werden, ohne dass das Ziel mit einem Hinweisreiz markiert werden
muss. Sutherland und Dyck (1984) nehmen an, dass der Aufenthalt auf der
verborgenen Plattform nach dem Schwimmdurchgang dazu beitragt, dass der Ort der
Plattformposition gelernt wird, da Tiere dort ein Orientierungsverhalten in Form von
Aufrichtungen und Rotationen zeigen, das mit zunehmendem Lernerfolg abnimmt.
Morris (1984) bemerkte, dass die Testversion mit verborgener Plattform
verschiedene Strategien erfordert, namlich die Praferenz, an der Wand des
Labyrinths entlang zu schwimmen auch Thigmotaxis genannt zu unterdricken und
den Ort der Plattform zu erlernen. Tiere, die den Ort der Plattform nicht erlernen
konnen, weil diese nicht fixiert, sondern von Durchgang zu Durchgang verschoben
wird, weisen dennoch eine Lernkurve auf, d.h. ein Uber die Versuchsdurchgange
hinweg entstehendes Gefalle in den Schwimmzeiten und —distanzen zur Plattform,
welches wahrscheinlich einer Reduktion im thigmotaxischen Verhalten

zuzuschreiben ist.

1.3.5 Altersbedingte Defizite

Eine Vielzahl an Studien zeigte, dass alte Ratten (ca. 24 Monate alt) im Vergleich zu
Adulten (ca. 3 Monate alt) Defizite im Wasserlabyrinthlernen und -gedachtnis
aufweisen, d.h. mehr Schwimmzeit und langere Distanzen bendtigen, um auf die

verborgene Plattform zu entkommen und eine geringere Platzpraferenz im ,Probe
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Test” aufweisen (Rapp et al., 1987; Van der Staay und De Jonge, 1993). Obwohl
alte Ratten auch sensorisch-motorisch defizient sind, scheinen Dysfunktionen dieser
Art nicht mit der Performanz in der raumlichen Testaufgabe zu korrelieren (Gage et
al., 1989; Gallagher und Burwell, 1989; Rapp et al., 1987). Trotzdem kann nicht
ausgeschlossen werden, dass nicht-kognitive Defizite dennoch zur Minderung des
raumlichen Wasserlabyrinthlernens beitragen. Z.B. begulnstigt die Zugehorigkeit zu
Albino-Rattenstammen den Alterungsprozess der Retina und somit die visuellen
Fahigkeiten. Im Wasserlabyrinthlernen sind Albino-Ratten gegenuber Nicht-Albino
Stammen benachteiligt (Lindner und Schallert, 1988; O’Steen und Brodish, 1985;
O’Steen et al., 1987). Ein direkter Zusammenhang zwischen der Sehfahigkeit in
alten Albino-Ratten und dem Relationslernen im Wasserlabyrinth konnte jedoch nicht
festgestellt werden (O’'Steen et al., 1995). Van der Staay und De Jonge (1993)
zeigten, dass alte Tiere eine verminderte Schwimmgeschwindigkeit wahrend der
Akquisition aufzeigen, dass diese jedoch nicht schwerwiegend genug war, dass sie
die Abnahmen im Relationslernen vollstandidg erklaren konnten. Rapp et al. (1987)
konnten zeigen, dass alte Tiere im Vergleich zu Adulten mehr Zeit brauchten, um auf
eine sichtbare Plattform zu entkommen, wenn diese Aufgabe neu war, d.h. der
Aufgabe mit verborgener Plattform vorausging. Das Defizit war allerdings nur im
ersten Drittel der Durchgange zu beobachten und die Autoren spekulieren, dass alte
Tiere moglicherweise Defizite im Erlernen nicht-raumlicher Strategien aufweisen
und/oder neophobische Reaktionen auf den Hinweisreiz die Akquisition der Aufgabe

verlangsamen (Rapp et al., 1987).

1.3.6 Beteiligte Hirnstrukturen

Die Befunde deuten daraufhin, dass die Hippocampus-Formation eine wichtige Rolle
beim Erlernen und Speichern von raumlichen Inhalten spielt. O’Keefe und
Dostrovsky (1971) konnten feststellen, dass der Gyrus dentatus Zellen enthalt, so
genannte ,Place Cells®, die nur dann feuern, wenn sich das Tier in einer bestimmten
Position relativ zu einem raumlichen Kontext befindet. Morris et al. (1982) zeigte,
dass Lasionen des Hippocampus in Ratten zu Defiziten in der Akquisition einer
Plattformposition im Wasserlabyrinth flihrten. Die Rolle des Hippocampus im
Relationslernen scheint von seinen reziproken Verbindungen mit dem enthorinalen
und perirhinalen Cortex abhangig zu sein, da Lasionen dieser Areale die Performanz

im Wasserlabyrinth ebenfalls beeintrachtigen (Nagahara et al., 1995; Liu und Bilkey,
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1998). Hoh et al. (2003) konnten zeigen, dass Lasionen verschiedener neocortikaler
Areale, inklusive des parietalen und prafrontalen Cortex, ebenfalls zu Defiziten in der
Akquisition des Wasserlabyrinths fuhrten, allerdings konnten diese Defizite verhindert
werden, wenn die Tiere vor den Operationen ein nicht-raumliches Vortraining
erhielten, d.h. nur die Strategien lernten, die fir das Entkommen auf eine Plattform
notwendig sind (z.B. von der Wand weg und in das Innere des Labyrinths zu
schwimmen), aber nicht das Erlernen eines Kontextes beinhalten. Dies deutet
daraufhin, dass der Neocortex eher eine Rolle beim Erlernen von prozeduralen
Schwimmstrategien spielt als bei der Vermittlung von raumlichen Inhalten.
Neocortex und Hippocampus werden von cholinergen Zellen des BF innerviert und
Lasionen des BF fuhren ebenfalls zu einer Abnahme im Wasserlabyrinthlernen
(Riekkinen Jr. et al.,, 1990, aber siehe Punkt 1.1). McDonald und White (1995)
hypothetisieren, dass das Striatum und die Amygdala ebenfalls zum Platzlernen
beitragen, auch wenn diese Areale nicht direkt das raumliche Relationslernen
vermitteln. Nach diesen Autoren spielt die Amygdala eine Rolle beim Erlernen von
S-S Verbindungen, Verbindungen zwischen den distalen Hinweisreizen im Umfeld
(CS), die den Ort einer Belohnung, z.B. der Plattform, anzeigen, und der Belohnung
(US) selbst. Diese Assoziation kann ohne einen motorischen Einsatz des Tieres
erlernt werden. Das dorsale Striatum hingegen ist fur das Erlernen von S-R
Verbindungen verantwortlich, d.h. fur Assoziationen zwischen den distalen Reizen im
Umfeld (S) und der motorischen Reaktion (R) eines Tieres, die unmittelbar zur

Belohnung fihrt und daher ein Teil dessen sind, was gelernt wird.

37



Der Rahmen der empirischen Arbeiten

2 Der Rahmen der empirischen Arbeiten

Die empirischen Arbeiten der Dissertation umfassen vier Projekte, die aus zwei
separaten Experimenten entstanden sind. In beiden Experimenten lag das Interesse
auf Untersuchungen zum Lernen und Gedachtnis in alten Ratten. In Experiment 1
wurden alte Ratten aufgrund ihrer Performanz im Wasserlabyrinth in bessere und
schlechtere Lerner eingeteilt und bezuglich ihres Verhaltens im Wasserlabyrinth und
anderen relevanten Tests sowie im Ausmal} relevanter neurobiologischer Parameter
verglichen. Die Letzteren wurden von verschiedenen Kooperationspartnern erhoben
und werden daher in Projekt | und Projekt Il separat behandelt und diskutiert. Projekt
[Il basiert auf Ideen, die in den Projekten | und Il entwickelt wurden. In Projekt IV
werden Daten zur Extinktion im Wasserlabyrinth behandelt, die in Experiment 2

zusammen mit anderen Daten erhoben wurden.

2.1 Projekt I: Das Lernen im Wasserlabyrinth, die Offenfeldexploration, das
inhibitorische Vermeidungslernen und die Kurz- und Langzeitpotenzierung in
Hippocampusschnitten bei alten besseren und schlechteren Lernern

In diesem Experiment wurden sieben bessere und sieben schlechtere alte Ratten
aufgrund ihrer Lernfahigkeit im Wasserlabyrinth aus einer Stichprobe von 40 Tieren
ausgewahlt und in Bezug auf ihre Verhaltensleistungen im Wasserlabyrinth, in einem
inhibitorischen  Vermeidungslerntest und im Offenfeld verglichen und die
Zusammenhange der Verhaltensleistungen in diesen Tests untersucht.  Der
Annahme entsprechend, dass diesen Tests ahnliche Funktionen zugrunde liegen,

erwarteten wir, dass

» die Tiere, die eine bessere Performanz im Wasserlabyrinth aufzeigen, auch
eine bessere Performanz im inhibitorischen Vermeidungslerntest und mehr
Explorationsverhalten im Offenfeld zeigen wirden als die schlechteren

Wasserlabyrinthlerner.

Mehrere Wochen nach den Verhaltenstests wurden die Gehirne der sieben besseren
und sieben schlechteren Lerner entnommen und Hippocampusschnitte von unserem
Kollaborationspartner Prof. H.J. Luhmann (Institut fir Neurophysiologie, Heinrich-

Heine-Universitat Dusseldorf, jetzt Johannes Gutenberg-Universitat Mainz)
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angefertigt. Die Kurz- (STP) und Langzeitpotenzierung (LTP) wurde dann in der
Hippocampusregion CA1 in den jeweiligen Tieren gemessen. Da plastische
Prozesse wie LTP schon lange als mogliches Korrelat von Aufmerksamkeits-, Lern-

und Gedachtnisprozessen diskutiert werden, erwarteten wir, dass

» die besseren Wasserlabyrinthlerner mehr STP und LTP aufweisen als die
schlechteren Lerner und

» die Varianz im Aulmalfd an STP und LTP mit der interindividuellen Varianz im
Lernen und anderen relevanten Verhalten, wie der Exploration im Offenfeld, die von
Erregungs- und Aufmerksamkeitsprozessen determiniert wird und der

Informationsaufnahme- und Speicherung dient, korreliert.

Die Ergebnisse dieser Studie sind teilweise im European Journal of Neuroscience,
Vol. 16, pp. 2175-2185, 2002 publiziert worden.

Zusatzlich zu den oben genannten Verhaltenstests durchliefen die Tiere in
Experiment 1 weitere Tests, die in Projekt I, 1l und Il nicht oder jeweils nur teilweise
behandelt werden. Es folgt daher eine Zusammenfassung der Testdurchgange in

Experiment 1:

(Gruppe 1)

Tag 1: Adaptionsdurchgang im Wasserlabyrinth

Tag 2-10:  Akquisition im Wasserlabyrinth

Tag 11: Probe Trial im Wasserlabyrinth

Tag 12: Test mit sichtbarer Plattformposition im Wasserlabyrinth
Tag 13: Motorische Koordinationstests

Tag 19: Offenfeld, erste Testung
Tag 20: Offenfeld, zweite Testung
Tag 23: Black/White Box

Tag 25: Inhibitorischer Vermeidungslerntest

Tag 26: Inhibitorischer Vermeidungslerntest (Test auf Langzeitretention)
(Gruppe 2)

Tag 1: Adaptionsdurchgang im Wasserlabyrinth

Tag 2-10:  Akquisition im Wasserlabyrinth

Tag 11: Probe Trial im Wasserlabyrinth

Tag 12: Test mit sichtbarer Plattformposition im Wasserlabyrinth

Tag 13: Motorische Koordinationstests
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Tag 13: Offenfeld, erste Testung

Tag 14: Offenfeld, zweite Testung

Tag 15: Black/White Box

Tag 16: Inhibitorischer Vermeidungslerntest

Tag 17: Inhibitorischer Vermeidungslerntest (Test auf Langzeitretention)

Es wurden insgesamt 40 alte Tiere randomisiert auf zwei Gruppen verteilt und
nacheinander getestet. Da sich keine bedeutsamen Verhaltensunterschiede
zwischen diesen Gruppen ergaben, wurden diese Tiere fir die in Projekt I, Il und Ill

aufgefuhrten Untersuchungen gepoolt.

2.2 Projekt Il: Korrelationen zwischen Verhaltensparametern bei alten Ratten
und STP und LTP sowie der Genexpression von ChAT und den NMDA-NR2
Untereinheiten im Striatum

In diesem Projekt wurden die sieben besseren und sieben schlechteren
Wasserlabyrinthlerner aus Experiment 1 auf die Kurz- und Langzeitpotenzierung und
die Cholin Acetyltransferase (ChAT) mRNA sowie die mRNA der NMDA Rezeptor
Untereinheiten NR2A, NR2B und NR2C im Striatum untersucht. Diese Variablen
wurden ebenfalls am Institut fur Neurophysiologie (Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf) unter der Leitung unseres Kooperationspartners Prof. H.L. Haas
zeitgleich zu den unter Projekt | beschriebenen neuronalen Variablen gemessen.
Das Striatum scheint ebenso wie der Hippocampus an Lern- und
Gedachtnisprozessen beteiligt zu sein, vermittelt jedoch im Gegensatz zum
Hippocampus nicht die raumlichen und zeitlichen Relationen zwischen Reizen,
sondern eher die Akquisition von Reaktionen auf Reize, die Verstarkung indizieren
(siehe Punkt 1.1). Beim Wasserlabyrinthlernen fungiert die Plattform als negativer
Verstarker und motiviert das Tier, auf jene zu entkommen (siehe auch Projekt V).
Der Annahme entsprechend, dass plastische Prozesse im Striatum zum Lernen und

Gedachtnis im Wasserlabyrinth beitragen, erwarteten wir, dass

»  die besseren Wasserlabyrinthlerner ein hoheres Ausmal® an STP und LTP im
Striatum aufweisen als die schlechteren Lerner und
»  STP und LTP im Striatum mit dem Lernen im Wasserlabyrinth und verwandten

Verhalten korrelieren.
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Zusatzlich zur synaptischen Plastizitat hatten wir die Moglichkeit die mRNA von
ChAT, dem Syntheseenzym von Acetylcholin, und von den NMDA Rezeptor
Untereinheiten NR2A, NR2B und NR2C am Institut fir Neurophysiologie zu erheben.
Im Alter kann sich die Aktivitat der cholinergen und glutamatergen Botenstoffsysteme
verandern (siehe Punkt 1.1) und beide sind an der Induktion von LTP im Striatum

beteiligt. So gingen wir von der Annahme aus, dass

»  sich die besseren und schlechteren Wasserlabyrinthlerner in der mRNA von
ChAT und den NMDA-NR2 Untereinheiten unterscheiden und
> die mRNA von ChAT und NMDA-NR2 miteinander und mit LTP sowie mit der

Lernfahigkeit in den besseren und schlechteren Wasserlabyrinthlernern korrelieren.

Die Ergebnisse aus Projekt Il sind teilweise im European Journal of Neuroscience,
Vol. 19, pp. 1373-1383, 2004 publiziert worden.

2.3 Projekt Ill: Die ,Sliding Window Correlation* Methode zur Aufdeckung
verborgener Korrelationen: Die Existenz von Subgruppen in alten Ratten

Projekt Il basiert auf Ideen, die sich aus den Ergebnissen von Projekt | und Il
ergaben. Z.B. korrelierte das Lernen im Wasserlabyrinth mit der Offenfeldexploration
und beide Verhalten mit STP und LTP im Hippocampus und im Striatum, allerdings
nur fir die Gruppe der alten besseren Lerner. Die Korrelationen waren nicht
bedeutsam fur die Gruppe der schlechteren Lerner. Dies deutet daraufhin, dass
dritte Variablen die untersuchten Zusammenhange in den schlechteren Lernern
beeinflusst haben und die besseren und schlechteren Lerner Subgruppen einer alten
Population darstellen, denen unterschiedliche Eigenschaften inharent sind. In
Projekt Il wollten wir diesen Uberlegungen weiter nachgehen und systematisch nach
nicht-monotonen Zusammenhangen in alten Populationen suchen. Hierfur
entwickelten wir die Sliding Window Correlation (SWC) Methode. Nach der SWC-
Methode werden die Individuen einer Stichprobe den Werten einer Variable zufolge
rangiert und diese Werte mit den zugehorigen Datenpunkten einer Co-Variante fur
aufeinanderfolgende, teilweise Uberlappende Segmente oder Fenster der
Rangordnung korreliert. Die sich aus der SWC-Methode ergebenden

Korrelationskoeffizienten werden in einem Koordinatensystem aufgezeichnet. In
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Projekt 1l wurde diese Prozedur fur die Variablen Wasserlabyrinthlernen,
Offenfeldexploration und Angst, die in einer Black/White Box gemessen wurde, fur
die Tiere aus Experiment 1 angewendet. Es ergaben sich dulerst Uberraschende
Befunde, die zeigten, dass sich Korrelationen Uber die Stichprobe hinweg nicht nur in
ihrem Grad, sondern auch in ihrer Valenz verandern, d.h. positiv und negativ fur
verschiedene Segmente der Rangordnung sein konnen. Ein Teil der Ergebnisse
wurde anhand der Tiere aus Experiment 2, einer zweiten Stichprobe, repliziert. Die
Ergebnisse aus Projekt Il sind teilweise im Journal of Neuroscience Methods, Vol.
121, pp. 129-137, 2002 publiziert worden.

2.4 Projekt IV: Die  extinktions-induzierte  Hoffnungslosigkeit im
Wasserlabyrinth und deren neurochemische Korrelate in alten und adulten
Ratten

In Projekt IV interessierte uns neben dem Lernen im Wasserlabyrinth auch die
Extinktion des zuvor gelernten Verhaltens, die im Wasserlabyrinth und besonders in
alten Tieren bislang noch kaum untersucht wurde. Die Extinktion im Wasserlabyrinth
wurde induziert, indem der negative Verstarker, die Plattform, nach der Akquisition
mit  verborgener Plattform dem Labyrinth entnommen und mehrere
Schwimmdurchgange ohne eine Plattform durchgefuhrt wurden. In diesem Projekt
wurden alte mit adulten Ratten verglichen, wobei letztere nicht als Kontrolltiere
eingesetzt wurden, sondern Altersunterschiede in der Extinktion aufdecken sollten.
Das Ausmald der Extinktion ist von dem Ausmal} des zuvor gelernten Verhaltens

abhangig und so erwarteten wir, dass

» adulte Ratten, die im Mittel eine bessere Lernleistung im Wasserlabyrinth
aufweisen als alte Ratten, auch eine deutlichere Resistenz aufzeigen, das gelernte
Verhalten zu extinguieren.

Die Extinktion wie andere Stressoren aktiviert die HPA-Achse und induziert
Verhaltensweisen wie die Ultraschallvokalisierung und Angriffe auf andere Tiere, die

sonst in Stresssituationen auftreten. Wir hypothetisierten, dass

»  die Extinktion depressives Verhalten induziert.
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Depressives Verhalten wird gewdhnlich im Forced Swimming Test gemessen, einem
mit Wasser geflllten kleinen Zylinder. Ratten, die in diesem Zylinder platziert
werden, sind anfanglich sehr aktiv. Nach erfolglosen Fluchtversuchen tritt jedoch
eine Immobilitat oder Bewegungslosigkeit ein, die durch die Gabe von Antidepressiva
verringert werden kann. Wir nahmen an, dass die Extinktion im Wasserlabyrinth ein
depressives Verhalten induziert, das sich aufgrund der Wassersituation in Form von
immobilem Verhalten duRert. Da altere im Vergleich zu jungeren Populationen von

einer hoheren Stress-Reaktivitat gekennzeichnet sind, erwarteten wir, dass

» die alten im Vergleich zu den adulten Tieren wahrend der Extinktion ein

hoheres Ausmal} an Immobilitat aufweisen.

Mehrere Wochen nach den Verhaltenstests wurden die Gehirne der Tiere von
unserer Kooperationspartnerin Dr. M.A. de Souza Silva entnommen und
neurochemisch mittels HPLC-EC am Institut fur Physiologische Psychologie
untersucht. Unsere Kooperationspartner vom Institut fir Neurophysiologie (Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf) ermittelten unter der Leitung von Prof. H.L. Haas den
Expressionsgrad verschiedener Gene. Projekt IV konzentrierte sich jedoch nur auf
neurochemische Analysen des Hippocampus und des ventralen Striatums, also
Areale, die mit der Depression in Verbindung stehen. Die aus diesen Regionen
gewonnenen Botenstoffkonzentrationen wurden mit der extinktions-induzierten
Immobilitat fur die beiden Altersgruppen ohne eine gerichtete Hypothese korreliert.
Die Ergebnisse aus Projekt IV sind teilweise im Journal Neurobiology of Learning
and Memory, Vol. 82, pp. 128-141, 2004 publiziert worden.

Ahnlich wie in Experiment 1 durchliefen die Tiere in Experiment 2 mehrere

Verhaltenstests:
(Gruppe 1)
Tag 1: Offenfeld, erste Testung
Tag 2: Offenfeld, zweite Testung
Tag 3: Offenfeld, dritte Testung und Objekt Exploration
Tag 9: Adaptionsdurchgang im Wasserlabyrinth

Tag 11-35:  Akquisition im Wasserlabyrinth (eine Testung jeden dritten Tag)
Tag 38-56: Extinktion im Wasserlabyrinth (eine Testung jeden dritten Tag)
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Tag 59-71: Test mit sichtbarer Palttformposition (eine Testung jeden dritten Tag)

Tag 81: Motorische Koordinationstests

Tag 85: Black/White Box

Tag 88: Inhibitorische Vermeidungslerntest

Tag 89: Inhibitorischer Vermeidungslerntest (Test auf Langzeitretention)
(Gruppe 2)

Tag 1: Offenfeld, erste Testung

Tag 2: Offenfeld, zweite Testung

Tag 3: Offenfeld, dritte Testung und Objekt Exploration

Tag 7: Adaptionsdurchgang im Wasserlabyrinth

Tag 9-33:  Akquisition im Wasserlabyrinth (eine Testung jeden dritten Tag)
Tag 36-54: Extinktion im Wasserlabyrinth (eine Testung jeden dritten Tag)
Tag 57-69: Test mit sichtbarer Plattformposition (eine Testung jeden dritten Tag)

Tag 78: Motorische Koordinationstests

Tag 83: Black/White Box

Tag 87: Inhibitorischer Vermeidungslerntest

Tag 88: Inhibitorischer Vermeidungslerntest (Test auf Langzeitretention)

40 alte und 8 adulte Tiere wurden in zwei Gruppen aufgeteilt und abwechselnd an
aufeinanderfolgenden  Tagen  getestet. Eine Ausnahme waren die
Offenfeldtestungen. Da diese in einem 24-Stunden-Rhythmus stattfanden, wurde
zuerst Gruppe 1 an drei aufeinanderfolgenden Tagen getestet, gefolgt von Gruppe 2.

Fir die in Projekt IV aufgefuhrten Untersuchungen wurden alle Tiere gepoolt.

Bezuglich der Anzahl der Tests, die in Experiment 1 und 2 durchgefuhrt wurden, ist
zu bemerken, dass mogliche Sequenzeffekte oder Interaktionen zwischen den Tests
nicht ausgeschlossen werden konnen. Die Anzahl der Testungen liel} es jedoch
nicht zu, die Testsequenz Uber mehrere Gruppen zu variieren. In den hier
aufgefuhrten Projekten standen Untersuchungen zum Wasserlabyrinthlernen und zur
Offenfeldexploration im Mittelpunkt und fanden jeweils zu Anfang der Experimente
statt. Obwohl Interaktionen zwischen diesen Tests nicht ausgeschlossen werden
konnen, wird darauf hingewiesen, dass jede Erfahrung eines Tieres (beispielsweise
im Heimkafig oder als Ergebnis des Umgangs mit dem Menschen) zu unerwinschten
Interaktionen mit den Erfahrungen im Experiment fiihren kann. Die Uberpriifung der

Befunde in Folgestudien ist daher erforderlich.
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3 Die Forschungsarbeiten im Einzelnen

3.1 Das Lernen im Wasserlabyrinth, die Offenfeldexploration, das
inhibitorische Vermeidungslernen und die Kurz- und Langzeitpotenzierung in

Hippocampusschnitten bei alten besseren und schlechteren Lernern

3.1.1 Zusammenfassung

Die in vitro Kurz- und Langzeitpotenzierung (STP und LTP) wurde in
Hippocampusschnitten in der Region CA1 in 28-30 Monate alten Ratten gemessen.
Aufgrund der Performanz im Wasserlabyrinth, in einer Aufgabe mit verborgener
Plattform, die 9 Tage andauerte, wurden sieben bessere und sieben schlechtere
Lerner aus einer Stichprobe von insgesamt 40 Ratten ausgewahlt. Es wurde
untersucht, ob die Gruppenunterschiede im Verhalten (d.h. in den Schwimmzeiten zu
einer verborgenen Plattform, in den Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten und im
aulBeren Ring des Wasserlabyrinths und in der Kurzzeitretention in einem
inhibitorischen Vermeidungslerntest) auf Unterschiede im Expressionsgrad von STP
und LTP zurlckzufuhren waren. Im Gegensatz zu den oben genannten
Verhaltensunterschieden ergab sich kein Gruppenunterschied im
Explorationsverhalten, d.h. in der Anzahl der Aufrichtungen im Offenfeld. Entgegen
unserer Erwartungen waren die besseren und schlechteren Lerner im Ausmal} an
STP und LTP nicht voneinander zu unterscheiden. Korrelationsanalysen ergaben
jedoch, dass die Varianz in den Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform und in
den Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten die Varianz im Ausmaf® an STP und
LTP in der Gruppe der besseren Lerner zu einem bedeutsamen Anteil erklaren
konnte. Ebenfalls in der Gruppe der besseren Lerner Kkorrelierte das
Explorationsverhalten im Offenfeld mit STP und LTP sowie mit den Schwimmzeiten
zur verborgenen Plattform im Wasserlabyrinth. Diese Ergebnisse deuten daraufhin,
dass das Ausmald an STP und LTP, das in der Hippocampus-Region CA1 gemessen
wurde, mit den residualen raumlichen Lernfahigkeiten und mit dem
Explorationsverhalten, beides bekannte Funktionen des Hippocampus, in den
besseren alten Lernern koinzidiert. Die Abwesenheit ahnlicher Korrelationen in der

Gruppe der schlechteren Lerner kdnnte auf die schweren Defizite im Labyrinthlernen
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und/oder auf den Einfluss von bisher unbekannten dritten Variablen auf die

Korrelationen zurtickzufihren sein.

3.1.2 Einleitung

Defizite im Lernen und Gedachtnis, wie sie bei alten Rodentien, aber auch bei Tieren
mit Hippocampuslasionen auftreten, konnen in Tests, die das raumliche Lernen
erfassen, wie dem Wasserlabyrinth, gemessen werden (Morris, 1984). Bei alten im
Vergleich zu adulten Tieren ist die Varianz in den Lernleistungen jedoch erheblich
und erstreckt sich von relativ unbeeintrachtigt bis hin zu stark beeintrachtigt (Gage et
al., 1989; Fischer et al., 1992; Frick et al., 1995; aber vergleiche Lindner, 1997). Es
besteht ein grofles Interesse daran, den Hintergrund dieser Varianz auch auf
neuronaler Ebene zu erkunden, denn Erklarungen koénnten zum besseren
Verstandnis von altersbedingten Veranderungen sowie von Lern- und
Gedachtnisprozessen im Allgemeinen beitragen.

Die Langzeitpotenzierung (LTP) wird schon seit langem als mogliches neuronales
Substrat fur Lern-, Gedachtnis- und verwandte Prozesse diskutiert (McEachern und
Shaw, 1996; Shors und Matzel, 1997). Im Vergleich zu jungen Ratten weisen alte
Tiere eine veranderte LTP im Gyrus dentatus und der CA1-Region des Hippocampus
auf (Barnes und McNaughton, 1985; Deupree et al., 1991; Shankar et al., 1998). Die
Zusammenhange zwischen der Verhaltensvarianz im raumlichen Lernen und der
LTP im Hippocampus wurden bei alten Ratten jedoch nur in wenigen Studien
untersucht. In zwei Studien korrelierten einzelne Akquisitionsdurchgange im Barnes’
Maze bzw. im Wasserlabyrinth mit dem Expressionsgrad an synaptischer
Potenzierung im Gyrus Dentatus (Barnes, 1979; Diana et al., 1994). In einer
anderen Studie zeigten alte Ratten, die Lerndefizite aufwiesen (nicht aber Tiere ohne
Defizite) im Vergleich zu jungen Kontrolltieren eine veranderte, durch Kalzium
induzierte, LTP in der CA1-Region (Diana et al., 1995; Bergado et al., 1997).

Die hier beschriebene Studie verfolgte das Ziel, die Beziehungen zwischen der
Performanzvariabilitat in alten Ratten und LTP im Hippocampus sowie
Kurzzeitpotenzierung (STP) naher zu untersuchen. Bessere und schlechtere Lerner
wurden aufgrund von Schwimmlatenzen zu einer verborgenen Plattform im
Wasserlabyrinth unterschieden und auf folgende, im Wasserlabyrinth erhobene,
Parameter hin verglichen: die Aufenthaltszeit im Plattformquadranten, welche ein

Indikator flr raumliches Lernen ist und die Aufenthaltszeit in der Peripherie des
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Wasserlabyrinths, welche nicht unbedingt ein Mal3 fur raumliches Lernen darstellt.
Zusatzlich zu weiteren Parametern, die im Wasserlabyrinth erhoben wurden, wurden
die Lernergruppen auch im Hinblick auf das Kurz- und Langzeitgedachtnis in einer
inhibitorischen Vermeidungslernaufgabe verglichen. Die Bewaltigung dieser Aufgabe
scheint ahnlich dem Wasserlabyrinth die Integritat des Hippocampus und anderer
Hirnregionen zu erfordern (Bermudez-Rattoni et al., 1991; Frisch et al., 1998;
Izquierdo et al., 1998). Wir hypothetisierten, dass die Tiere, die im Vergleich zu
anderen das Wasserlabyrinth besser erlernen, auch die inhibitorische
Vermeidungslernaufgabe besser bewaltigen.

Es wird als wahrscheinlich angesehen, dass der Lernerfolg mit Prozessen, die mit
der Aufmerksamkeit und der Exploration verknlpft sind, co-vaiiert (Berlyne, 1966a, b,
1969; Posner und Petersen, 1990). Daher testeten wir alte Ratten auch in einem
Offenfeld und erwarteten, dass die besseren Lerner mehr Explorationsverhalten
zeigen als die schlechteren Lerner, welches daraufhin deuten wirde, dass die
Varianz im Platzlernen mit der Exploration korreliert. Weiterhin hypothetisierten wir,
dass die besseren Lerner einen hoheren Expressionsgrad an in vitro STP und LTP in
der Hippocampus-Region CA1 aufweisen als die schlechteren Lerner und dass STP
und LTP mit dem Lernen im Wasserlabyrinth sowie verwandten Prozessen, z.B. mit

der Offenfeldexploration, korrelieren.

3.1.3 Materialien und Methoden

3.1.3.1 Die Versuchstiere

Das Experiment wurde entsprechend den Vorschriffen des Deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefuhrt und von der Bezirksregierung in Dusseldorf
genehmigt. Insgesamt 40 mannliche Wistar Ratten (28-30 Monate alt;
Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitat Diusseldorf) wurden aufgrund ihrer
Performanz im Wasserlabyrinth rangiert. Die Performanz wurde Uuber die
Akquisitionsrate und der gemittelten Zeit, welche zum Erlernen der Aufgabe bendtigt
wurde, definiert. Von diesen Tieren wurden sieben bessere (528.14 + 30.99 g;
Mittelwert + SF) und sieben schlechtere (555.14 + 23.12 g) Ratten verwendet.
Keines dieser Tiere wies offensichtliche physische Beschwerden oder Krankheiten
auf. Sie wurden in einem 12:12 Tag/Nacht Zyklus gehalten (Licht an um 07.00 Uhr)
und hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Die Tiere waren in Gruppen

untergebracht.
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3.1.3.2 Das Wasserlabyrinth

Das runde Labyrinth hatte einen Durchmesser von 185 cm und bestand aus
schwarzem Polyethylen. Es wurde zu einer Hohe von 30 cm mit 20 + 1 °C warmem
Wasser gefllt. 1.5 cm unter der Wasseroberflache war eine aus PVC angefertigte
Plattform angebracht, deren Durchmesser 18 cm betrug. Die Plattform befand sich
wahrend der Akquisition fur jedes Tier an einem von vier verschiedenen Orten im
Labyrinth, jeweils in der Mitte eines Quadranten. Zusatzlich wurden vier Startpunkte
gewahlt, die dem Uhrzeigersinn nach jeweils gleichweit voneinander entfernt waren.
Die Tiere wurden taglich einer zufallig ausgewahlten Sequenz entsprechend an
jedem der vier Startpunkte einmal in das Labyrinth gelassen, wobei die Sequenz fir
jedes Tier identisch war. Hinweisreize in der Umgebung des Labyrinths, wie z.B. ein
Poster, eine Tafel und ein Schrank, dienten zur raumlichen Orientierung. Die Reize
wurden von vier 75-W Glihbirnen angestrahlt und hierdurch hervorgehoben.
Diffuses Deckenlicht trug ebenfalls zur Beleuchtung des Labyrinths bei und sorgte fur
eine Helligkeit von = 6.5 Lux auf der Wasseroberflache. Computerisierte Systeme fur
die Verhaltensanalyse befanden sich hinter einer Barriere vom Labyrinth entfernt.
Eine Kamera war = 2 m Uber dem Labyrinth platziert.

Mindestens 30 Minuten vor Beginn der Experimente wurden die Ratten in einen
Warteraum gebracht und bis kurz vor den Testungen in einem Transportkafig
gehalten. Zu Anfang eines Durchgangs wurden die Tiere einzeln im Labyrinth
platziert, wobei sie der Wand des Beckens entgegen blickten. Jedes Tier durchlief
einen 2-minlutigen Adaptationsversuch in Abwesenheit einer Plattform, so dass es
sich an die Wassersituation gewohnen konnte und die allgemeine Schwimmfahigkeit
uberpruft werden konnte. Am nachsten Tag begann das 9 Tage dauernde Training
mit verborgener Plattform (,Hidden Platform Task"). In dieser Phase hatten die Tiere
die Moglichkeit, den Ort der Plattformposition zu erlernen und auf die Plattform zu
entkommen. Pro Tag wurden 4 Trainingsdurchgange durchgefuhrt. Ein
Trainingsdurchgang war dann beendet, wenn das Tier die Plattform erklimmt hatte
oder 2 Minuten verstrichen waren. Nach Ablauf des 2-Minutenintervalls wurde die
Ratte vom Versuchsleiter zur Plattform geleitet. Das Tier verweilte dann 30
Sekunden auf der Plattform. Hiernach wurde das Tier fur 60 Sekunden in einem
Transportkafig gehalten und anschlielRend der nachste Durchgang gestartet. Nach
dem letzten Durchgang wurden die Ratten mit Papiertichern abgetupft und durch die

Warme von zwei 75-W Glihbirnen getrocknet. Einen Tag nach dem letzten
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Trainingsdurchgang durchliefen die Tiere einen 2-minltigen Extinktionsdurchgang,
bei dem die Plattform nicht mehr vorhanden war und die Praferenz fur den
vorherigen Plattformquadranten erfasst wurde (,Probe Trial“). Die Startpunkte fur
diesen Versuch lagen der vorherigen Plattformposition gegenuber. Am
darauffolgenden Tag wurde ein Hinweisreiz an der verborgenen Plattform
angebracht und somit die Plattformposition sichtbar gemacht (,Cued Version®). Den
Hinweisreiz bildete ein Stab aus Holz, der eine Hohe von 25 cm und einen
Durchmesser von 2 cm aufwies, schwarz-weil} gestreift war und mit einem
Baumwollband an der verborgenen Plattform befestigt wurde. Die Plattform mit
Hinweisreiz wurde so positioniert, dass sie der urspringlichen (verborgenen)
Plattformposition gegenuber lag. Es wurden 4 Durchgange in gleicher Weise wie
zuvor, d.h. als die Plattform verborgen war, durchgefuhrt. Der Test mit sichtbarer
Plattformposition wurde durchgefuhrt, um sensorisch-motorische Defizite zu erfassen
(Morris, 1984). Alle Versuchsdurchgange wurden auf Video aufgezeichnet und mit
ETHOVISION software (Noldus, Wageningen, Niederlande) analysiert. Die Versuche
fanden zwischen 9.00 und 17.00 Uhr statt.

FiUr jeden Trainingsdurchgang wurden die Schwimmzeiten und —distanzen bis zum
Erreichen der verborgenen Plattform gemessen. Diese Variablen korrelierten fir
jeden Trainingstag (alle P-Werte < 0.000003). Aus diesem Grund wurden nur die
Schwimmzeiten als Index fur die Lernleistung bertcksichtigt. Die Schwimmzeiten
wurden Uber alle vier Versuchsdurchgange pro Tag gemittelt und diese wiederum
uber alle neun Trainingstage hinweg. Hieraus ergab sich ein Gesamtwert flr jedes
Tier, die ,mittlere Gesamtschwimmzeit® zur verborgenen Plattform. Diesem Index
und den Lernraten nach wurden die Tiere von der besseren bis hin zur schlechteren
Performanz rangiert. Hiernach wurden die sieben besseren und sieben schlechteren
Tiere fur die gegenwartige Studie ausgewahlt. Wahrend der 9 Trainingstage wurden
daruber hinaus andere Variablen erhoben, z.B. die Aufenthaltszeiten im
Plattformquadranten und im &uReren Ring des Schwimmbeckens. Fur die
statistische Analyse wurden die Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten und im
aulleren Ring als Prozente des Aufenthalts in den Quadranten bzw. Ringen vor dem
Erreichen der verborgenen Plattform dargestellt. Der Aufenthalt im aul3eren Ring
wurde erfasst, indem das Labyrinth in drei imaginare Ringe unterteilt wurde, einem
auleren, einem mittleren und einem inneren Ring. Gemessen vom Mittelpunkt zur

Wand des Schwimmbeckens waren die Ringe jeweils gleichweit voneinander
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entfernt. Die Breite des aulieren Rings betrug 30.83 cm. Der Extinktionsdurchgang
ohne Plattform wurde zum einen in Hinblick auf die Aufenthaltszeiten im vorherigen
Plattformquadranten sowohl fur die gesamten 2 Minuten des Durchgangs als auch
separat fur die erste und zweite Minute analysiert. Zum anderen wurde die
Schwimmgeschwindigkeit (geschwommene Distanz in cm/120 Sekunden) erfasst.
Bei der Aufgabe mit sichtbarer Plattformposition wurden die Schwimmzeiten zur
Plattform mit Hinweisreiz gemessen und ein Mittelwert fur alle fur vier Durchlaufe
berechnet sowie jeweils einer fur die ersten und letzten beiden Durchgange.

3.1.3.3 Das Offenfeld

Das Offenfeld bestand aus dunkelgrauem Plexiglas, hatte einen 60 x 60 cm breiten
Boden, 39 cm hohe Wande und war nach oben hin offen. Wahrend der Experimente
war die Arena dunkel beleuchtet. Eine Videokamera wurde ca. 1 m Uber dem
Zentrum des Feldes installiert. Ein Weitspektrumrauschgenerator erzeugte ein
Rauschen von 60 dB.

Die Offenfeldversuche begannen ca. 4 Tage nach dem Wasserlabyrinthexperiment.
Die Tiere wurden einzeln im Zentrum des Offenfeldes platziert, wobei der Kopf immer
einer der Wande entgegen gerichtet war. Es wurde jeweils eine Testung an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt, die jeweils 10 Minuten andauerte. Die
Experimente fanden zwischen 20:00 und 01:00 Uhr, d.h. wahrend der aktiven
Nachtphase der Tiere in abgedunkelten Raumen statt. Die Tiere wurden in dieser
Zeit getestet, damit der altersbedingten Verhaltensabnahme (Willig et al., 1987)
entgegengewirkt werden konnte.

Die Anzahl der Aufrichtungen wurde fur jeden Testtag separat gezahlt. Eine
Aufrichtung war gegeben, wenn beide Vorderpfoten vom Boden gel6st und in die Luft
oder an eine Wand gerichtet waren.

3.1.3.4 Der inhibitorische Vermeidungslerntest

FUr den Versuch wurde eine rechteckige Box (43 x 23 x 24 cm) verwandt, die aus
zwei Abteilen, die entweder aus schwarzem oder weilem Plexiglas gefertigt waren
und durch eine schwarze Guillotinetlr voneinander getrennt waren, bestand. Den
Boden des schwarzen Abteils bildeten rostfreie Eisenstabe, die einen Durchmesser
von je 3.5 mm besallen und 1.1 cm auseinander lagen. Durch diese Eisenstabe
wurde ein intermittierender Elektrofullschock (Coulbourn Instruments, Allentown, PN,
USA) appliziert. Das weille Abteil (23 x 23 x 24 cm) wurde durch eine 25 W starke

Gluhbirne beleuchtet, welche ca. 50 cm Uber dem Boden positioniert war. Das
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schwarze Abteil (20 x 23 x 24 cm) wurde durch einen Klappdeckel vor Lichteinfall
geschutzt. Ein Weitspektrumrauschgenerator gewahrleistete ein maskierendes
Gerausch.

Die Testungen fanden zwischen 9.00 und 17.00 Uhr und 5-13 Tage nach dem
Wasserlabyrinthexperiment statt. Zwei Baselinedurchgange wurden von einem
Trainingsdurchgang und zwei darauffolgenden Retentionsdurchgangen gefolgt. Bei
jedem Durchgang wurde das Tier dem Transportkafig entnommen und im weil3en
Abteil platziert, wobei die Blickrichtung jeweils entgegengesetzt zur Guillotinetur war.
Es wurden 5 s zur Akklimatisierung gegeben, bevor die Tur hochgeschoben wurde
und dem Tier somit der Eintritt in das Schwarze Abteil gewahrt wurde. Dem Tier
wurden hierfur maximal 5 min eingeraumt. Im Anschlu} daran wurde die Tur
heruntergelassen und das Tier zuriuck in den Heimkafig gebracht. Die Heimkafige
befanden sich in einem nahegelegenen Raum neben dem Versuchslabor. Der
zweite Baselinedurchgang folgte dem ersten nach 30 min. Weitere 30 min spater
folgte der Trainingsversuch, der sich von den vorherigen Durchgangen nur darin
unterschied, dass kurz nach dem Eintritt des Tieres in das schwarze Abteil ein 1 Sek.
andauernder FuRschock mit einer Starke von ca. 0.85 mA appliziert wurde. Jeweils
90 min und 24 Std. nach dem Trainingsdurchgang wurden die Retentionstests
durchgefuhrt. Die Art der Durchfuhrung war dieselbe wie jene wahrend der
Baselinetestungen. Es wurden keine Fuldschocks appliziert.

Fir jeden Versuchsdurchgang wurde die Zeitspanne bis zum Eintritt des Tieres in
das schwarze Abteil gemessen. Ein Eintritt wurde als solcher gewertet, wenn sich
alle vier Pfoten auf dem Boden des schwarzen Abteils befanden.

3.1.3.5In vitro elektrophysiologische Untersuchungen

Die elektrophysiologischen Untersuchungen fanden ca. 3 Wochen nach dem
Wasserlabyrinthexperiment statt. Hierbei wurde die hippocampale Aktivitat in der
Region CA1 im Gewebeschnitt in vitro gemessen. Den Versuchsleitern war kein
Einblick in die vorhergehenden Verhaltensanalysen erlaubt. Die Sequenz der
Experimente wurde =zufallig ausgewahlt, um mogliche Reihenfolgeeffekte zu
verhindern. Die Tiere wurden durch Enfluran (Abbott, Wiesbaden, Deutschland) in
eine tiefe Anasthesie versetzt, mit einer kleinen Tierguillotine dekapitiert, die Gehirne
schnell entnommen und fur 1-2 min in eiskalter artifizieller Cerebrospinalflissigkeit
(ACSF), die aus 124 NaCl, 3.7 KCI, 1.3 MgSO4, 1.24 NaH,PO4, 2.0 CaCly, 25.6
NaHCO3; und 10 Glukose (pH von 7.4 unter einer Sattigung von 95% 02/5% CO3) in
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mM bestand, aufbewahrt. Der Gewebeblock wurde auf die Schneideplattform eines
Campden Vibratoms geklebt und in sauerstoffangereichertem eiskalten ACSF
eingetaucht. Hippocampales Gewebe wurde kaudal von Bregma (zwischen —3.0 und
—4.3 mm) entnommen und in coronale 400 ym dicke Scheiben geschnitten (Paxinos
und Watson, 1986). Die Schnitte ruhten fir mindestens 1 Std., bevor die Messungen
in einer in vitro MelRkammer bei 32-34 °C begannen. Extrazellulare Feldpotentiale
wurden mit ACSF geflllten Glassmikroelektroden (3-5 MQ) gemessen, die im
Stratum radiatum der Region CA1 platziert wurden. Die Schaffer-Kollateralfasern
wurden mit einer bipolaren Stimulationselektrode aktiviert. Nach Stabilisierung der
Feldpotentiale wurde die Stimulusintensitat jenes Thresholds (= 1T, 1.5-5 V)
bestimmt, welcher eine minimale orthodromische synaptische Antwort ausloste. Eine
input-output Kurve wurde ermittelt, indem eine immer hohere Stimulusintensitat bis
zu einer maximalen Intensitat von 5T appliziert wurde. Fir jede Stimulusintensitat
wurde ein Mittelwert von 5-10 Antworten berechnet, um die input-output Kurve zu
konstruieren. Die Stimulusintensitdt wurde so angepasst, dass sie eine
orthodromische synaptische Antwort ausloste, die zwischen einer Amplitude von 50
bis 60 % der maximalen Antwort eines Feldpotenzials lag. Eine Baseline wurde
erhoben, indem einzelne synaptische Antworten Uber eine Dauer von 20 min
gemessen wurden, wobei die Interstimulusintervalle jeweils 30 s betrugen.
Gewebeschnitte, die unstabile Baselineamplituden oder Feldpotenziale <0,5 mV
aufwiesen, wurden verworfen. Afferenzen zum CA1 wurden tetanisiert, indem vier
0.5 Sekunden dauernde Impulsgruppen bei einer Frequenz von 200 Hz im Abstand
von 5 Sekunden appliziert wurden (Shankar et al., 1998). Nach Gabe des Tetanus
wurden alle 20 Sek. einzelne Antworten Uber eine Dauer von 60 min ausgeldst. Die
Signale wurden bei 6-10 kHz ausgewahlt, bei 3 kHz Tiefpass gefiltert und
aufgenommen, gespeichert und off-line mit einer Software analysiert (PCLAMP7, Axon
Instriments, CA, USA oder TIDA, Heka Elektronik, Lambrecht, Deutschland). Im CA1
wurde die Steilheit (,peak slope®) der anfanglichen Abwartsphase des exzitatorischen
postsynaptischen Feldpotentials (fEPSP) gemessen. Alle Daten wurden in
Abhangigkeit von der durchschnittlichen Steilheit und dem Scheitelpunkt der fEPSPs
wahrend der 20 minutigen Baseline vor Gabe des Tetanus normalisiert. Die
Expressionsgrade von STP bzw. LTP wurden von den Datenpunkten erhoben, die

10-15 Min. bzw. 55-60 Min. nach dem Tetanus gemessen wurden.
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3.1.3.6 Statistische Analysen

Die durchschnittlichen Schwimmzeiten zur Plattform sowie die durchschnittlichen
Aufenthaltszeiten (in %) im Plattformquadranten und im auf3eren Ring des Labyrinths
wurden pro Trainingstag erhoben. FuUr die statistische Analyse wurden fir jede der
Variablen die Werte der einzelnen Trainingstage gemittelt, so dass ein Gesamtwert
fur jedes Tier erhoben werden konnte (n = 14).

Far Gruppenvergleiche wurden Mann-Whitney oder ANOVA Tests fur unabhangige
Stichproben durchgefuhrt. Parametrische Tests wurden angewandt, wenn die
Annahmen der normalen Stichprobenverteilung und der Homogenitat erfullt wurden.
Es wurden ebenso Korrelationsanalysen nach Spearman oder Pearson durchgefihrt,
um die Zusammenhange zwischen den Variablen zu uberprufen. Welcher der
beiden Tests angewandt wurde, basierte auf denselben Annahmen wie oben
erwahnt. Die Korrelationsanalysen wurden flur die besseren und schlechteren Lerner
getrennt als auch fir beide Gruppen zusammen durchgefuhrt.

Aufgrund der groRen Anzahl der Analysen werden die nachfolgenden P-Werte nur

als ein Effektmal} dargestellt.

3.1.4 Ergebnisse

3.1.4.1 Das Wasserlabyrinth

Schwimmzeit zur verborgenen Plattform. Wie erwartet, unterschieden sich die
besseren und schlechteren Lerner hinsichtlich der  durchschnittlichen
Gesamtschwimmzeiten zur verborgenen Plattform [F(1, 12) = 51.69, P = 0.000005,
einseitig]. Der Mittelwert (+ SF) fur die besseren Lerner betrug 47.57 + 3.58 Sek.
und fur die schlechteren Lerner 82.06 + 3.19 Sek. Die Lernkurven sind in Abb. 1A
dargestellt.
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Abb. 1. Lernen im Wasserlabyrinth. (A)
Mittlere (+ SF) Schwimmzeit zur
verborgenen Plattform Uber  vier
Durchgange pro Tag, aufgezeigt fur 9
Trainingstage. Die Lernkurven fir diese
Variable sind fir die besseren (n = 7) und
schlechteren (n = 7) Lerner separat
aufgefihrt. Die Gruppen unterschieden
sich hinsichtlich der Gesamtperformanz
(d.h. im Durchschnittswert Giber alle neun
mittleren Schwimmzeiten pro Tag) (*P =
< 0.05). (B) Mittlere (+ SF)
Aufenthaltszeit im Plattformquadranten
(% der Schwimmdauer zur verborgenen
Plattform) Gber vier Durchgange pro Tag,
aufgezeigt fur neun Trainingstage. Die
Lernkurven sind fiir die besseren (n = 7)
und schlechteren (n = 7) Lerner separat
aufgefihrt. Die mittleren
Aufenthaltszeiten (%) wurden an die
Performanz am ersten Tag (Baseline =
100%) angepasst und gemittelt. Die
besseren Lerner wiesen eine hodhere
Platzpraferenz an den Trainingstagen 5-
9, 6-9 und 7-9 auf als die schlechteren
Lerner (*P < 0.05). (C) Mittlere (+ SF)
Aufenthaltszeiten im aulleren Ring des
Labyrinths (% der Schwimmdauer zur
verborgenen  Plattform)  dber  vier
Durchgange pro Tag, aufgezeigt fir neun
Trainingstage. Die Abnahme der
Aufenthaltszeiten Uber die Trainingstage
hinweg sind separat fiir die besseren (n =
7) und schlechteren (n = 7) Lerner
aufgefihrt. Die Gruppen unterschieden
sich hinsichtlich der Gesamtperformanz
(d.h. im Durchschnittswert Uber alle neun
mittleren Aufenthaltszeiten pro Tag) (*P =
< 0.05).
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Aufenthaltszeit im Plattformquadranten. Die besseren und schlechteren Lerner
wurden auch bezuglich der durchschnittlichen Prozentwerte, die sie wahrend der
Akquisitionsphase im Plattformquadranten schwammen, verglichen. Die Lernkurven
der jeweiligen Gruppen fur dieses Verhaltensmald sind in Abb. 1B aufgezeigt. Die
sieben besseren und sieben schlechteren Lerner unterschieden sich nicht im
mittleren Gesamtaufenthalt im Plattformquadranten, d.h. wahrend der 9
Trainingstage (P = 0.57). Um die offensichtliche Platzpraferenz der besseren Lerner
wahrend der letzten 5 Trainingstage genauer zu untersuchen, wurden die mittleren
Prozentwerte der einzelnen Trainingstage 5, 6, 7, 8 und 9 zuerst den Baselinewerten

an Tag 1 (100%) angepasst und dann gemittelt. Die Ergebnisse zeigten, dass die

besseren Lerner wahrend der Trainingstage 5-9 (Medianpessere = 116.44%,
Interquartilbereichpessere = 11.89; Medianschiechtere = 100.03%,
Interquartilbereichgchiechtere = 9.14; P = 0.04), 6-9 (Medianpessere = 112.99%,
Interquartilbereichpessere = 13.68; Medianschiechtere = 100.23%,
Interquartilbereichschiechtere = 11.11; P = 0.03) und 7-9 (Medianpessere = 110.07%,
Interquartilbereichpessere = 19.51; Medianschiechtere = 103.29%,

Interquartilbereichschiechtere = 12.51; P = 0.04) mehr Zeit im Plattformquadranten
verbrachten als die schlechteren Lerner.

Aufenthaltszeiten im auf3eren Ring. Die sieben besseren und sieben schlechteren
Lerner wurden auch bezuglich der mittleren Gesamtaufenthaltszeiten (%) wahrend
des Trainings in der Peripherie des Labyrinths verglichen. Die besseren Lerner
(72.57 + 2.21%) verbrachten weniger Zeit in der Peripherie als die schlechten Lerner
(83.02 + 1.81%; F(1,12) = 13.38, P = 0.003). Die Lernkurven der beiden Gruppen flur
dieses Mal} sind in Abb. 1C aufgefuhrt.

Probe Trial. Das Gedachtnis fir den Ort des vorherigen Plattformquadranten wurde
in einem Extinktionsdurchgang ohne Plattform gemessen. Die besseren und
schlechteren Lernergruppen unterschieden sich allerdings nicht in der Zeit, die sie
wahrend des 2-minutigen Durchgangs in diesem Quadranten schwammen (P = 0.75)
(Abb. 2A). Ebenso ergaben sich keine Gruppenunterschiede bei separater
Untersuchung der ersten [F(1,12) = 2.08, P = 0.18] und zweiten Minute [F(1,12) =
1.16, P = 0.30] des Durchgangs. Die Lernergruppen unterschieden sich auch nicht
im Hinblick auf die Schwimmgeschwindigkeit wahrend des Durchgangs [F(1,12) =
1.22, P = 0.29] (Abb. 2B).
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Test mit sichtbarer Plattformposition. Die besseren und schlechteren Lerner wurden
dann ebenfalls im Hinblick auf die durchschnittichen Schwimmzeiten zur
signalisierten Plattform verglichen. Die besseren Lerner (45.23 s + 8.25 SF)
unterschieden sich hierbei nicht von den schlechteren (70.01 s + 10.06 SF) in Bezug
auf die mittleren Schwimmzeiten fur die vier Durchgange [F(1,12) = 3.63, P = 0.08].
Die mittleren Schwimmzeiten zur Plattform wurden auch fir die ersten beiden und
die beiden weiteren Durchgange separat analysiert (Abb. 3). Die Gruppen
unterschieden sich nicht in den ersten beiden Durchgangen [F(1,12) = 1.05, P =
0.33]. In den letzten beiden Durchgangen jedoch brauchten die besseren Lerner
weniger Zeit, um die Plattform zu errreichen als die schlechteren Lerner [F(1,12) =
5.08, P = 0.04]. Keine der genannten Fluchtlatenzen, d.h., fur alle vier, die ersten
und letzten beiden Durchgange, korrelierte mit den restlichen Variablen, die flr den
Wasserlabyrinthversuch erhoben wurden (alle P-Werte > 0.05); die Korrelationen

wurden jeweils fur die besseren und schlechteren Lerner separat, aber auch fir alle
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Tiere der beiden Gruppen zusammen durchgeflhrt. Die Lernergruppen wurden
ebenfalls hinsichtlich der Aufenthaltszeiten verglichen, die diese im vorherigen
Plattformquadranten (wahrend des Platzlernens mit verborgener Plattform) und im
aktuellen Plattformquadranten (mit sichtbarer Plattformposition) verbrachten. Es
ergab sich fir keinen der vier Durchgange ein Gruppenunterschied (alle P-Werte >
0.1).

— besser Abb. 3. Test mit sichtbarer Plattformposition.
5 109 == schiechter Mittlere (+ SF) Schwimmdauer zur Plattform
S E . . . L N
Zo 80 mit visuellem Hinweisreiz wahrend der
T~ VT
E 2% ersten beiden und beiden weiteren
£20 %
% 2 N Durchgénge. Die Mittelwerte sind jeweils fur
E —
e = 9—; die Gruppe der besser- und
5T 404
+E 2 schlechterlernenden Tiere aufgezeigt. In
~© =
oo T 5l diesem Experiment folgten vier
-;: N Versuchsdurchgange aufeinander, die
0

Plattform befand sich immer am gleichen
Durchgédnge Durchgange . .
1-2 3-4 Ort, gegenuber der vorherigen

Plattformposition (mit verborgener Plattform).

*P < 0.05 zwischen den Gruppen.

3.1.4.2 Der inhibitorische Vermeidungslerntest

Die medianen Zeiten, die die Gruppen flr den Wechsel vom weilen in das schwarze
Abteil in Anspruch nahmen, sind fur den Trainingsdurchgang (Baseline) und die
Retentionsdurchgange 90 min und 24 Std. nach dem Trainingsdurchgang in Abb. 4A
aufgefuhrt. Ein Vergleich der Eintrittslatenzen der beiden Gruppen (% Baseline =
100%) zeigte, dass die besseren Lerner 90 min nach dem Trainingsdurchgang das
schwarze Abteil spater betraten als die schlechteren Lerner (P = 0.003, einseitig)
(Abb. 4B). D.h., die kurzzeitige Erinnerung daran, dass der Ful3schock in diesem
Abteil stattgefunden hat, war deutlicher in der Gruppe der besseren Lerner. Die
Gruppen unterschieden sich nicht im Erinnerungsvermégen, wenn dieses 24 Std.
nach dem Training getestet wurde (P = 0.07, einseitig). Ebenso ergab sich kein

Unterschied im Baselineverhalten (P = 0.28).
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3.1.4.3 Das Offenfeld

Die durchschnittliche Anzahl (+ SF) der Aufrichtungen im Offenfeld betrug bei den
besseren Lernern 13.86 + 4.03 an Tag 1 und 12.00 + 3.11 an Tag 2, und 18.14 +
6.35 sowie 15.43 + 4.76 bei den schlechteren Lernern. Die Gruppen unterschieden
sich nicht in der jeweiligen Anzahl der Aufrichtungen an Tag 1 [F(1,12) = 0.32, P =
0.29, einseitig] oder Tag 2 [F(1,12) = 0.36, P = 0.28, einseitig].

3.1.4.4 Korrelationen zwischen dem Lernen im Wasserlabyrinth und der
Offenfeldexploration

Es wurden auch Korrelationsanalysen zwischen den gewonnenen Variablen im
Wasserlabyrinth und Offenfeld durchgefuhrt. Fur die Gruppe der besseren Lerner,
korrelierte die Anzahl der Aufrichtungen im Offenfeld an Tag 1 (Pearson r = -0.84, P
= 0.02) und an Tag 2 (Pearson r = -0.85, P = 0.02) mit den mittleren
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Gesamtschwimmzeiten zur verborgenen Plattform. Demnach gingen fir diese
Gruppe mehr Aufrichtungen im Offenfeld mit einem schnelleren Entkommen auf die
Plattform im Wasserlabyrinth einher. Der Korrelationskoeffizient fur die schlechteren
Lerner betrug r =-0.2 (P = 0.67; Pearson) an Tag 1 und r =-0.11 (P = 0.82; Pearson)
an Tag 2. Fur beide Gruppen zusammen betrug der Korrelationskoeffizient r = -0.05
(P = 0.88; Pearson) an Tag 1 und r = -0.02 (P = 0.95; Pearson) an Tag 2. Weiterhin
korrelierte die Anzahl der Aufrichtungen in den besseren Lernern mit der
Platzpraferenz wahrend der letzten drei Trainingstage im Wasserlabyrinth, d.h. den
Anstieg (% Baseline) der Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten wahrend der
Akquisitionstage 7-9 (Spearman r = 0.75, P = 0.05). Die restlichen Korrelationen
zwischen den erhobenen Variablen im Offenfeld und im Wasserlabyrinth
einschlieBlich des Extinktionsdurchgangs ergaben fur die jeweilige Gruppe, aber
auch fur beide Gruppen zusammen, hohe P-Werte (alle P-Werte > 0.05).

3.1.4.5 In vitro elektrophysiologische Untersuchungen

Baseline-Messungen in der CAl-Region. Die Feldpotenziale im CA1 des
Hippocampus wiesen die typische stark negative Antwort auf, wobei prasynaptische
Faservolleys dieser oft vorausgingen (Abb. 5). Die sieben besseren und sieben
schlechteren Lerner unterschieden sich nicht in der Steilheit der Feldpotentiale
(fEPSPs), die vor der Induktion von LTP bei Reizintensitaten von 1T (Threshold)
(besser: -0.29 + 0.02 V/s; schlechter: -0.32 + 0.05 V/s), 2T (200% des Thresholds)
(besser: —0.69 + 0.07 V/s; schlechter: —0.88 + 0.19 V/s) und 3T (300% des
Thresholds) (besser: —1.13 + 0.13 V/s; schlechter: —1.15 + 0.16 V/s) (alle P-Werte >
0.05) evoziert wurden. Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass sich die
Lernergruppen Uber eine Reihe von Stimulusintensitaten hinweg bezuglich der
normalen synaptischen Ubertragung nicht voneinander unterschieden. Synaptische
Antworten auf Reizintensitaten, die hoher als 3T waren, wurden nicht weiter
analysiert, da diese oftmals ein Aktionspotenzial (,population spike®) auslosten. Die
besseren (6.92 + 1.12 V) und schlechteren (7.14 + 0.97 V) Lernergruppen
unterschieden sich auch nicht in den Reizintensitaten, die zur Induktion von
Testimpulsen und Tetani benutzt wurden (P > 0.05). Bei beiden Gruppen konnte
eine stabile Baseline vor Gabe des 200 Hz Tetanus Uber einen Zeitraum von

mindestens 20 Min. im CA1 gemessen werden.
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Kurz- und Langzeitpotenzierung in der CA1-Region. Die Kurz- und
Langzeitpotenzierung (STP und LTP) im CA1 wurde fur jedes Tier gemessen und
anhand der Baselinewerte prozentual berechnet. Die Mediane (und
Interquartilbereiche) fur STP betrugen 124.16 (68.66) und 124.10 (22.90) fiur die
besseren bzw. schlechteren Lerner. Die Mediane (und Interquartilbereiche) fur LTP
betrugen 128.26 (47.17) bzw. 129.66 (18.17). Die Gruppen unterschieden sich nicht
im Expressionsgrad von STP (P = 0.24, einseitig) und LTP (P = 0.42, einseitig).

Korrelationsanalysen ergaben, dass bei den besseren Lernern (Spearman r = 1.00, P
= 0.00), jedoch nicht bei den schlechteren (Spearman r = 0.64, P = 0.12), STP und
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LTP signifikant miteinander korrelierten. Bei allen Tieren korrelierten STP und LTP
ebenfalls positiv miteinander (Spearman r = 0.88, P = 0.00004).

3.1.4.6 Korrelationen zwischen dem Verhalten im Wasserlabyrinth und STP und
LTP

Da die Verteilungen von STP und LTP nicht das Normalitatskriterium erfillten,
wurden im Folgenden ausschlieBlich nicht-parametrische Verfahren zur
Datenanalyse angewendet.

Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform. Um die Hypothese zu testen, dass STP
und LTP mit dem Fluchtlernen im Wasserlabyrinth assoziiert sind, wurden die
durchchnittlichen Gesamtschwimmzeiten zur verborgenen Plattform mit STP und
LTP jeweils fur die besseren und schlechteren Lerner sowie fur alle Tiere zusammen
korreliert. FUr die besseren Lerner waren diese Korrelationen signifikant, die
Korrelationskoeffizienten betrugen einen Wert von —1.0. Demnach korrelierte ein
schnelleres Entkommen auf die Plattform, also ein besseres Lernvermdgen, mit mehr
STP und LTP. Fur die Gruppe der schlechteren Lerner betrugen die Korrelationen
zwischen den mittleren Gesamtschwimmzeiten und STP sowie LTP jeweils r = -0.71
(P =0.07) und r =-0.29 (P = 0.54) (siehe Abb. 6). Fir alle Tiere zusammen erreichte
die Korrelation zwischen den mittleren Gesamtschwimmzeiten und STP einen
Koeffizienten von —0.57 (P = 0.03), aber einen Koeffizienten von —0.41 (P = 0.15) im
Fall von LTP.
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Schwimmzeiten im  Plattformquadranten. Der Anstieg (%) der im
Plattformquadranten geschwommenen Zeit wahrend der letzten drei Trainingstage
(7-9) im Vergleich zum Ersten (Baseline) korrelierte mit STP (r = 0.75, P = 0.05) und
LTP (r = 0.75, P = 0.05) fur die besseren Lerner. Demnach korrelierten hohere
Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten mit mehr STP und LTP in der CA1-Region.
Wurden die mittleren Gesamtaufenthaltszeiten fur die Trainingstage 6-9 errechnet
und mit STP und LTP korreliert, ergaben sich Korrelationskoeffizienten von jeweils
0.71 (P = 0.07) und 0.71 (P = 0.07). Fur die Gruppe der schlechteren Lerner
betrugen die P-Werte jeweils > 0.4. Beide Gruppen zusammen wiesen
Korrelationskoeffizienten von —0.5 (P = 0.07) und 0.51 (P = 0.06) auf, wenn STP und

LTP mit den Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten wahrend der letzten drei
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Trainingstage (7-9) korreliert wurde. Fur die Trainingstage 6-9 betrugen die
Koeffizienten 0.42 (P = 0.13) im Fall von STP und 0.46 (P = 0.1) im Fall von LTP.
Aufenthaltszeiten im &uleren Ring. Die Korrelationen zwischen den
Aufenthaltszeiten in der Peripherie des Labyrinths (%) und STP sowie LTP waren
nicht bedeutsam. Fuir die Gruppe der besseren Lerner betrugen die P-Werte jeweils
1.0., fur die schlechteren Lerner jeweils > 0.7 und fur alle Tiere zusammen > 0.5.
Probe Trial. Fur alle Tiere zusammen Kkorrelierten die Aufenthaltszeiten im
vorherigen Plattformquadranten wahrend des Durchgangs ohne Plattform positiv mit
STP (r = 0.65, P = 0.01) und LTP (r = 0.56, P = 0.04). Demnach korrelierte eine
langere Aufenthaltszeit mit einem héheren Expressionsniveau von STP und LTP
(Abb. 7).
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Fir die Gruppe der schlechteren Lerner korrelierten die Aufenthaltszeiten im
vorherigen Plattformquadranten mit STP (r = 0.96, P = 0.0004), aber nicht mit LTP (r
= 0.61, P = 0.15). Fur die besseren Lerner betrugen die P-Werte > 0.25.
Korrelationsanalysen zwischen STP oder LTP und den Aufenthaltszeiten im
Plattformquadranten wurden zusatzlich nur fir diejenigen Tiere durchgefihrt, die
mehr als 25% der Schwimmzeit im Labyrinth im vorherigen Plattformquadranten
verbracht haben (n = 6). Hierbei ergab sich keine bezeichnende Korrelation
entweder zwischen STP und dem Aufenthalt im vorherigen Plattformquadranten (r =
0.2, P =0.7) oder LTP und der Schwimmzeit in dieser Region (r = -0.09, P = 0.87).
Auch die Schwimmgeschwindigkeiten im Labyrinth wahrend des ,Probe Trials*
korrelierten nicht offensichtlich mit STP oder LTP in der Gruppe der besseren Lerner
(P > 0.5), der schlechteren Lerner (P > 0.1) oder fiur alle Tiere zusammen (P > 0.1).
Test mit sichtbarer Plattformposition. In der Gruppe der schlechteren Lerner
korrelierten die durchschnittichen Schwimmzeiten zur signalisierten Plattform
wahrend der vier Durchgange (r = -0.79, P = 0.04) sowie wahrend der ersten zwei
Durchgange (r = -0.82, P = 0.02) mit LTP, aber nicht mit STP (r = -0.29, P = 0.54 und
r = -0.18, P = 0.7). In der Gruppe der besseren Lerner sowie fur alle Tiere
zusammen waren die Korrelationen nicht bedeutsam (alle P-Werte > 0.4).

3.1.4.7 Korrelationen zwischen der Offenfeldexploration und STP und LTP
Bezlglich einer weiteren zentralen Hypothese dieser Arbeit, namlich dass Lern- und
Gedachtnisprozesse auch eine Funktion des explorativen Verhaltens darstellen,
untersuchten wir in diesem Projekt ebenfalls die Zusammenhange zwischen dem
Aufrichtverhalten im Offenfeld und STP und LTP. Die Ergebnisse zeigten, dass in
der Gruppe der besseren Lerner die Anzahl der Aufrichtungen mit STP (r = 0.93, P =
0.003 an Tag 1 und r = 0.96, P = 0.001 an Tag 2) und LTP (r = 0.93, P = 0.003 an
Tag 1 und r = 0.96, P = 0.001 an Tag 2) an beiden Versuchstagen im Offenfeld
korrelierte. Hierbei korrelierten eine hohere Anzahl an Aufrichtungen mit mehr STP
und LTP. In der Gruppe der schlechteren Lerner waren die Korrelationen nicht
bedeutsam (alle P-Werte > 0.4) (Abb. 8). Auch fur alle Tiere zusammen Korrelierte
die Anzahl der Aufrichtungen nicht offensichtlich mit STP und LTP (P > 0.05).
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Die Korrelationen mit den P-Werten > 0.05 sind noch einmal in Tabelle 1

zusammengefasst.

Tabelle 1. Zusammenfassung der Korrelationen mit P < 0.05 in den Gruppen der besseren (B) und schlechteren (S) Lerner und fir alle Tiere (BS) zusammen

Wasserlabyrinth Offenfeld Elektrophysiologie
Aufent-
Schwimm- haltszeiten Anzahl der Anzahl der
zeiten zur im Plattform- Probe Cued Aufrichtungen Aufrichtungen
Plattform Quadranten* Trial Version an Tag 1 an Tag 2 STP LTP
Schwimmzeiten zur Plattform -
Aufenthaltszeiten im Plattform- ¢ (B, BS)
quadranten*
Probe Trial
Cued Version
Anzahl der Aufrichtungen an Tag 1 ¢ (B) f (B)
Anzahl der AufrichtungenanTag2 ¢ (B) 48, s,89)
sTP i (8,BS) + ® * (s.B9) t ® G -
LTP (®) t  ® TG vy © 1 ® ) !} (8,83)

T = positive Korrelation; $ = negative Korrelation. * An den Tagen 7-9.
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3.1.5 Diskussion

In der gegenwartigen Studie wurden alte Tiere mit besserem und schlechterem
Lernleistungsvermdgen im  Wasserlabyrinth  miteinander  verglichen  und
unterschieden sich, wie erwartet, in der Schwimmlatenz bis zum Entkommen auf eine
verborgene Plattform, aber auch in den Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten
und in der Peripherie des Labyrinths. Ebenso wies die Gruppe der besseren Lerner
in einer inhibitorischen Vermeidungslernaufgabe ein besseres Kurzzeitgedachtnis als
die schlechteren Lerner auf. Zusatzlich konnte in der Gruppe der besseren Lerner
die Varianz im Wasserlabyrinthlernen durch die Varianz im Explorationsverhalten im
Offenfeld grofitenteils erklart werden. Ebenso korrelierten STP und LTP, die in der
CA1-Region gemessen wurden, in dieser Gruppe mit dem Relationslernen im
Wasserlabyrinth  sowie mit dem Explorationsverhalten im Offenfeld. Die
Verhaltensunterschiede der besseren und schlechteren Lerner konnten nicht durch
Gruppenunterschiede im Expressionsgrad von STP und LTP in diesen Tieren erklart
werden.

3.1.5.1 Unterschiede im Verhalten zwischen den besseren und schlechteren
Wasserlabyrinthlernern

Die Akquisition im Wasserlabyrinth. Die besseren und schlechteren Lerner wurden
aufgrund ihrer Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform im Wasserlabyrinth aus
einer groReren Stichprobe ausgewahlt. Wie erwartet unterschieden sich die
Lernergruppen in den mittleren Gesamtschwimmzeiten zur Plattform wahrend der
Akquisitionsphase; im Vergleich zu den besseren Lernern, wiesen die schlechteren
Lerner ein deutliches Defizit bei der Losung der Aufgabe auf. Im Allgemeinen wird
die  Verringerung der Schwimmlatenzen oder -distanzen Uber die
Versuchsdurchgange hinweg als Indikator fur raumliches Lernen angesehen, denn
es wird angenommen, dass diese mit dem Erlernen der Plattformposition anhand von
Hinweisreizen aulRerhalb des Wasserlabyrinths einhergeht (Morris, 1984). Studien
zeigen jedoch, dass sich die Latenzen oder Distanzen auch verringern kdnnen, wenn
die Tiere blind sind (Lindner et al., 1997). In der gegenwartigen Studie wurden
ebenfalls Daten zum Erlernen einer Platzpraferenz sowie einer Vermeidung der
Peripherie des Wasserlabyrinths erhoben. Im Gegensatz zum Erlernen einer
Platzpraferenz, d.h. die Bevorzugung des Plattformquadranten gegeniber den
anderen Quadranten, beinhaltet das Lernen einer Vermeidung der Peripherie nicht

unbedingt eine raumliche Komponente; von der Beckenwand in das Zentrum des
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Labyrinths zu schwimmen kann automatisch die Chancen erhéhen, auf die Plattform
zu treffen. In dieser Studie zeigten die besseren Lerner beide Formen der
Akquisition. Die schlechteren Lerner hingegen wiesen keine Platzpraferenz auf und
reduzierten den Aufenthalt im &uferen Ring nur wahrend der letzten zwei
Akquisitionstage. Interessanterweise fuhren Lasionen des Hippocampus und die
Blockade von NMDA und muskarinergen Rezeptoren ebenfalls zur Zunahme der
Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform und der Aufenthaltszeiten in der
Peripherie des Labyrinths (Cain et al., 1996; Saucier et al., 1996; Cain, 1998).

Probe Trial. Die Gruppenwerte der besseren und schlechteren Lerner indizierten
keine Praferenz fur den vorherigen Plattformquadranten, obwohl der
Interquartilbereich der besseren Lerner relativ gro® war und darauf hindeutete, dass
ein Teil der Tiere eine raumliche Praferenz zeigte. Auch in anderen Studien fand
man bei alten Tieren keine deutliche Platzpraferenz fur den vorherigen
Plattformquadranten, auch wenn die Schwimmzeiten oder -—distanzen zur
verborgenen Plattform wahrend der Akquisition abnahmen (Rapp et al., 1987;
Deupree et al., 1991; Frick et al., 1995). In der gegenwartigen Studie zeigten die
besseren Lerner wahrend der Akquisition raumliche und nicht-rdumliche
Lernleistungen, welche zur Abnahme in den Schwimmzeiten zur Plattform geflhrt
haben. Beide Lernverhalten kdnnen daher mit der Performanz wahrend des ,Probe
Trials* interagiert haben, so dass die raumliche Platzpraferenz nicht die gesamte
Lernleistung wiederspiegelte und gering ausfiel. Madglicherweise war ein raumliches
Lernvermdgen in zu wenigen Tieren vorhanden, als dass sich dieses in Form einer
Platzpraferenz fur die gesamte Gruppe abbilden konnte.

Testversion mit sichtbarer Plattformposition. Obwohl sich in den vier einzelnen
Durchgangen mit sichtbarer Plattformposition oder in den ersten zwei Durchgangen
die besseren Lerner nicht von den schlechteren unterschieden, zeigte sich ein
Gruppenunterschied in den letzten beiden Durchgangen. Hierbei erklommen die
besseren Lerner die Plattform schneller als die schlechteren Lerner. Diese Version
des Wasserlabyrinths steht im Allgemeinen fir die Messung des Sehvermdgens
sowie der Motivation und anderer moglicher konfundierender Variablen, welche die
raumliche Lernleistung wahrend der Akquisition beeinflussen konnten (Morris, 1984).
Bei alten Ratten konnten die raumlichen Lerndefizite bisher nicht durch Defizite bei
der Aufgabe mit sichtbarer Plattformposition erklart werden (Rapp et al., 1987; Gage
et al., 1989; Markowska et al., 1989, Gallagher et al., 1993). Auch in der
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gegenwartigen Studie korrelierten fur keine der beiden Lernergruppen die
Schwimmzeiten zur verborgenen und signalisierten Plattform. Dieses deutet
daraufhin, dass die Performanz in der raumlichen Lernaufgabe nicht durch die
Performanz in der Aufgabe mit sichtbarer Plattformposition erklart werden konnte.
Der Gruppenunterschied in den letzten beiden Durchgangen bei der Aufgabe mit
sichtbarer Plattformposition konnte auf ein Lerndefizit bei den schlechteren
gegenuber den besseren Lernern hinweisen.

Offenfeldaktivitat. Die besseren und die schlechteren Lerner wurden auch bezuglich
des Explorationsverhaltens im Offenfeld, d.h. in Bezug auf das Aufrichtverhalten Gber
zwei Testungen hinweg verglichen. Die Gruppen unterschieden sich nicht
voneinander, in Ubereinstimmung mit einer anderen Studie (Rowe et al., 1998).
Dieses konnte darauf hindeuten, dass sich die Gruppen in der Motivation, das
Offenfeld zu explorieren sowie in der hierzu erforderlichen motorischen Fahigkeit,
ahnelten. Die Exploration ist eng an Konzepte wie Aufmerksamkeit, Erregung und
Informationssuche geknupft (Berlyne, 1966a, b). Aufmerksamkeitsprozesse und
Motivation kdnnen wiederum determinieren, ob und zu welchem Grad das Lernen
stattfindet (Berlyne, 1969; Posner und Petersen, 1990). Interessanterweise fanden
wir in der gegenwartigen Studie heraus, dass in der Gruppe der besseren Lerner die
Varianz im Fluchtlernen im Wasserlabyrinth durch die Varianz in der Anzahl der
Aufrichtungen im Offenfeld wesentlich erklart werden konnte. In dieser Gruppe
korrelierte besseres Lernen, d.h. kirzere Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform
mit einer vermehrten explorativen Aktivitat im Offenfeld. Ebenso korrelierte eine
starkere Platzpraferenz fur den Plattformquadranten wahrend der Akquisition mit
mehr Aufrichtungen an Tag 1 im Offenfeld. Moglicherweise konfundierten Faktoren
wie das extrem defiziare Fluchtlernen, das Nichtvorhandensein einer Platzpraferenz
und/oder dritte Variablen ahnliche Zusammenhange in der Gruppe der schlechteren
Lerner.

Inhibitorisches  Vermeidungslernen. Es ist bekannt, dass alte Tiere
Retentionsaufgaben im Vergleich zu jungen Tieren schlechter bewaltigen, auch wenn
es sich um das inhibitorische Vermeidungsverhalten handelt (Martinez und Rigter,
1983; Vasquez et al., 1983; Markowska et al., 1989; Giuliani et al., 1994). Das
Erlernen und die Retention einer inhibitorischen Vermeidung ist von der Integritat des
Hippocampus und anderen Hirnstrukturen abhangig (Bermudez-Rattoni et al., 1991;

Frisch et al., 1998; Izquierdo et al., 1998; Barros et al., 1999). In der gegenwartigen
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Studie zeigte die Gruppe der schlechteren Labyrinthlerner in einer inhibitorischen
Vermeidungsaufgabe ein defizitares Kurzzeitgedachtnis im Vergleich zu den
besseren Lernern. Unglucklicherweise war es nicht moglich, Korrelationsanalysen
mit anderen Verhaltensweisen durchzufihren, da die maximalen Eintrittslatenzen,
die in dieser Aufgabe erreicht werden konnten, von mehreren Tieren erlangt wurden
und so mehrere Datenpunkte punktgleich waren.

3.1.5.2 Korrelationen zwischen den Lernleistungen im Wasserlabyrinth und
STP und LTP bei besser- und schlechterlernenden alten Ratten

Der Befund, dass sich die besseren und schlechteren Lerner in dieser Studie im
Expressionsgrad von STP und LTP im Hippocampus nicht voneinander
unterschieden, steht im Einklang mit anderen Studien, in denen alte Tiere oder alte
und junge Tiere hinsichtlich der Induktion von LTP miteinander verglichen wurden
(Barnes, 1979; Deupree et al.,, 1993; Diana et al., 1994; Bach et al., 1999). Die
Varianz im Raumlernen der besseren Lerner konnte jedoch auf bedeutsame Weise
durch die Varianz im Expressionsgrad von STP und LTP erklart werden; kurzere
Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform korrelierten mit einem hdheren Grad an
STP und LTP. Ebenfalls korrelierte eine hohere Platzpraferenz mit mehr STP und
LTP in dieser Gruppe. Die Aufenthaltszeiten an der Wand des Labyrinths schienen
jedoch in keinem bedeutsamen Zusammenhang mit STP und LTP zu stehen.
Weiterhin korrelierte die Aufenthaltszeit im vorherigen Plattformquadranten wahrend
des ,Probe Trials“ mit STP und LTP fur beide Gruppen. In Bezug auf die seit langem
gefuhrte Debatte, ob LTP ein mdgliches neuronales Substrat von Lern- und
Gedachtnis- oder verwandten Prozessen darstellt (z.B. McEachern und Shaw, 1996;
Shors und Matzel, 1997), unterstitzen die Ergebnisse dieser Studie die Hypothese,
dass in vitro STP und LTP mit dem Raumlernen und —gedachtnis verknupft ist,
obwonhl diese keine kausalen Faktoren darstellen, die die Unterschiede im Verhalten
der besseren und schlechteren Lerner erklaren konnten.

Uberraschenderweise korrelierten STP und LTP mit dem Lernverhalten wahrend der
Akquisition nur fir eine Subgruppe der Tiere, der besseren Lerner, wohingegen die
Platzpraferenz wahrend des Extinktionsdurchgangs mit STP und LTP fur alle Tiere
gemeinsam korrelierte. In einer anderen Studie (Deupree et al., 1991) hingegen
korrelierten diese Variablen nicht miteinander. Im Vergleich hierzu fanden Bach et
al. (1999) heraus, dass raumliche Gedachtnisfehler bei alten Mausen mit der spaten

Phase von LTP (L-LTP) im Hippocampus korrelierte. Festzustellen ist, dass in der
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Studie von Deupree et al. (1991), vergleichbar mit der gegenwartigen Studie, die
Tiere im Durchschnitt keine bedeutsame Platzpraferenz im ,Probe Trial® aufwiesen.
Daher fuhrten wir ebenfalls Korrelationsanalysen zwischen STP, LTP und den
Aufenthaltszeiten im vorherigen Plattformquadranten nur fur diejenigen Tiere durch,
die eine deutliche Platzpraferenz aufwiesen (6 von 14 Tieren) und fanden keine
bedeutsame Korrelation zwischen den Variablen. Die zuvor gefundenen
Korrelationen (fur alle 14 Tiere) schienen also auf einer Co-Varianz mit anderen
Variablen zu basieren, die nicht unbedingt in Zusammenhang mit dem raumlichen
Gedachtnis stehen.

Auf der anderen Seite korrelierten in der Gruppe der besseren Lerner die
Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform und die Platzpraferenz fir den
Plattformquadranten mit STP und LTP. Bisher haben nur wenige Studien mit
Korrelationsanalysen gearbeitet, um die Zusammenhange zwischen dem Erlernen
des Wasserlabyrinths und LTP oder anderen Formen der synaptischen Plastizitat zu
untersuchen. In einer Studie korrelierten einzelne Akquisitionsdurchgange im
,Circular Maze“ mit dem Grad der Potenzierung nach hochfrequenter Stimulation
(Barnes, 1979). In einer anderen Studie wurde erwahnt, dass die Akquisitionsrate
von raumlichem Verhalten in einem ,Circular Maze® in einem Verhaltnis von 1:2 mit
der synaptischen Potenzierung stand (Barnes und McNaughton, 1985).
Korrelationsanalysen wurden in diesem Bericht jedoch nicht durchgefuhrt. Diana et
al. (1994) fand eine Korrelation zwischen der Performanz im letzten (27.)
Akquisitionsdurchgang und der post-tetanischen Potenzierung im Gyrus dentatus flr
eine gemischte Population verschiedener Altersgruppen und Tierstamme. Im
Gegensatz hierzu wurden in der gegenwartigen Studie bessere und schlechtere
Lerner einer Altersgruppe miteinander verglichen, um den Zusammenhang zwischen
dem Labyrinthlernen und synaptischer Plastizitat zu untersuchen. Des Weiteren
wurde die Aufmerksamkeit darauf gerichtet, das Lernen als funktional voneinander
abhangige Trainingsdurchgange, d.h. Kurvenlevel, zu beschreiben (Krauth, 1980).
Das Fehlen ahnlicher Zusammenhange in der Gruppe der schlechteren Lerner
konnte aufgrund des groRen Defizits im Fluchtlernen, im Raumlernen und/oder des
Einflusses unbekannter dritter Variablen auf die Zusammenhange aufgetreten sein.
Solche Einflusse konnten z.B. auf Dysfunktionen der extrazellularen Matrix (ECM)
zuruckzufihren sein. Der Grad solcher Dysfunktionen korrelierte mit dem Grad des

Lerndefizits in alten besserlernenden und schlechterlernenden Ratten (Sykova et al.,
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2002). Veranderungen in der Funktion der ECM kdnnen auch LTP beeinflussen
(Kullmann et al., 1996; Asztely et al., 1997). Dritte Variablen dieser Art kdnnen fur
die Variabilitat im Grad und in der Valenz von Korrelationen insbesondere bei alten
Tieren verantwortlich sein (Schulz und Huston, 2002).

3.1.5.3 Korrelationen zwischen der Offenfeldaktivitat und STP und LTP bei
besser- und schlechterlernenden alten Ratten

Dem Hippocampus wird eine Rolle beim Relationslernen (Morris et al., 1982; Pouzet
et al., 2002), bei Aufmerksamkeitsprozessen (Grossberg, 1975; Schmajuk, 1990;
Schmajuk und DiCarlo, 1991) und beim Explorationsverhalten (Gall et al., 1998)
zugedacht, welche wiederum selbst aneinander gekoppelt sind (Berlyne, 1966a, b;
Berlyne, 1969; Posner und Petersen, 1990). So weit wie die Anzahl der
Aufrichtungen ein exploratives oder aufmerksames Verhalten darstellt, bestatigten
die Befunde der gegenwartigen Studie den oben genannten Link; in der
besserlernenden Subgruppe alter Tiere, die im Vergleich zu einer extrem defizitaren
Lernergruppe ein deutliches Flucht- und Raumlernen sowie das Lernen einer
Vermeidung der Peripherie des Wasserlabyrinths und ein besseres
Kurzzeitgedachtnis in einer inhibitorischen Vermeidungslernaufgabe aufwies,
korrelierten das Flucht- und Raumlernen mit der Anzahl der Aufrichtungen. Die
Anzahl der Aufrichtungen korrelierten auch mit STP und LTP. In diesem
Zusammenhang ist es besonders interessant zu erwahnen, dass Shors und Matzel
(1997) LTP als ein Aufmerksamkeits- oder Erregungsapparat sehen, welcher
angeschaltet wird, wenn im Umfeld besonders kritische Informationen vorliegen.
Abschliefend wird noch darauf hingewiesen, dass STP und LTP ungefahr drei
Wochen nach den Verhaltenstestungen im Gewebeschnitt gemessen wurden. Es ist
durchaus bemerkenswert, dass im Falle eines Zusammenhangs zwischen LTP und
der Varianz im Verhalten, welches unsere Ergebnisse bekraftigen, die Eigenschaften
des Systems, das fur die Korrelationen verantwortlich ist, im Gewebeschnitt und Gber

die Zeit hinweg konserviert werden.
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3.2 Korrelationen zwischen Verhaltensparametern bei alten Ratten und STP
und LTP sowie der Gen Expression von ChAT und den NMDA-NR2

Untereinheiten im Striatum

3.2.1 Zusammenfassung

Neuronale Parameter des Striatums wurden auf ihre Relevanz fir altersbedingte
Verhaltensabnahmen untersucht. Vierzig alte Ratten (28-30 Monate alt) wurden
hierfur im Wasserlabyrinth und im Offenfeld getestet. Von diesen wurden sieben
bessere und sieben schlechtere Lerner hinsichtlich des Expressionsgrads von in vitro
Kurzzeit- und Langzeitpotenzierung (STP und LTP), der Genexpression von Cholin
Acetyltransferase (ChAT) sowie den NMDA-NR2A-C Untereinheiten mittels semi-
quantitativer RT-PCR untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die besseren Lerner
einen hoheren Level an ChAT mRNA im Striatum aufwiesen als die schlechteren
Lerner. In der Gruppe der besseren Lerner korrelierte ChAT mRNA mit den
Schwimmzeiten zu einer Plattform mit Hinweisreiz im Wasserlabyrinth, wohingegen
die Varianz im Level von LTP die Varianz im Relationslernen im Wasserlabyrinth und
in den Aufrichtungen in einem Offenfeld zu einem bedeutsamen Anteil erklaren
konnte. In der Gruppe der schlechteren Lerner korrelierte die Gen Expression von
NR2A und NR2B positiv mit dem Relationslernen und mit der Performanz wahrend
einer Retentionsaufgabe im Wasserlabyrinth. Die Ergebnisse weisen daraufhin,
dass interindividuelle Differenzen in verschiedenen Verhaltensweisen alter Ratten
durch die Varianz in striatalen Parametern, d.h. LTP, ChAT und der mRNA der
NMDA-NR2 Untereinheiten, zu bedeutsamen Anteilen erklart werden konnten.
Bemerkenswert war, dass die Korrelationen zwischen den Gruppen heterogen
waren: Beispielsweise korrelierte das Platzlernen in den besseren Lernern mit LTP
im Striatum, in den schlechteren Lernern hingegen mit der Gen Expression von
NR2A-B.

3.2.2 Einleitung

Studien, die sich auf die Untersuchung von Zusammenhangen zwischen neuronalen
und behavioralen Variablen bezlglich altersbedingten Abnahmen in der Kognition
konzentriert haben, richteten die Aufmerksamkeit oft auf Funktionen des
Hippocampus. Eine andere Hirnregion, die vom Altern betroffen ist und ebenfalls

das Lernen und Gedachtnis parallel zum Hippocampus vermittelt, ist das Striatum.
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Bei der Huntingtonischen Krankheit koinzidiert die Degeneration striataler Neurone
mit Defiziten in der Bewegung und in der Verarbeitung von Gedéachtnisinhalten und
visuell-raumlichen  Informationen (Lawrence et al., 1996). Striatale
Lernmechanismen sind auch durch die Aktivitatsmuster striataler Neurone
gekennzeichnet, die bei der Darbietung primarer Verstarker und konditionierter — auf
Verstarkung hinweisender - Stimuli reagieren und ihre Antworten wahrend des
Lernens von Verstarkungskontingenzen verandern (Schultz, 1998; Fiorillo et al.,
2003). Weiterhin kdnnen auch Langzeitpotenzierung (LTP) und Langzeitdepression
(LTD) in corticostriatalen Synapsen induziert werden (Calabresi et al., 1992a, b).
Wahrend die hippocampale LTP und LTD schon lange als moégliches Substrat von
Aufmerksamkeits-, Lern- und Gedachtnisprozessen diskutiert werden (Bliss und
Collingridge, 1993; Shors und Matzel, 1997; Martin und Morris, 2002) und
herausgefunden wurde, dass diese im Alter verandert sind (Norris et al., 1996;
Lynch, 1998), ist Uber die Funktion von LTP im Striatum noch wenig bekannt.
Obwohl man davon ausgeht, dass die corticostriatale LTP das motorische Lernen
vermittelt (Charpier und Deniau, 1997), gibt es noch keine Studien, die solche
Zusammenhange untersucht haben. Die Intention dieser Studie war,
Zusammenhange zwischen LTP im Striatum und altersbedingten Verhaltensdefiziten
— einschliel3lich der Performanz im Wasserlabyrinth und im Offenfeld - zu
untersuchen. Sowohl das Erlernen eines Wasserlabyrinths als auch das
Explorationsverhalten im Offenfeld werden durch striatale Lasionen gestort (Kelley
und lversen, 1979; Schwarting und Carey, 1988; Furtado und Mazurek, 1996; Devan
und White, 1999) und wurden in dieser Studie hinsichtlich der Rolle des Striatums bei
alten besser- und schlechterlernenden Ratten untersucht.

Eine Bedingung fur die Induktion von LTP an corticostriatalen Synapsen, ist die
Stimulierung von NMDA-Rezeptoren und M1-ahnlichen muskarinergen Rezeptoren,
die sich auf ,Medium Spiny“ Neuronen im Striatum befinden, die wiederum von
cholinergen Interneuronen des Striatums innerviert werden (Calabresi et al., 19923,
1999, 2000). Veranderungen in der Aktivitat cholinerger und glutamaterger Systeme
scheinen bei der Verhaltensabnahme im Alter eine Rolle zu spielen (Magnusson,
1998; Sarter und Bruno, 1998); die Aktivitat beider Systeme wurde in dieser Studie
zusammen mit LTP untersucht.  Die cholinerge Aktivitat wurde durch die
Quantifizierung des Gens, welches das Acetylcholin-synthetisierende Enzym Cholin

Acetyltransferase (ChAT) kodiert, gemessen. Die Bindung von Glutamat an den
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NMDA-Rezeptor ist im Alter reduziert (Mitchell und Anderson, 1998). Seit kurzem
wird die unterschiedliche Bedeutung der Untereinheiten des NMDA-Rezeptors, d.h.
NR1/NR2A-D (C1/e1-4 in Mausen) fur die Hirnplastizitat und das Verhalten betont; im
Besonderen wurden die Untereinheiten €1-2 mit der hippocampalen synaptischen
Plastizitat und Lernparametern in Verbindung gebracht (Sakimura et al., 1995; Tang
et al., 1999). Mit zunehmendem Alter der Tiere verringerte sich die mRNA von €2 im
Cortex, Striatum und Hippocampus (Magnusson, 2000). Es ist jedoch nicht bekannt,
ob die Menge der Untereinheiten mRNA mit den Verhaltensanderungen im Alter
korreliert. In dieser Studie wurde die Gen Expression der Untereinheiten NR2A-C im
Striatum der alten besseren und schlechteren Lerner gemessen und mit der

Performanz im Wasserlabyrinth und im Offenfeld sowie mit ChAT und LTP korreliert.

3.2.3 Materialien und Methoden

3.2.3.1 Die Versuchstiere

Die Experimente wurden entsprechend den Vorschriffen des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefuhrt und von der Bezirksregierung Dusseldorf
genehmigt. Insgesamt 40 mannliche Wistar-Ratten (28-30 Monate alt,
Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) wurden entsprechend
ihrer Leistung im Wasserlabyrinth rangiert. Das Leistungsvermogen wurde Uber die
Akquisitionsrate und die durchschnittliche Zeit, die zum Erlernen der Aufgabe
bendtigt wurde, definiert. Nach diesen Kriterien wurden im gegenwartigen Projekt 7
bessere (528.14 + 30.99 g; Mittelwert + SF) und 7 schlechtere (555.14 + 23.12 g;
Mittelwert + SF) Ratten untersucht. Keines dieser Tiere wies offensichtliche
physische Beschwerden oder Krankheiten auf. Die Tiere wurden in Gruppen
untergebracht und einem 12-stlindigen Hell/Dunkel Rhythmus ausgesetzt (Licht an
um 07.00 Uhr). Futter (Altromin, gepresst) und Wasser standen frei zur Verfliigung.
Dieselben Tiere wurden schon in einer anderen Untersuchung zur synaptischen
Plastizitat im Hippocampus (Punkt 3.1) genutzt.

3.2.3.2 Das Wasserlabyrinth

Das runde Labyrinth hatte einen Durchmesser von 185 cm und bestand aus
schwarzem Polyethylen. Es wurde zu einer Hohe von 30 cm mit 20 + 1 °C warmem
Wasser gefullt. 1.5 cm unter der Wasseroberflache war eine aus PVC angefertigte
Plattform angebracht, deren Durchmesser 18 cm betrug. Die Plattform konnte an

vier verschiedene Orte im Labyrinth verschoben werden, jeweils in die Mitte eines
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Quadranten. Jedem Tier wurde ein zufallig ausgewahlter Quadrant (Zielquadrant)
zugeteilt, in dem sich die Plattform wahrend der gesamten Akquisitionsphase befand.
Zusatzlich wurden vier Startpunkte gewahlt, die dem Uhrzeigersinn nach jeweils
gleichweit voneinander entfernt waren. Taglich wurden die Tiere einer zufallig
ausgewahlten Sequenz entsprechend an jedem der vier Startpunkte einmal in das
Labyrinth gelassen. Die Sequenz war fur jedes Tier gleich. Hinweisreize in der
Umgebung des Labyrinths, wie z.B. Poster, eine Tafel und ein Schrank, dienten zur
raumlichen Orientierung. Die Reize wurden von vier 75-W Gluhbirnen angestrahlt
und hierdurch hervorgehoben. Diffuses Deckenlicht trug ebenfalls zur Beleuchtung
des Labyrinths bei und sorgte fir eine Helligkeit von = 6.5 Lux auf der
Wasseroberflache. Computerisierte Systeme fur die Verhaltensanalyse befanden
sich hinter einer Barriere vom Labyrinth entfernt. Eine Kamera war = 2 m Uber dem
Labyrinth platziert.

Mindestens 30 Minuten vor Beginn der Experimente wurden die Ratten in einen
Warteraum gebracht und bis kurz vor den Testungen in einem Transportkafig
gehalten. Am Anfang eines Versuchdurchgangs wurden die Tiere einzeln im
Labyrinth platziert, wobei sie der Wand des Beckens entgegen blickten. Jedes Tier
durchlief einen 2-minltigen Adaptationsversuch in Abwesenheit einer Plattform, so
dass es sich an die neue Wassersituation gewohnen konnte und die allgemeine
Schwimmfahigkeit Uberpriuft werden konnte. Am nachsten Tag begann das
neuntagige Training mit verborgener Plattform. In dieser Phase hatten die Tiere die
Mdglichkeit, den Ort der Plattformposition zu erlernen und auf die Plattform zu
entkommen. Pro Tag wurden 4 Trainingsdurchgange durchgefuhrt. Ein
Trainingsdurchgang war beendet, wenn das Tier die Plattform erklimmt hatte oder 2
Minuten verstrichen waren. Nach Ablauf des 2-Minutenintervalls wurde die Ratte
vom Versuchsleiter zur Plattform geleitet. Das Tier verweilte dann 30 Sekunden auf
der Plattform. Hiernach wurde das Tier fur 60 Sekunden in einem Transportkafig
gehalten und anschlieBend der nachste Durchgang gestartet. Nach dem letzten
Durchgang wurden die Ratten mit Papiertichern abgetupft und durch die Warme von
zwei 75-W Gluhbirnen getrocknet. Einen Tag nach dem letzten Trainingsdurchgang
durchliefen die Tiere einen 2-minutigen Extinktionsdurchgang (,Probe Trial“), bei dem
die Plattform nicht mehr vorhanden war und die Praferenz fur den vorherigen
Plattformquadranten erfasst wurde. Die Startpunkte fur diesen Versuch lagen der

vorherigen Plattformposition gegeniber. = Am darauffolgenden Tag wurde ein
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Hinweisreiz an der verborgenen Plattform angebracht und somit die Plattformposition
sichtbar gemacht (,Cued Platform Task®). Als Hinweisreiz diente ein Holzstab, der
eine Hohe von 25 cm und einen Durchmesser von 2 cm aufwies, schwarz-weil}
gestreift war und mit einem Baumwollband an der verborgenen Plattform befestigt
wurde. Die Plattform mit Hinweisreiz wurde so positioniert, dass sie der
ursprunglichen (verborgenen) Plattformposition gegenuber lag. Es wurden 4
Durchgange in gleicher Weise wie bei den Durchgangen mit verborgener Plattform
durchgefuhrt. Der Test mit sichtbarer Plattformposition wurde angewendet, um
sensorisch-motorische Defizite zu erfassen (Morris, 1984). Alle Versuchsdurchgange
wurden auf Video aufgezeichnet und mit ETHOVISION software (Noldus,
Wageningen, Niederlande) analysiert. Die Versuche fanden zwischen 9.00 und
17.00 Uhr statt.

Fir jeden Trainingsdurchgang wurden die Schwimmzeiten und — distanzen bis zum
Erreichen der verborgenen Plattform gemessen. Fir jeden Trainingstag korrelierten
diese Variablen miteinander (alle P-Werte < 0.000003). Aus diesem Grund wurden
nur die Schwimmzeiten als Index fur die Lernleistung berucksichtigt.  Die
Schwimmzeiten wurden Uber alle vier Versuchsdurchgange pro Tag gemittelt und
diese wiederum Uber alle neun Trainingstage hinweg. Hieraus ergab sich ein
Gesamtwert fur jedes Tier, die ,mittlere Gesamtschwimmzeit® zur verborgenen
Plattform. Diesem Index und den Lernraten nach wurden die Tiere rangiert,
beginnend bei der besseren bis hin zur schlechteren Performanz. Hiernach wurden
die sieben besseren und sieben schlechteren Tiere fur die gegenwartige Studie
ausgewahlt. Fur die 9 Trainingstage wurden ebenfalls andere Variablen erhoben,
z.B. die Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten und im &uReren Ring des
Labyrinths. FUr die statistische Analyse wurden die Aufenthaltszeiten im
Plattformquadranten und im auf3eren Ring als prozentualer Anteil des Aufenthalts in
den Quadranten bzw. Ringen vor dem Erreichen der verborgenen Plattform
dargestellt. Der Aufenthalt im duReren Ring wurde erfasst, indem das Labyrinth in
drei imaginare Ringe unterteilt wurde, einem aul3eren, einem mittleren und einem
inneren Ring. Gemessen vom Mittelpunkt zur Wand des Schwimmbeckens waren
die Ringe jeweils gleichweit voneinander entfernt. Die Breite des auflleren Rings
betrug 30.83 cm. Der Extinktionsdurchgang ohne Plattform wurde zum einen in
Hinblick auf die Aufenthaltszeiten im vorherigen Plattformquadranten sowohl fur die

gesamten 2 Minuten des Durchgangs als auch separat fir die erste und zweite
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Minute analysiert. Zum anderen wurde die Schwimmgeschwindigkeit
(geschwommene Distanz in cm/120 Sekunden) erfasst. Bei der Aufgabe mit
sichtbarer Plattformposition wurden die Schwimmzeiten zur Plattform mit Hinweisreiz
gemessen und ein Mittelwert fur alle vier Durchlaufe berechnet sowie jeweils einer
fur die ersten und letzten beiden Durchgange.

3.2.3.3 Das Offenfeld

Das Offenfeld bestand aus dunkelgrauem Plexiglas, hatte einen 60 x 60 cm breiten
Boden, 39 cm hohe Wande und war nach oben hin offen. Wahrend der Experimente
war die Arena dunkel beleuchtet. Eine Videokamera wurde ca. 1 m Uber dem
Zentrum des Feldes installiert. Ein Weitspektrumrauschgenerator erzeugte ein
Rauschen von 60 dB.

Die Offenfeldversuche begannen ca. 4 Tage nach dem Wasserlabyrinthexperiment.
Die Tiere wurden einzeln im Zentrum des Offenfeldes platziert, wobei der Kopf immer
einer der Wande entgegen gerichtet war. Es wurde jeweils eine Testung an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt, die jeweils 10 Minuten andauerte. Die
Experimente fanden zwischen 20:00 und 01:00 Uhr, d.h. wahrend der aktiven
Nachtphase der Tiere in abgedunkelten Raumen statt. Die Tiere wurden in dieser
Zeit getestet, damit der altersbedingten Verhaltensabnahme (Willig et al., 1987)
entgegengewirkt werden konnte.

Die Anzahl und Dauer der Aufrichtungen sowie der Zeitpunkt, an dem das Tier zum
ersten Mal eine Aufrichtung ausfiuhrte, wurden fur jeden Testtag separat gemessen.
Eine Aufrichtung war gegeben, wenn beide Vorderpfoten vom Boden geldst und in
die Luft oder an eine Wand gerichtet waren.

3.2.3.4 In vitro elektrophysiologische Untersuchungen

Die elektrophysiologischen Messungen begannen ca. drei Wochen nach Beendigung
des Wasserlabyrinthexperiments. Die Aktivitat im Striatum wurde im Gewebeschnitt
in vitro gemessen. Den Versuchsleitern war kein Einblick in die vorhergehenden
Verhaltensanalysen erlaubt. Die Sequenz der elektrophysiologischen Experimente
wurde zufallig ausgewahlt, um mdgliche Reihenfolgeeffekte zu verhindern. Die Tiere
wurden durch Enfluran (Abbott, Wiesbaden, Deutschland) in eine tiefe Narkose
versetzt und mit einer kleinen Tierguillotine dekapitiert. Unmittelbar danach wurden
die Hirne entnommen und fur 1-2 Minuten in eiskalte artifizielle
Cerebrospinalflissigkeit (ACSF) getaucht, die (in mM) aus 120 NaCl, 1.8 KCI, 1.2
MgCly, 1.2 KH2POQOy4, 2.0 CaCl,, 25 NaHCO3 und 10 Glukose (pH von 7.4 unter einer
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Sattigung von 95% O, und 5% CO;) zusammengesetzt war. Der Gewebeblock
wurde auf die Schneideplattform eines Campden Vibratoms geklebt und in eine
sauerstoffangereicherte eiskalte ACSF getaucht. Das Gewebe wurde koronal
zwischen Bregma +1.0 und —0.3 (Paxinos und Watson, 1986) in 400 pm dicke
Scheiben geschnitten. Diese enthielten den anterodorsalen Teil des Striatums,
weilles Gewebe und Teile des dorsalen Cortex. Die Gewebeschnitte ruhten 3-4 Std.,
bevor die Messungen bei 32°C in einer in vitro Mel3kammer durchgefuhrt wurden.
Eine 50 ym bipolare Reizelektrode wurde im weilen Gewebe zwischen Cortex und
Striatum platziert, um corticostriatale Faserbahnen zu aktivieren (0.05 Hz, 80 us
Dauer). Die Messelektrode, eine mit ACSF geflllte Mikroelektrode (3-4 MQ), wurde
200-300 pym von der Reizelektrode entfernt im Striatum platziert, und zur Messung
extrazellularer Feldpotenziale genutzt. Nach Stabilisierung der
Feldpotenzialantworten, wurde der Threshold derjenigen Stimulusintensitat (=1T, 1.5-
5 V) festgestellt, die eine minimale orthodromische synaptische Antwort ausloste.
Der Zusammenhang zwischen der Eingangs- und Ausgangsintensitat wurde
untersucht, indem die Stimulusintensitdat um jeweils 1T bis zu einer maximalen
Intensitat von 5T erhdht wurde. Eine input-output Kurve wurde erstellt, wobei flr
jede Stimulusintensitat 10 Antworten gemittelt wurden. Die Stimulusintensitat wurde
so adjustiert, dass eine orthodromische synaptische Antwort ausgeldst wurde, die
eine Amplitude zwischen 50 und 60% der maximalen Feldpotenzialantwort betrug.
Eine Baseline wurde erstellt, indem Uber ein Intervall von 20 Minuten einzelne
synaptische Antworten gemessen wurden. Die Interstimulusintervalle hatten eine
Dauer von 20 Sekunden. Gewebeschnitte, die eine instabile Baseline oder
Feldpotentiale < 0.5 mV aufwiesen, wurden verworfen. Afferenzen zum Striatum
wurden durch Gabe von drei Impulsgruppen a 100 Impulsen, die jeweils 100 us
andauerten, bei 100 Hz tetanisiert, wobei das Intervall zwischen den Folgen 20
Sekunden betrug (Calabresi et al., 1992a). Nach Gabe des Tetanus wurden 1
Stunde lang alle 20 Sekunden einzelne Antworten ausgelost. Die Signale wurden
bei 6 kHz enthommen, bei 3 kHz Tiefpass gefiltert, aufgenommen, gespeichert und
offline mit einer Software (pCLAMP7, Axon Instruments, CA oder TIDA, Heka
Elektronik, Lambrecht, Deutschland) analysiert. Die Feldpotenzialantworten wurden
den Amplituden entsprechend vom Sattelpunkt der frihen Positivitdt bis zum
Sattelpunkt der Negativitat und vom Sattelpunkt der Negativitat bis zum Sattelpunkt

der spaten Positivitat analysiert (Calabresi et al., 1992a). Alle Daten wurden auf das
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Niveau der Durchschnittsamplitude der 20-minitigen Baseline vor Gabe des Tetanus
normalisiert. STP und LTP wurden berechnet, indem die Datenpunkte, die zwischen
den Min. 10 und 15 bzw. 55 und 60 nach Gabe des Tetanus gemessen wurden,
gemittelt wurden.

3.2.3.5 Die quantitative RT-PCR

Extrahierung der RNA und reversible Transkribierung. Zellulares mRNA (gesamt)
wurde mit Hilfe eines mRNA Isolierkits (Pharmacia Biothech, Amersham, UK) nach
dem Protokoll des Herstellers vom dorsalen Striatum isoliert und mit 200 ul RNase-
freiem Wasser von der Matrix eluiert. Fur die reversible Transkribierung wurden 8 pnl
eluierte mMRNA zu 7 uM einer Reagenzmixtur, die nach dem Protokoll des ,First
Strand cDNA Synthesis Kit* (Pharmacia Biotech, Amersham, UK) zubereitet wurde,
gefigt. Nach 1 Stunde Inkubation bei 37 °C wurde die reversible Transkribierung
durch Tiefkihlung bei —20 °C gestoppt. Die durch die reversible Transkribierung
verursachten Reaktionen wurden nicht normalisiert, so dass sie gleiche Mengen an
MRNA enthielten. Die PCR wurde mit Hilfe des ,SYBR Green Master Mix Kit* in
einem Sequenzerkennungssystem (,PE Biosystems GeneAmp 5700%) durchgefuhrt.
Jede Reaktion enthielt 2.5 ul des griinen 10xSYBR Puffers, 200 nM dATP, dGTP und
dCTP, 400nM dUTP, 2mM MgCl,;, 0.25 Einheiten Uracil N-glycosylase, 0.625
Einheiten Amplitaqg Gold DNA Polymerase, 10 pM vorwarts und rackwarts Primer, 5
ul von 1:4 verdunnter cDNA und Wasser bis 25 pl. Die Primer, die fur die
semiquantitative Analyse genutzt wurden, entsprachen NR2 Dg up: 5°-G(GC)T TCT
G(CT)A T(CT)G ACATCC-3" in Kombination mit einem spezifischen Primer fur die
NMDA Rezeptor NR2 Untereinheiten cDNA Amplifizierung:

NR2A lo: 5-GTG AGC CCA CAG CCA TGA CT-3";

NR2B lo: 5-TAG GCC CTC TTC ATG ACC A-3’;

NR2C lo: 5-CCA TGT CTG CCC GCT TGT A-3";

ChAT up: 5-ATG GCC ATT GAC AAC CAT CTT CTG-3',

ChAT lo: 5°-AAC AAG GCT CGC TCC CAC AGC TTC-37;

R-actin up: 5’-CGT GAA AAG ATG ACC CAG ATC ATG TT-3',

R-actin lo: 5°-GCT CAT TGC CGA TAG TGA TGA CCT G-3'.

Die Primer, die in der Reaktion genutzt wurden, waren so konzipiert, dass die
amplifizierten cDNA Fragmente entweder Introne enthielten oder ein Primer jedes

Paares die Bindungsstelle des Exons abdeckte, damit die genomische DNA

79



Die Forschungsarbeiten — Projekt Il

Amplifizierung vermieden werden konnte. Die Reaktionen wurden in ,MicroAmp 96-
Well Plates” oder in optischen Rohrchen, die mit ,MicroAmp Optical Caps® abgedeckt
waren, durchgefuhrt. Die Reaktionen wurden zuerst bei 50 °C 2 Minuten lang
inkubiert, um die Uracil N'-glycosylase zu aktivieren, und dann 10 Minuten lang bei
95 °C, um die Uracil N'-glycosylase zu deaktivieren und die Amplitag Gold
Polymerase zu aktivieren. Hierauf folgten 40 Zyklen a 15 Sekunden bei 95 °C und 1
Minute bei 60 °C. Die PCR Reaktionen wurden dann einem Hitze-
Dissoziationsprotokoll (PE Biosystems 5700 Software) unterworfen. Nach dem
letzten PCR Zyklus wurden die Reaktionen bei einer Temperatur von 60 bis 95 °C
bei 0.03 °C pro Sekunde allmahlich hitzedenaturiert. Jedes PCR Produkt wies einen
einzelnen Sattelpunkt in den Denaturationskurven auf. Die Identitdt der PCR
Produkte, die die bekannten cDNA Sequenzen enthielten, wurde nach dem Protokoll
von Sergeeva und Haas (2001) aufgeschlusselt. Die erzielten Sequenzen
korrespondierten mit jenen, die flir Ratten bekannt sind (GenBank,
Zugangsnummer): ChAT (XM_224626), NR2A (M91561), NR2B (M91562), NR2C
(M91563) und [3-actin (13592132). Die Standardkurven der RT-PCR Protokolle mit
beiden Primerpaaren, die sequenziell durch Verdiinnungen eines cDNA Samples (bis
1:1000) erzielt wurden, wurden fir optimal befunden (die Koeffizienten der linearen
Regression betrugen 0.99, 0.97, 0.99, 0.96 and 0.98 fur R-actin, ChAT, NR2A, NR2B
und NR2C, P < 0.01).

Datenanalyse. Die RT-PCR Daten wurden als AR, Fluoreszenzsignal versus
Zykluszahl dargestellt. AR, wurde mit Hilfe der PE Biosystems 5700 Software
kalkuliert, wobei die Gleichung AR, = (R,") - (Ry) verwendet wurde. R," steht fiir das
Fluoreszenzsignal eines Produktes zu einem bestimmten Zeitpunkt und R, fur das
Fluoreszenzsignal wahrend der Zyklen 6 und 15, die als Baseline festgelegt wurden.
Eine willklrlich determinierte Schwelle wurde beim Mittelpunkt des Plots log AR,
versus Zykluszahl festgelegt. Der Ci-Wert wurde als jene Zykluszahl bestimmt, bei
der AR, die Schwelle Uberschritt. Der ,Fold Change“ bei der ChAT (sowie der
NMDA-NR2 Untereinheiten) cDNA (das Targetgen) wurde in Relation zu [3-actin (die
endogene Kontrolle) berechnet: Fold Change = 2™*“, wobei AAC: = (Cirarget -
Ciactin)zeitpunkt x — (CtTarget - Ciactin)zeitpunkt 0 iSt.  Hierbei steht Zeitpunkt x fir einen
beliebigen Zeitpunkt und Zeitpunkt O fur die einmalige Expression jedes Gens unter

Serumentzug. Die relative Quantifizierung der Gen Expression mit Hilfe der 24
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Methode korrelierte mit der absoluten Gen Quantifizierung, die in Standardkurven
erzielt werden (Winer et al., 1999).

3.2.3.6 Statistische Analysen

Die Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform und die prozentualen
Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten sowie im aufl’eren Ring des Labyrinths
wurden fur jeden Trainingstag gemittelt. FUr die statistischen Analysen wurden fur
jede der Variablen die Werte der einzelnen Trainingstage gemittelt, so dass ein
Gesamtwert fur jedes Tier (n = 14) erhoben werden konnte.

FUr Gruppenvergleiche wurden Mann-Whitney oder ANOVA Tests fur unabhangige
Stichproben durchgefihrt. Parametrische Tests wurden angewandt, wenn die
Stichprobenverteilungen den Annahmen der Normalitat und Homogenitat
entsprachen. Als Test fur die Normalitat wurde der Shapiro-Wilks-Test angewandt
und im Fall der Homogenitat wurde die Levene-Statistik genutzt. Eine Alpha-
Adjustierung nach Bonferroni wurde separat flr die elektrophysiologischen Daten,
Gen Expressionsanalysen und die einzelnen Verhaltenstests durchgefuhrt (siehe
Ergebnisteil).

Auf ahnliche Weise wurden die Rangordnungskorrelation nach Spearman
[gekennzeichnet als r(S)] oder die Pearson-Korrelation [gekennzeichnet als r(P)]
durchgefuhrt, um die Zusammenhange zwischen den Variablen zu Uberprufen. Jede
Stichprobenverteilung musste normal verteilt sein, damit parametrisch getestet
werden konnte. Die Korrelationsanalysen wurden separat fur die Gruppen der
besseren und schlechteren Lerner durchgefihrt.  Aufgrund der Vielzahl der
vorgenommenen Korrelationen wurden die erzielten P-Werte lediglich als Effektmal®
dargestellt. Unter Berucksichtigung moglicher Typ | Fehler wurden P-Werte < 0.05

als Indikator fUr einen Effekt gewertet.

3.2.4 Ergebnisse

3.2.4.1 Das Wasserlabyrinth

Die Ergebnisse der Lernleistungen der besseren und schlechteren Lerner im
Wasserlabyrinth wurden schon detailliert unter Punkt 3.1 in Zusammenhang mit den
aus hippocampalen Gewebeschnitten gewonnenen LTP Daten beschrieben, so dass
diese hier nur kurz zusammengefasst werden (siehe Abb. 1). (Es wird darauf
hingewiesen, dass die Ergebnisse, die hier Uber LTP im Striatum berichtet werden, in

einem anderen Labor und unabhangig von den Hippocampusdaten erhoben
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wurden.) Kurz gesagt, wie mit dem Versuchsdesign beabsichtigt, bendtigten die
besseren Lerner signifikant (bei einem Signifikanzniveau von P < 0.008) weniger
Zeit, auf die verborgene Plattform zu entkommen als die schlechteren Lerner [E(1,12)
= 51.69, p = 0.000005, einseitig] (Abb. 1A). Die beiden Lernergruppen stellten
demnach ihrer Performanz nach zwei Extreme dar, die fur weitere Vergleiche genutzt
werden konnten. Die besseren Lerner wiesen ebenfalls eine hohere Platzpraferenz
fur den Plattformquadranten wahrend der Akquisitionstage 5-9 auf (P = 0.04, Mann-
Whitney Test) (Abb. 1B) und eine signifikant niedrigere Praferenz flir den dul3eren
Ring des Labyrinths wahrend der gesamten Testtage [F(1,12) = 13.38, p = 0.003]
(Abb. 1C).
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A Abb. 1. Lernen im Wasserlabyrinth. (A)
esser ie mittleren (+ chwimmzeiten zur
—b Di ittl (+ SF) Schwi it
—~ 100, S schlechter verborgenen  Plattform  pro  Tag
n
He T (basierend auf jeweils 4
§§ 80 1 . Versuchsdurchgangen) wurden fir die
S
gﬂqc-) 60 | * besseren (n = 7) und schlechteren (n = 7)
§ S T Lerner Uber neun Trainingstage hinweg
2 T
gg 40 gemittelt. Ein Vergleich der Gruppen
[/ =
& hinsichtlich der Gesamtwerte (Mittel +
5 20 1
Eﬁ’ SF) zeigten, dass die besseren Lerner
S 0 signifikant  weniger Zeit als die
schlechteren Lerner bendtigten, um auf
B . die Plattform zu entkommen (*P = <
1§ < 125 . 0.008). (B) Die mittleren (+ SF)
= g 5,; 1 Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten
T Ew 100 I
2 g o (% der Schwimmdauer zur verborgenen
=£8
gg & 75 Plattform) pro Tag wurden einer Baseline
L3 <
8 g-% (Performanz an Tag 1 = 100%)
T EE i
éé% 50 angeglichen und gemittelt. Ein Vergleich
;é; 25 | der Mediane der Lernergruppen zeigte,
%%% dass die besseren Lerner (n = 7)
= %3 0 wahrend der Trainingstage 5-9 mehr Zeit
im Plattformquadranten verbrachte als
C C= 100 die schlechteren Lerner (n = 7) (*P =
Q .
QE 0.04). (C) Die mittleren (+ SF)
BE 80 * : Aufenthaltszeiten im &uReren Ring des
0 > I
§§ Labyrinths (% der Schwimmdauer zur
Eé €01 verborgenen Plattform) wurden Uber
=]
g_g’ 40 | neun Trainingstage jeweils fur die
14
% o besseren (n = 7) und schlechteren (n = 7)
(D —
gé; 20 ; Lerner gemittelt. Ein Gruppenvergleich
(o
g 2 0 hinsichtlich der Gesamtwerte zeigte, dass

die besseren Lerner signifikant weniger
Zeit im aufleren Ring verbrachten als die
schlechteren Lerner (*P = < 0.008).

Die beiden Gruppen unterschieden sich (bei einem Signifikanzniveau von P < 0.01)
nicht hinsichtlich der Performanz im Extinktionsdurchgang (,Probe Trial“) (P = 0.75,
Mann-Whitney Test), inklusive der Schwimmgeschwindigkeit [F(1,12) = 1.22, P =

0.29]. Die bessere Lernergruppe unterschied sich (bei einem Signifikanzniveau von
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P < 0.004) ebenfalls nicht von den schlechteren Lernern bezlglich der mittleren
Schwimmdauer Uber 4 Versuchsdurchgange zur verborgenen Plattform mit
Hinweisreiz [E(1,12) = 3.63, P = 0.08], war hingegen schneller, auf diese zu
entkommen, wenn nur die letzten beiden Durchgange im Mittel betrachtet wurden
[E(1,12) = 5.08, P = 0.04, siehe Punkt 3.1].

3.2.4.2 Das Offenfeld

Wie schon unter Punkt 3.1 erwahnt, unterschieden sich die Lernergruppen (bei
einem Signifikanzniveau von P < 0.008) nicht hinsichtlich der Anzahl der
Aufrichtungen an Tag 1 [E(1,12) = 0.32, P = 0.29, einseitig] und Tag 2 [E(1,12) =
0.36, P = 0.28, einseitig] der Offenfeldtestungen. Neue Analysen zeigten ebenfalls
keinen Gruppenunterschied in der Dauer der Aufrichtungen an Tag 1 [E(1, 12) =
0.58, P = 0.46] und Tag 2 [E(1, 12) = 0.07, P = 0.80] oder den Zeitpunkten, an denen
eine Aufrichtung zum ersten Mal stattfand (Tag 1: P = 0.75 und Tag 2: P = 0.85,
Mann-Whitney Tests).

3.2.4.3 In vitro elektrophysiologische Untersuchungen

Baseline-Messungen im Striatum. Das charakteristische Feldpotenzial, welches
durch die Stimulation des cortikalen weillen Gewebes evoziert wurde (Abb. 2A),
bestand aus zwei negatives Spikes, wobei der erste ein Faserpotenzial und die
direkte Aktivierung der ,Medium Spiny“ Neurone abbildete, und der zweite eine
synaptisch induzierte Welle (Abb. 2B). Es ergaben sich keine Gruppenunterschiede
zwischen den besseren (42.3 + 2.5 pyA) und schlechteren (40.7 + 1.4 pA) Lernern
hinsichtlich der Stimulusintensitaten, die eine minimale synaptische Antwort (1T)
evozierten (P = 0.12, t-Test). Die Feldpotenziale erreichten ihr Maximum bei
Reizschwellenintensitaten von 2.5-3T. Die besseren (1.13 + 0.08 mV, n = 7) und
schlechteren (1.33 + 0.19 mV, n = 6) Lerner unterschieden sich nicht bei den
maximalen Amplituden der Feldpotenziale (P = 0.14, t-Test). Bei
Stimulationsintensitaten > 3T nahmen die Amplituden der Feldpotenziale ab,
vielleicht aufgrund einer direkten Aktivierung inhibitorischer Interneurone. Bei beiden
Gruppen konnte eine stabile Baseline flr mindestens 20 Min. vor Gabe des 100 Hz

Tetanus gemessen werden.
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i Abb. 2. Synaptische Plastizitat im
A Striatum : —
dorsalen Striatum. (A) Corticostriatale

Fasern (weiles Gewebe) wurden mit

Stimulation einer bipolaren Reizelektrode
stimuliert und Feldpotenziale wurden
im dorsalen Striatum gemessen. Der
Abstand zwischen Stimulations- und
Ableitungselektrode betrug ca. 2 mm.
Pt~ (B) Beispiele von Feldpotenzialen, die

Ableitung iy ginem besseren (links) und in

Th einem schlechteren (rechts) Lerner
gemessen wurden. Die oberen
B |  besserer Lerner schlechterer Lerner ~ Spuren zeigen Kontrollantworten vor

Gabe des Tetanus (50 % der
maximalen  Amplitude) und die
Uberlagerten unteren Spuren die

potenzierten Antworten 55-60 Min.

nach dem Tetanus. Jede Spur

2ms
~Vor Tetanus betragt ein Durchschnittswert von 10
——nach Tetanus
C Antworten. (C) Der zeitliche Verlauf
der Antworten in der Gruppe der
180 ; besseren (n = 7) und schlechteren (n
Q 160 ® besser = 6) Lerner. Der Tetanus wurde an
§ ©  schlechter Zeitpunkt t = 0 (Pfeil) gegeben. Jeder
% 140 - { Punkt reprasentiert einen
< l ; % Durchschnittswert von 10 Antworten,
o
% 120 4 I? é die alle 20 Sekunden gemessen
3 .
£ 100 . a Q_RT wurden.  Die Daten stellen den
$ 0 T prozentualen Anteil der
80 durchschnittichen (+ und - SF)

20 -10 0 10 20 30 40 50 60 Feldpotenzial Amplituden wahrend
Minuten der Baseline dar.

Kurz- und Langzeitpotenzierung im Striatum. Die Kurz- und Langzeitpotenzierung
(STP bzw. LTP) wurden im dorsalen Striatum jedes Tieres (n = 13) gemessen. STP
und LTP im Mittel (+ SF) betrugen 121.55 (+ 12.12) bzw. 145.84 (+ 11.77) in der
Gruppe der besseren Lerner (n = 7) und 119.19 (+ 6.62) bzw. 143.34 (+ 12.51) in der
Gruppe der schlechteren Lerner (n = 6). Wie sich in Abb. 2C zeigt, unterschieden
sich die Gruppen weder in Bezug auf STP [E(1, 11) = 0.03, P = 0.44, einseitig] noch
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in Bezug auf LTP (P = 0.5, Mann-Whitney Test, einseitig). In beiden Gruppen waren
die Amplituden der Feldpotenziale 55-60 Min. (LTP) nach Gabe des Tetanus grofl3er
als an Zeitpunkt O (Baseline) (bessere Lerner: [F(1, 6) = 11.41, P = 0.02]; schlechtere
Lerner: P = 0.046, Wilcoxon-Test).

3.2.4.4 Die quantitative RT-PCR

ChAT mRNA. Fur die Gruppen der besseren (n = 7) und schlechteren (n = 7) Lerner
wurden dann die Mittel (+ SF) der Gen Expression von ChAT im dorsalen Striatum
ermittelt. Wie in Abb. 3A zu sehen ist, expremierten die besseren Lerner signifikant
(bei einem Signifikanzniveau von P < 0.01) mehr ChAT mRNA als die schlechteren
Lerner [F(1, 12) = 27.06, p = 0.0002].

A Abb. 3. Gen Expression im dorsalen

Striatum. Die Gen Expression von
— besser

25 - + == schlechter ChAT (A) und den NMDA-NR2 (B)

I Untereinheiten wurden bei den
% 201 besseren (n = 7) und schlechteren (n
L = 7) Lernern nach der 2
m )
ff‘ T Methode von Winer et al. (1999)
s} I
% 1.0 - quantifiziert und fur jede Gruppe
g gemittelt.  Die besseren Lerner
0.5 1
wiesen signifikant mehr ChAT mRNA
0.0 im Striatum auf als die schlechteren
ChAT Lerner (*P < 0.01). Die Gruppen
B unterschieden sich nicht hinsichtlich
der Menge der mRNA von NR2A,
16 - NR2B und NR2C (P > 0.01).
c 12 1
&
a8
o
g 4
L rEm
0

NR2A NR2B NR2C

NMDA-NR2A, -NR2B und —-NR2C mRNA. Uberraschenderweise unterschieden sich
die Lernergruppen nicht hinsichtlich der Menge der mRNA der NMDA
Rezeptoruntereinheiten NR2A [E(1, 12) = 0.11, P = 0.37, einseitig], NR2B [F(1, 12) =
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0.11, P = 0.37, einseitig] und NR2C [E(1, 12) = 0.97, P = 0.17, einseitig] (siehe Abb.
3B).

3.2.4.5 Korrelationen zwischen STP, LTP, ChAT und den NMDA Untereinheiten
NR2A, NR2B und NR2C

Es ist bekannt, dass die Induktion von LTP im Striatum von cholinergen und
glutamatergen Eingangen abhangig ist. In der gegenwartigen Studie wurde
untersucht, ob STP und LTP mit der Expression des cholinergen Gens ChAT und
den NMDA Rezeptor Untereinheiten NR2A, NR2B und NR2C Kkorreliert. Die
Ergebnisse wiesen keine bedeutsamen Korrelationen zwischen den Variablen weder
in der Gruppe der besseren Lerner (0.43 < P < 0.98) noch in den schlechteren
Lernern (0.23 < P < 0.92) auf. Ahnliche niedrig waren die Korrelationen zwischen
der mRNA von ChAT und den NMDA Rezeptor Untereinheiten (0.4 < P < 0.73 bzw.
0.5 <P < 0.58 fur die Gruppen der besseren bzw. der schlechteren Lerner).

3.2.4.6 Korrelationen zwischen dem Verhalten im Wasserlabyrinth und STP,
LTP, ChAT und den NMDA Untereinheiten NR2A, NR2B und NR2C

Um die Hypothesen, dass STP, LTP, ChAT und die NMDA Rezeptor Untereinheiten
mit dem Lernen und dem Gedachtnis im Wasserlabyrinth zusammenhangen, zu
testen, wurden die verschiedenen Lernparameter, die wahrend der
Akquisitionsphase erhoben wurden, d.h. die mittleren Gesamtschwimmzeiten zur
verborgenen Plattform, die Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten und im duf3eren
Ring des Labyrinths, sowie die Leistungen wahrend des Probe Trials und der
Aufgabe mit sichtbarer Plattformposition mit den oben genannten neuronalen
Markern korreliert.

STP und LTP. In der Gruppe der besseren Lerner korrelierte LTP negativ mit den
mittleren Gesamtschwimmzeiten (Mittel GUber neun Trainingstage) zur verborgenen
Plattform (r(P) = -0.84, p = 0.02). Demnach war ein schnelleres Entkommen auf die
Plattform mit mehr LTP im Striatum verknupft. Im Fall von STP betrug der
Korrelationskoeffizient —0.71 (P = 0.07). Im Gegensatz hierzu waren die
Korrelationskoeffizienten in der Gruppe der schlechteren Lerner eher niedrig (STP
r(P) =0.56, P = 0.25; LTP: r(S) = 0.06, P = 0.91) (siehe Abb. 4A).
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Abb. 4. Korrelationen zwischen der Performanz im Wasserlabyrinth und LTP sowie der mRNA von
ChAT und den NMDA-NR2 Untereinheiten im dorsalen Striatum. In der Gruppe der besseren Lerner
(n = 7) korrelierte LTP negativ mit den (A) mittleren Gesamtschwimmzeiten zur verborgenen Plattform
(mittlere Schwimmzeiten pro Tag im Mittel Gber neun Trainingstage) und positiv mit den (B) mittleren
Gesamtaufenthaltszeiten im Plattformquadranten (mittlere Aufenthaltszeiten pro Tag im Mittel Uber
neun Trainingstage) wahrend der Akquisition (beide P-Werte < 0.05; die Regressionslinien sind fur
die besseren Lerner aufgezeichnet). In der Gruppe der schlechteren Lerner (n = 6) waren die
Korrelationskoeffizienten niedrig (P > 0.05). (C) Die mRNA von ChAT im dorsalen Striatum korrelierte

in der Gruppe der besseren Lerner (n = 7) positiv mit den mittleren Schwimmzeiten (Mittel Gber vier
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Durchgange) zur Plattform mit Hinweisreiz (P < 0.05). In der Gruppe der schlechteren Lerner (n = 7)
wurde die Korrelation als quadratische Funktion dargestellt (P = 0.08). NMDA-NR2A (D, links) und —
NR2B (D, rechts) korrelierten positiv (P < 0.05) in der Gruppe der schlechteren Lernern (n = 7;
Regressionslinien sind fir diese Gruppe dargestellt) mit den mittleren Gesamtaufenthaltszeiten im
Plattformquadranten wahrend der Akquisition im Wasserlabyrinth. Ebenfalls in der Gruppe der
schlechteren Lerner korrelieten NMDA-NR2A (E, links) und —-NR2B (E, rechts) mit den
Aufenthaltszeiten im vorherigen Plattformquadranten wahrend des Probe Trials ohne Plattform (P <

0.05). In der Gruppe der besseren Lerner waren diese Korrelationen nicht bedeutsam (P > 0.05).

In  der Gruppe der besseren Lerner korrelierten die  mittleren
Gesamtaufenthaltszeiten im Plattformquadranten wahrend der Akquisition positiv mit
STP (r(P) = 0.75, p = 0.05) und LTP (r(P) = 0.76, p = 0.046) (siehe Abb. 4B); eine
langere Aufenthaltszeit im Plattformquadranten war mit mehr S- und LTP im Striatum
assoziiert. In  der Gruppe der schlechteren Lerner waren die
Korrelationskoeffizienten zwischen den Variablen (STP: r(P) = -0.65, p = 0.16; LTP:
r(S) = -0.35, p = 0.50) nicht bedeutsam.

Interessanterweise korrelierten die mittleren Gesamtaufenthaltszeiten im aul3eren
Ring des Labyrinths, ein Lernmal3, welches nicht unbedingt raumlicher Natur ist,
weder in der Gruppe der besseren Lerner noch bei den schlechteren Lernern mit
STP und LTP [besser: r(P) = 0.02, P = 0.96 bzw. r(P) = -0.05, P = 0.92; schlechter:
r(P)=0.11, P = 0.84 bzw. r(S) =-0.23, P = 0.66].

Die Korrelationen zwischen der Performanz im Probe Trial und S- und LTP waren
ebenfalls nicht bedeutsam, weder in der Gruppe der besseren Lerner [r(P) = 0.67, P
= 0.1 bzw. r(P) = 0.5, P = 0.26] noch bei den schlechteren Lernern [r(P) = -0.55, P =
0.26 bzw. r(S) =-0.17, P = 0.74].

Auch die mittleren Schwimmzeiten zur Plattform mit Hinweisreiz waren nicht
offensichtlich mit dem Expressionsgrad von STP und LTP assoziiert, weder bei den
besseren [r(P) = 0.4, P = 0.38 and r(P) = -0.03, P = 0.95] noch bei den schlechteren
Lernern [r(P) = 0.56, P = 0.16 and r(S) = 0.64, P = 0.17].

ChAT mRNA. In der Gruppe der besseren Lerner ergab sich eine positive
Korrelation zwischen der Gen Expression von ChAT und den Schwimmzeiten zur
Plattform mit Hinweisreiz; mehr ChAT mRNA korrelierte mit langeren Schwimmzeiten
zur Plattform [r(P) = 0.92, P = 0.003] (Abb. 4C). Der Korrelationskoeffizient in der
Gruppe der schlechteren Lerner betrug r(P) = 0.58 (P = 0.17). Wie in Abb. 4C zu

sehen ist, schien der Zusammenhang zwischen ChAT mRNA und den
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Schwimmzeiten zur Plattform bei den schlechteren Lernern kurvenlinear zu sein;
indem eine quadratische Funktion den Daten angepasst wurde, konnten 73 % der
Varianz im Fluchtverhalten durch die Varianz in der Gen Expression von ChAT
erklart werden (P = 0.076).

Alle anderen Verhaltensmalle, die im Wasserlabyrinth erhoben wurden, korrelierten
nicht offensichtlich mit der Expression von ChAT, weder bei den besseren (0.56 < P
< 0.88) noch bei den schlechteren Lernern (0.57 < P < 0.97).

NMDA-NR2A, -NR2B und —NR2C mRNA. Im Gegensatz zu den oben genannten
Ergebnissen korrelierte die Gen Expression der NMDA Untereinheiten mit der
Wasserlabyrinthperformanz bei den schlechteren Lernern. In dieser Gruppe
korrelierten mehr NMDA-NR2A und —-NR2B mRNA mit einer langeren Aufenthaltszeit
im Plattformquadranten wahrend der gesamten neun Trainingstage mit verborgener
Plattform [r(P) = 0.88, P = 0.009 bzw. r(P) = 0.80, P = 0.03] (Abb. 4D) und wahrend
des Probe Trials ohne Plattform [r(P) = 0.76, P = 0.048 bzw. r(P) = 0.85, P = 0.02)
(Abb. 4E). Die Korrelationskoeffizienten r(P) zwischen den Schwimmzeiten zur
verborgenen Plattform und der mRNA von NR2A und NR2B im Striatum betrugen -
0.70 (P = 0.08) bzw. -0.72 (P = 0.07). In der Gruppe der besseren Lerner hingegen
waren die Korrelationskoeffizienten zwischen den Variablen nicht bedeutsam (0.36 <
P < 0.93). Die Korrelationen zwischen NR2C und der Performanz im
Wasserlabyrinth waren fur beide Lernergruppen nicht bedeutsam (besser: 0.43 <P <
0.98; schlechter: 0.1 < P <0.96).

3.2.4.7 Korrelationen zwischen der Offenfeldexploration und STP, LTP, ChAT
und den NMDA Untereinheiten NR2A, NR2B und NR2C

Als nachstes wurden die oben genannten neuronalen Variablen mit dem
Explorationsverhalten im Offenfeld korreliert. In Projekt | (Punkt 3.1) wurde bereits
uber den Zusammenhang zwischen dem Lernen im Wasserlabyrinth und der
Exploration im Offenfeld berichtet.

STP und LTP. In der Gruppe der besseren Lerner korrelierte die Anzahl der
Aufrichtungen an Tag 1 und Tag 2 der Offenfeldtestungen positiv mit dem
Expressionsgrad von LTP im Striatum [r(P) = 0.80, P = 0.03 bzw. r(P) = 0.82, P =
0.03]. Die Korrelationskoeffizienten zwischen STP und den Aufrichtungen betrugen
0.42 (P =0.35) an Tag 1 und 0.63 (P = 0.13) an Tag 2. Demnach korrelierten mehr

Aufrichtungen mit einem hdheren Grad an LTP bei den besseren Lernern (Abb. 5A).
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Die Korrelationskoeffizienten zwischen den Variablen in der Gruppe der schlechteren

Lerner waren hingegen nicht bedeutsam (0.2 < P < 0.64).
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Ebenfalls in der Gruppe der besseren Lerner korrelierte die Dauer der Aufrichtungen
positiv mit LTP [r(P) = 0.85, P = 0.02] an Tag 1 der Testungen (Abb. 5B). Im Fall von
STP betrug die Korrelation 0.61 (P = 0.15). Fur Tag 2 der Testungen erreichten die
Korrelationen zwischen der Dauer der Aufrichtungen und STP und LTP die Werte
0.63 (P = 0.13) bzw. 0.71 (P = 0.08). In der Gruppe der schlechteren Lerner waren
die Korrelationen auch in diesem Fall nicht bedeutsam (0.46 < P < 0.74). Bei den
besseren Lernern korrelierte der Beginn der Aufrichtungen (der Zeitpunkt, an dem

die erste Aufrichtung zum ersten Mal ausgefuhrt wurde) negativ mit LTP im Striatum
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[r(P) = -0.82, P = 0.03]; je frGher die Tiere begannen sich aufzurichten, umso mehr
LTP wurde gemessen (Abb. 5C). Die Korrelation mit STP betrug -0.63 (P = 0.13). In
der Gruppe der schlechteren Lerner waren die Variablen nicht offensichtlich
miteinander assoziiert (0.27 < P < 0.83).

ChAT mRNA. Keine der oben genannten Explorationsvariablen schien in einem
bedeutsamen Zusammenhang mit der Gen Expression von ChAT im Striatum zu
stehen, weder in der Gruppe der besseren Lerner (0.27 < P < 0.99) noch bei den
schlechteren Lernern (0.44 <P <0.7).

NMDA-NR2A, -NR2B und —NR2C mRNA. In der Gruppe der schlechteren Lerner
korrelierte die mRNA von NR2A und NR2C mit dem Beginn der Aufrichtungen an
Tag 1 [r(S) =-0.75, P = 0.05 bzw. r(S) = -0.86, P = 0.01]; d.h., mehr NR2A und NR2C
mRNA ging mit einem fruheren Beginn der Aufrichtungen einher. An Tag 2
erreichten die Korrelationskoeffizienten r(S) die Werte -0.68 (P = 0.09) bzw. -0.71 (P
= 0.07). Keine der anderen Variablen korrelierte augenscheinlich miteinander, weder
in der Gruppe der schlechteren Lerner (0.33 < P < 0.75) noch bei den besseren
Lernern (0.08 < P <0.99).

Eine Zusammenfassung der Korrelationen, die bei den besseren und schlechteren

Lernern einen P-Wert von < 0.05 erreichten, sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Tabelle 1. Zusammenfassung der Korrelationen der besseren (B) und schlechteren (S) Lerner mit P-Werten < 0.05

GEN EXPRESSION ELEKTROPHYSIOLOGIE

ChAT NMDA-NR2A NMDA-NR2B NMDA-NR2C STP LTP
WASSERLABYRINTH
Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform B(-)
Schwimmzeiten im Plattformquadranten S (+) S (+) B (+) B (+)
Schwimmzeiten im vorherigen Plattformquadranten (Probe Trial) S (+) S (+)
Schwimmzeiten zur Plattform mit Hinweisreiz (Cued Version) B (+)
OFFENFELD
Anzahl der Aufrichtungen an Tag 1 B (+)
Anzahl der Aufrichtungen an Tag 2 B (+)
Dauer der Aufrichtungen an Tag 1 B (+)
Beginn der Aufrichtungen an Tag 1 S (-) S (-) B (-)
TP = Kurzzeitpotenzierung; LTP = Langzeitpotenzierung; ChAT = Cholin Acetyltransferase; (+) = positive Korrelation; (-) = negative Korrelation.

3.2.5 Diskussion

Einer der Hauptbefunde dieser Studie war, dass die besseren und schlechteren
Lerner, die sich im Erlernen eines Wasserlabyrinths unterschieden, sich auch in der
Gen Expression von ChAT unterschieden, jedoch nicht im Expressionsgrad der
NMDA-Untereinheiten oder der STP und LTP im dorsalen Striatum (DS). Der Level
der Performanz im Wasserlabyrinth und Offenfeld konnte durch die Varianz in der
Gen Expression von ChAT, NMDA-NR2A und -NR2B und den Amplituden von LTP

im DS teilweise erklart werden; in der Gruppe der besseren Lerner korrelierte LTP
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positiv mit dem Platzlernen im Wasserlabyrinth und mit dem Explorationsverhalten im
Offenfeld. Weniger ChAT mRNA korrelierte mit einem schnelleren Entkommen auf
die Plattform mit Hinweisreiz. In der Gruppe der schlechteren Lerner korrelierten
NMDA-NR2A und —-NR2B positiv mit dem Platzlernen und -gedachtnis im
Wasserlabyrinth. Ebenfalls in dieser Gruppe korrelierten NR2A und NR2C negativ
mit dem Beginn der Aufrichtungen im Offenfeld.

3.2.5.1 Ein hohere Gen Expression von ChAT im Striatum koinzidiert mit einer
besseren Lernleistung in alten Ratten

In mehreren Studien wurde berichtet, dass die Aktivitdt von ChAT im Striatum bei
alten Tieren reduziert, unverandert oder erhoht war im Vergleich zu jungen Tieren
(z.B., Ingram et al., 1983; Ogawa et al., 1994; Colombo und Gallagher, 1998; Baxter
et al., 1999). Wenn schlechtere alte Lerner mit besseren verglichen wurden, war die
Aktivitat von ChAT entweder reduziert oder unverandert (Gallagher et al., 1990;
Aubert et al., 1995; Stemmelin et al., 2000). Insbesondere die mRNA von ChAT
wurde als unverandert befunden, wenn alte mit jungen Ratten verglichen wurden
(Ogawa et al., 1994) oder als herunterreguliert in Patienten, bei denen die
Alzheimersche Krankheit diagnostiziert wurde (Boissiere et al., 1997). In der
gegenwartigen Studie expremierten die schlechteren alten Lerner weniger ChAT
MmRNA im DS als die besseren alten Lerner. Dieses Ergebnis geht mit der
allgemeinen Befundlage der Altersforschung einher, die eine verringerte Funktion
des cholinergen Systems als einen Faktor ansieht, der zum Auftreten von schweren
Demenzen beitragt (Bartus et al., 1982; Hartig et al., 2002).

Der Gruppenunterschied im Expressionsgrad von ChAT konnte mit meheren der
vorgefundenen Verhaltensdefiziten der schlechteren Lerner einhergehen, z.B. den
héheren Schwimmzeiten zur verborgenen und/oder signalisierten Plattform, der
Abwesenheit einer Platzpraferenz fur den Plattformquadranten, der Persistenz am
Beckenrand zu schwimmen und der verringerten Gedachtnisleistung bei einem
inhibitorischen Vermeidungslerntest (fur den letzteren Befund, siehe Punkt 3.1).
Hiermit Ubereinstimmend wurden im Wasserlabyrinth und im inhibitorischen
Vermeidungslerntest Defizite im Flucht- bzw. Vermeidungslernen nach striatalen
Lasionen gefunden (Green et al., 1967; Whishaw et al., 1987; Popoli et al., 1994;
Devan und White, 1999). Ebenso spielt das Striatum eine wichtige Rolle in der
Verarbeitung von Belohnung (Schulz, 1998; Gold, 2003) und konnte daher

verschiedene Formen des Lernens uber Verstarkungsprozesse beeinflussen, u.a.
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das raumliche Lernen; Verstarker konnten als solche funktionieren, indem sie direkt
auf Konsolidierungsprozesse Einfluss nehmen (Huston et al., 1977). In der
gegenwartigen Studie korrelierte die mRNA von ChAT jedoch nur mit einer
Verhaltensvariable, und zwar mit der Performanz wahrend der Aufgabe mit
sichtbarer Plattformposition im Wasserlabyrinth. Diese Assoziation flgt sich mit
anderen Befunden zusammen, die auf eine Mitwirkung des striatalen Acetylcholins
bei Stimulus-gelenktem Verhalten schlieRen lassen. Z.B. wurde festgestellt, dass die
cholinergen Interneurone des Striatum (TANs) speziell auf sensorische Stimuli
antworten, die wahrend des sensorisch-motorischen Lernens Verstarkung
signalisieren (Aosaki et al., 1994). Das cholinerge System kann jedoch nicht das
einzige System sein, welches die Assoziationen zwischen Stimulus und Verstarkung
vermittelt; z.B. sind auch die dopaminergen Neurone des Striatums daran beteiligt,
das Lernen von auf Verstarkung hindeutenden Stimuli zu vermitteln. Diese Neurone
kodieren Fehler und Unsicherheit bei der Signalisierung von Verstarkung (Schultz,
1998; Waelti et al., 2001; Fiorillo et al., 2003).

Interessanterweise korrelierte der Level der ChAT mRNA bei den besseren Lernern
mit langeren Schwimmzeiten zur Plattform mit Hinweisreiz, d.h. einer schlechteren
Performanz, obwohl die besseren Lerner als Gruppe mehr ChAT mRNA aufwiesen
als die schlechteren Lerner. Bei den schlechteren Lernern schien der
Zusammenhang zwischen den Variablen kurvenlinear zu sein. Demnach war der
Zusammenhang zwischen der Gen Expression von ChAT und dem Striatum-
mediierten Lernen bei den alten Tieren nicht-monoton; diese Form der Komplexitat in
den Zusammenhangen konnte die scheinbaren Widerspruche in der Literatur
bezuglich der Rolle von ChAT beim Altern teilweise erklaren (Ogawa et al., 1994;
Boissiere et al., 1997). Nicht-monotone Zusammenhange sind bei alten Tieren
beispielsweise zwischen dem Lernen im Wasserlabyrinth und der LTP im
Hippocampus oder zwischen dem Lernen im Wasserlabyrinth und der Exploration im
Offenfeld gefunden worden (flir eine detaillierte Beschreibung, siehe Schulz und
Huston, 2002; Schulz et al., 2002).

3.2.5.2 Die NMDA-NR2 Rezeptor Untereinheiten mRNA im Striatum korreliert
mit dem Verhalten der alten schlechteren Lerner

Der glutamaterge Eingang vom Cortex in das Striatum ist fur das Striatum-mediierte
Lernen von kritischer Bedeutung (Da Cunha et al., 2002). Die Blockade der NMDA

Rezeptoren durch Gabe von MK-801 fihrte vermutlich durch die Blockade des
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corticostriatalen glutamatergen Eingangs zu einer vermehrten Lokomotion und einer
reduzierten Aufmerksamkeit (Dai und Carey, 1994). Kdirzlich wurde auf die
differenzielle Beteiligung der NMDA Rezeptor Untereinheiten NR1/NR2A-D ({1/¢1-4
in Mausen) an der Hirn- und Verhaltensplastizitat hingewiesen. Einige Studien
stellten eine Verbindung zwischen der Aktivitat von NMDA-NR2B und dem Lernen
und Gedachtnis in Rodentien her (Tang et al., 1999), obwohl NR2A auch in
Verhaltensvorgangen impliziert wurde (Sakimura et al., 1995; Kiyama et al., 1998).
Mit zunehmendem Alter wurde €2 (NR2B) im Cortex, Striatum und Hippocampus von
Mausen als verringert befunden (Magnusson, 2000). Diese Studien legen nahe,
dass sich besser- und schlechterlernende alte Tiere im Expressionsgrad der NR2
Untereinheiten unterscheiden, dies konnte in der gegenwartigen Studie jedoch nicht
verifiziert werden. Es wurden jedoch mehrere Korrelationen zwischen der
Untereinheiten mRNA und der Performanz im Wasserlabyrinth und im Offenfeld
gefunden.

In der Gruppe der schlechteren Lerner korrelierten NMDA-NR2A und —NR2B mit der
Performanz im  Wasserlabyrinth, d.h. mit den Aufenthaltszeiten im
Plattformquadranten wahrend der Akquisition und mit den Aufenthaltszeiten im
vorherigen Plattformquadranten wahrend der Extinktion (Probe Trial); eine bessere
Performanz ging mit einem hoheren Expressionsgrad einher. Man konnte jedoch
hinterfragen, ob die Verhaltensleistungen der schlechteren Lerner tatsachlich eine
Varianz der raumlichen Lern- und Gedachtniskapazitat darstellen, oder eher eine
allgemeine Verhaltensfunktion, da sich die meisten Tiere am oder unter dem
Zufallsniveau bewegten. Interessanterweise beobachtete Cain (1998), dass Ratten
nach Gabe von NMDA-Antagonisten Defizite im Erlernen der allgemeinen
Anforderungen einer Wasserlabyrinthaufgabe zeigten, wie z.B. im Aufklettern auf die
Plattform oder von der Wand weg und in das Zentrum des Wasserlabyrinths zu
schwimmen, welches nahe legt, dass die Aktivitat der NMDA-Rezeptoren wichtig fur
die Selektion von adaptiven Verhaltensstrategien ist und somit zur optimalen
Performanz beitragt. In der Gruppe der schlechteren Lerner korrelierte auch die
Exploration im Offenfeld mit der Gen Expression der NMDA Untereinheiten; mehr
NR2A und NR2C mRNA korrelierten mit einem friheren Beginn der Aufrichtungen.
Ein frGher Beginn einer Aufrichtung konnte auf eine hohe Motivation, die neue
Umgebung zu explorieren, hinweisen; eine Interaktion mit Emotionen, wie z.B.

Angstlichkeit, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Man konnte erwarten,
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dass Motivationsfaktoren auch der Frequenz oder der Dauer der Aufrichtungen
unterliegen wuirden, diese Variablen korrelierten aber nicht mit der Expression von
NR2 bei den schlechteren Lernern. Die Dauer oder die Persistenz explorativen
Verhaltens wurde im Vergleich zur Anzahl der Aufrichtungen eher als Indikator fur
Aufmerksamkeitsprozesse anstelle der reinen Lokomotion interpretiert (Dai und
Carey, 1994). Interessanterweise korrelierten in der gegenwartigen Studie alle drei
Explorationsvariablen mit LTP im Striatum in der Gruppe der besseren Lerner.
3.2.5.3 Die Langzeitpotenzierung im Striatum

Die Stimulierung der NMDA- und der M1-ahnlichen muskarinergen Rezeptoren, die
sich auf den ,Medium Spiny“ Neuronen im Striatum befinden, ist eine Bedingung fir
die Induktion von LTP an corticostriatalen Synapsen (Calabresi et al., 1992a, 1999;
Zhang et al., 2001). Man konnte demnach erwarten, dass der Gruppenunterschied
in der Gen Expression von ChAT, der in der gegenwartigen Studie gefunden wurde,
STP und LTP beeinflussen konnte; die besser- und schlechterlernenden alten Tiere
expremierten jedoch ahnlich viel STP und LTP. In anderen Berichten wurde darauf
hingewiesen, dass die endogene Ausschuttung von ACh nur fur die Potenzierung
striataler EPSPs von Bedeutung ist, da M1-Antagonisten zwar die Ausbildung von
LTP verhinderten, sich jedoch nicht auf die Baseline EPSPs auswirkten (Calabresi et
al., 1999; Centonze et al., 2003). Dieses konnte darauf hindeuten, dass der Level
von ACh in der gegenwartigen Studie wahrend der Tetanisierung in den
Lernergruppen nicht unterschiedlich war oder fur die Induktion von STP und LTP
genugte, obwohl mehr ChAT mRNA in den besseren Lernern zu finden war. Die
Level von ChAT Kkorrelierten auch nicht mit STP und LTP, was weiterhin darauf
hindeutet, dass die Parameter in ihrer Funktion unabhangig voneinander waren.
Funktionelle Differenzen zwischen ChAT und LTP ergaben sich auch durch ihre
Zusammenhange mit unterschiedlichen Verhaltensvariablen; wahrend ChAT mit der
Performanz in der Aufgabe mit sichtbarer Plattformposition korrelierte, korrelierte LTP
mit dem Platzlernen im Wasserlabyrinth, wobei eine bessere Performanz in den
besseren Lernern mit mehr LTP einherging.

In der Gruppe der besseren Lerner korrelierten STP und LTP im Striatum auch mit
der Anzahl und Dauer sowie mit dem Beginn der Aufrichtungen im neuen Offenfeld,
d.h. mit Markern der Exploration. Bezlglich der schon seit langem gefuhrten
Debatte, ob LTP ein neuronales Substrat von Lern-, Gedachtnis- und verwandten
Prozessen darstellt (Shors und Matzel, 1997; Martin und Morris, 2002), bekraftigen
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die gegenwartigen Ergebnisse diesen Link, obwohl STP und LTP keine kausalen
Faktoren darstellten, welche die Gruppenunterschiede im Verhalten der besseren
und schlechteren Lerner erklaren konnten. Die Korrelationen zwischen STP, LTP
und dem Explorationsverhalten sind besonders interessant hinsichtlich der Pramisse,
dass LTP ein Aquivalent eines Aufmerksamkeits- oder Erregbarkeitsapparats sein
konnte, der bei Anwesenheit von besonders kritischen Informationen im Umfeld
angekurbelt wird (Shors und Matzel, 1997). Obwohl die Exploration dafur
ausschlaggebend sein kann, ob und wie gut etwas gelernt wird, ist sie essenziell mit
Aufmerksamkeitsprozessen verknupft (Berlyne, 1966a, b; Berlyne, 1969). Die
Abwesenheit ahnlicher Korrelationen in der Gruppe der schlechteren Lerner kénnte
auf interagierende dritte Variablen hinweisen, die sich auf die Zusammenhange
auswirkten (vergleiche auch Schulz und Huston, 2002; Schulz et al., 2002). Einer
dieser Einflusse konnte von Veranderungen in den Zusammenhangen zwischen der
Expression der NMDA Untereinheiten und dem untersuchten Verhalten herrihren, da
fast ausschlieBlich in der Gruppe der schlechteren Lerner Zusammenhange
zwischen den Untereinheiten mRNAs und der Performanz im Wasserlabyrinth und
Offenfeld vorhanden waren.

3.2.5.4 Die Informationsverarbeitung im Striatum und Hippocampus verlauft
parallel

Die Verhaltensdefizite der schlechteren Lerner, z.B. in der Akquisition des
Wasserlabyrinths, kénnten auf einer Dysfunktion des Striatums und/oder des
Hippocampus basieren. Lasionen beider Strukturen flhrten zu einer Stérung im
Platzlernen im Wasserlabyrinth (Sagratella et al., 1994; Popoli et al., 1994; Morris et
al., 1982) und Lasionen des Striatums mit quinolinischer Saure fuhrten zu einer
selektiven Reduzierung der hochfrequenten Potenzierung im Gyrus dentatus
(Sagratella et al.,, 1994). McDonald und White (1994) stellten die Hypothese auf,
dass der Hippocampus und das dorsale Striatum (DS) zwei voneinander
unabhangige Gedachtnissysteme darstellen, die parallel an der
Informationsverarbeitung teilnehmen. Dieser Ansicht nach verarbeitet und speichert
der Hippocampus Informationen Gber Zusammenhange zwischen Reizen im Umfeld,
wahrend das Striatum mit dem Lernen von S-R Assoziationen verbunden ist, d.h.
einer Form des Lernens, bei der ein spezifischer Stimulus eine Reaktion ausldst, die
eine Belohnung nach sich zieht. Beide Formen des Lernens kdnnten bei der

Produktion von Verhalten eine synergistische Rolle spielen (Packard und Teather,
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1998; Devan und White, 1999) und teilen &hnliche neurochemische Grundlagen, z.B.
die Modulation durch Glutamat (Packard und Teather, 1997). In der hiesigen Studie
wurden Korrelationen zwischen dem Platzlernen im Wasserlabyrinth, dem
Explorationsverhalten im Offenfeld und dem Expressionsgrad von LTP in der
Hippocampus-Region CA1 (Schulz et al.,, 2002) als auch im dorsalen Striatum in
denselben Tieren gefunden, d.h. in den besseren Lernern einer Gruppe alter Ratten,
die residuale Lernleistungen im Wasserlabyrinth aufwiesen. Dieses deutet daraufhin,
dass in diesen Tieren das Erkundungsverhalten sowie das Lernen und Gedachtnis in
beiden Hirnstrukturen parallel verarbeitet werden. Diese Auffassung bestatigend
fanden wir eine positive Korrelation zwischen STP und LTP in beiden Hirnregionen in

derselben Tiergruppe (siehe Abb. 6).

A Abb. 6. Korrelationen zwischen S- und
_é)ﬁ 7 o o LTP im dorsalen Striatum und der
£S5 g o 4 Hippocampus-Region CAL. In der
(@

g g © 5 b Gruppe der besseren Lerner korrelierten
;g 212 o (A) STP im Striatum und in der
n

— Hippocampus-Region CA1 sowie (B) LTP
1234567 . . . - oo
in diesen Regionen positiv miteinander

STP I Striatum [F(S) = 0.82, P = 0.02 bzw. r(S) = 0.86, P
B (Rénge)

= 0.01]. In der Gruppe der schlechteren

IS 7 o Lerner waren diese Variablen nicht
D“?% g © O' eindeutig miteinander assoziiert [r(S) = -
g g o e 0.77, P = 0.07 bzw. r(S) = -0.32, P =
xS 2 ° 0.54]. Die Daten sind als Rénge
|: 1 ® o

T dargestellt; niedrigere Range stehen fir
1234567 . .
einen hohen Expressionsgrad von S- und

LTP im Striatum . . . .
(Réinge) LTP. Die Regressionslinien sind zur
lllustration fir die besserlernenden Tiere
® besser aufgezeigt. Die Hippocampus-Daten
o  schlechter stammen aus Projekt | (Punkt 3.1).

Zusammenfassend zeigten die Befunde, dass sich alte Tiere mit besseren und
schlechteren Lernleistungen im Wasserlabyrinth auch in der Gen Expression von
ChAT im DS unterschieden, nicht aber in der Expression der Untereinheiten des

NMDA Rezeptors und auch nicht im Expressionsgrad von STP und LTP.
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Zusammenhange zwischen der Performanz im Wasserlabyrinth und Offenfeld und
den neuronalen Parametern ergaben sich fur die Lernergruppen auf differenzielle Art
und Weise; z.B. korrelierte das Platzlernen im Wasserlabyrinth und das
Explorationsverhalten im Offenfeld in der Gruppe der besseren Lerner mit LTP,
wohingegen die Performanz in denselben Tests in den schlechteren Lernern mit der
Expression der NMDA-NR2 Untereinheiten korrelierte. Zusammen mit den unter
Punkt 3.1 beschriebenen Daten zeigten die Ergebnisse weiterhin, dass
elektrophysiologische Prozesse im Striatum und im Hippocampus ahnliche Aspekte

des Verhaltens im Wasserlabyrinth und Offenfeld vermitteln.
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3.3 Die ,Sliding Window Correlation® Methode zur Aufdeckung verborgener
Korrelationen: Die Existenz von Subgruppen in alten Ratten

3.3.1 Zusammenfassung

Die ,Sliding Window Correlation® Methode wurde von uns entwickelt, um
Populationen auf mogliche Heterogenitat in den Zusammenhangen zwischen
Variablen zu untersuchen. Diese Prozedur beinhaltet die Berechnung von
Korrelationskoeffizienten (R) fur Uberlappende, aufeinanderfolgende Segmente co-
variierender Punktwerte. Die Verteilung der resultierenden Rs Uber die Rangfolge
einer Stichprobe kann Fluktuationen im Grad und in der Valenz von R aufzeigen. Die
Methode wurde auf Verhaltensdaten alter Ratten angewandt, die entsprechend ihrer
Performanz im Wasserlabyrinth rangiert wurden und welche mit der Exploration im
Offenfeld und mit dem Konflikt- oder Angstverhalten in einer Black/White Box
korreliert wurde. Die Ergebnisse wiesen flr verschiedene Segmente der Population
im Grad variierende und in der Valenz entgegengesetzte Korrelationskoeffizienten
auf, die in Korrelationsanalysen Uber die gesamte Stichprobe verdeckt blieben. Z.B.
waren die Rs in den besseren Labyrinthlernern am hdchsten bei einem
Zusammenhang zwischen besserer Lernfahigkeit, mehr Offenfeldexploration und
weniger Angst in der Black/White Box, wohingegen die Rs in den mittleren Lernern
am hochsten bei einem Zusammenhang zwischen besserer Lernfahigkeit, weniger
Offenfeldexploration und mehr Angst in der Black/White Box waren. Demnach kann
die ,Sliding Window Correlation® Methode zusammen mit einer gangigen — d.h. die
gesamte Stichprobe umfassenden - Korrelationsanalyse angewandt werden, um zu
untersuchen, ob und in welchem Bereich einer Werteverteilung etwaige Subgruppen
existieren. Dies kann vor allem von Bedeutung sein, wenn Korrelationsanalysen

uber die gesamte Stichprobe zu keinen signifikanten Ergebnissen flhren.

3.3.2 Einleitung

Bei einer Korrelationsanalyse wird im Allgemeinen untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen zwei Datensatzen besteht. Jedoch existiert manchmal ein
signifikanter Zusammenhang nur fur einen Teil der Stichprobenpunkte, der durch
eine Korrelation Uber die gesamte Stichprobe maskiert werden kann. Alte Tiere
weisen z.B. erhebliche interindividuelle Differenzen in Lern- und Gedachtnismalien
auf (Rapp und Amaral, 1992; Hasendhrl et al., 1997; Sykova et al., 2002). Dies wirft
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die Frage auf, ob die Enden der Verteilung, d.h. die besseren und schlechteren
Lerner, unterschiedliche Subgruppen von Tieren darstellen (Baxter und Gallagher,
1996). In einem solchen Fall kann erwartet werden, dass sich diese Gruppen in
anderen Charakteristiken als im Lernen und Gedachtnis selbst oder dessen
neuronalen Aquivalenzen unterscheiden. Ebenso konnen sich solche Subgruppen
auch in den Korrelationen mit anderen behavioralen und biologischen Variablen
unterscheiden, z.B. in der Groflenordnung (niedrig-hoch) und/oder in der Valenz
(positiv-negativ) der Korrelationskoeffizienten (R). Verschiedene Studien zeigten
z.B., dass sich bessere und schlechtere alte Lerner in ihrer Reaktivitat auf Neuheit
(Rowe et al., 1998), in der Wasseraufnahme wahrend des Hell/Dunkel-Zyklus
(Gallagher und Burwell, 1989), in der Thigmotaxis im Wasserlabyrinth (Schulz et al.,
2002), und in der negativen Feedback-Regulation durch die HPA-Achse (Issa et al.,
1990) unterscheiden. Uberdies konnten wir kirzlich zeigen, dass der
Expressiongrad der Langzeitpotenzierung im Hippocampus und im Striatum, das
Explorationsverhalten im Offenfeld und die Lernleistungen im Wasserlabyrinth in
alten Tieren miteinander korrelierten, die als bessere Lerner eingestuft waren, nicht
aber in Tieren, die als schlechtere Lerner galten (Schulz et al., 2002; Schulz et al.,
2004). Besser- und schlechterlernende alte Ratten unterschieden sich ebenfalls in
den Korrelationen mit verschiedenen Stresshormonen, wie CORT und ACTH (Meijer
et al., 2005).

Obwohl die Durchfiuhrung von Korrelationen flr einzelne Segmente der
Werteverteilung (z.B. flr die besseren und schlechteren Lerner) auf mdgliche
Fluktuationen in der GroRenordnung und/oder Valenz von R hinweisen kann, ist
dieser Ansatz nicht genugend systematisch. Fur den Fall, dass Variationen in R
existieren, ist deren genaue Lokalisierung innerhalb der rangierten Werteverteilung
winschenswert. In diesem Bericht stellen wir eine einfache Prozedur dar, die
,oliding Window Correlation (SWC) Methode, welche es ermdglicht gegebenenfalls
existierende Variationen systematisch aufzudecken. Diese Prozedur beinhaltet die
Durchfihrung von Korrelationsanalysen fur  teilweise Uberlappende,
aufeinanderfolgende Segmente rangierter Punktwerte und das Plotten der
resultierenden Rs. Im Folgenden wurde gezeigt, dass diese Prozedur nicht nur das
Vorhandensein und den Grad der Heterogenitat in einer Co-Variation aufdeckt,
sondern auch den Verlauf solcher Interaktionen Uber die Stichproben rangierter

Punktwerte. Um solche Ergebnisse zu illustrieren, wurde die Performanz alter
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Ratten, einen Ort im Wasserlabyrinth zu lernen, rangiert und mit dem
Explorationsverhalten in einem Offenfeld korreliert. Das Wasserlabyrinthlernen
wurde ebenfalls mit der Performanz in einer Black/White Box, einem Test, der Angst

und Exploration misst, korreliert.

3.3.3 Materialien und Methoden

3.3.3.1 Die Versuchstiere

Die Experimente wurden entsprechend den Vorschriffen des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefihrt und von der Bezirksregierung Dusseldorf
genehmigt. In Experiment 1 wurden 31 mannliche, 28-30 Monate alte Wistar-Ratten
(631.77 g + 12.01 SF) (Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf) entsprechend ihrer Lernleistung im Wasserlabyrinth rangiert. Das
Lernleistungsvermdgen wurde Uber die durchschnittliche Zeit, die zum Erlernen der
Aufgabe bendétigt wurde, definiert. In Experiment 2 wurden 27 mannliche, 26 Monate
alte Wistar-Ratten (553.70 g + 14.03 SF) auf dieselbe Weise rangiert. Es wurden nur
solche Tiere berucksichtigt, die keine Anzeichen von physischer Schwache oder
Krankheit aufwiesen. Die 31 Tiere des ersten Experimentes wurden in einem 12-
stiindigem Hell/Dunkel Rhythmus gehalten (Licht an um 07:00 Uhr), wohingegen die
27 Tiere des zweiten Experimentes einem umgekehrten Rhythmus ausgesetzt waren
(Licht an um 19:00 Uhr), so dass diese Beobachtungen wahrend der aktiven
Nachtphase der Tiere gemacht wurden. Die Experimente 1 und 2 wurden von
vornherein fir andere Zwecke durchgefuhrt, so dass jegliche Unterschiede in den
Protokollen beabsichtigt waren. Die Tiere wurden in Gruppen mit 2-3 Ratten pro
Kafig gehalten. Futter (Altromin, gepresst) und Wasser standen frei zur Verfugung.
3.3.3.2 Das Wasserlabyrinth

Das runde Labyrinth hatte einen Durchmesser von 185 cm und bestand aus
schwarzem Polyethylen. Es wurde zu einer Hohe von 30 cm mit 20 + 1 °C warmem
Wasser gefullt. 1.5 cm unter der Wasseroberflache war eine aus PVC angefertigte
Plattform angebracht, deren Durchmesser 18 cm betrug. Die Plattform konnte an
vier verschiedene Orte im Labyrinth verschoben werden, jeweils in die Mitte eines
Quadranten. Jedem Tier wurde ein zufallig ausgewahlter Quadrant (Zielquadrant)
zugeteilt, in dem sich die Plattform wahrend der gesamten Akquisitionsphase befand.
Zusatzlich wurden vier Startpunkte gewahlt, die dem Uhrzeigersinn nach jeweils

gleichweit voneinander entfernt waren. Taglich wurden die Tiere einer zufallig
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ausgewahlten Sequenz entsprechend an jedem der vier Startpunkte einmal in das
Labyrinth gelassen. Die Sequenz war fur jedes Tier gleich. Hinweisreize in der
Umgebung des Labyrinths, wie z.B. Poster, eine Tafel und ein Schrank, dienten zur
raumlichen Orientierung. Die Reize wurden von vier 75-W Gluhbirnen angestrahit
und hierdurch hervorgehoben. Diffuses Deckenlicht trug ebenfalls zur Beleuchtung
des Labyrinths bei und sorgte fur eine Helligkeit von = 6.5 Lux auf der
Wasseroberflache. Computerisierte Systeme fur die Verhaltensanalyse befanden
sich hinter einer Barriere vom Labyrinth entfernt. Eine Kamera war = 2 m Uber dem
Labyrinth angebracht.

Mindestens 30 Minuten vor Beginn der Experimente, wurden die Ratten in einen
Warteraum gebracht und bis kurz vor den Testungen in einem Transportkafig
gehalten. Am Anfang eines Versuchdurchgangs wurden die Tiere einzeln im
Labyrinth platziert, wobei sie der Wand des Beckens entgegen blickten. Jedes Tier
durchlief einen 2-minttigen Adaptationsdurchgang in Abwesenheit einer Plattform, so
dass es sich an die neue Wassersituation gewohnen konnte und die allgemeine
Schwimmfahigkeit Uberprift werden konnte. Am nachsten Tag begann das 9-tagige
Training mit verborgener Plattform. In dieser Phase hatten die Tiere die Mdglichkeit,
den Ort der Plattformposition zu erlernen und auf die Plattform zu entkommen. Pro
Tag wurden 4 Trainingsdurchgange durchgefuhrt. Ein Trainingsdurchgang war
beendet, wenn das Tier die Plattform erklimmt hatte oder 2 Minuten verstrichen
waren. Nach Ablauf eines 2-Minutenintervalls wurde die Ratte vom Versuchsleiter
zur Plattform geleitet. Das Tier verweilte dann 30 Sekunden auf der Plattform.
Hiernach wurde das Tier fur 60 Sekunden in einem Transportkafig gehalten und
anschlieend der nachste Durchgang gestartet. Nach vier Durchgangen in
Experiment 1 und nach zwei in Experiment 2 wurden die Ratten mit Papiertichern
abgetupft und durch die Warme von zwei 75-W Glihbirnen getrocknet. In
Experiment 2 wurden jeden dritten Tag zwei Durchgange am Morgen und zwei am
Nachmittag durchgefuhrt. Alle Versuchsdurchgange wurden auf Video aufgezeichnet
und mit ETHOVISION software (Noldus, Wageningen, Niederlande) analysiert. Die
Versuche fanden am Tag zwischen 9.00 und 17.00 Uhr statt.

FiUr jeden Trainingsdurchgang wurden die Schwimmzeiten und — distanzen bis zum
Erreichen der verborgenen Plattform gemessen. Die Schwimmzeiten und —distanzen
korrelierten miteinander fur jeden Trainingstag (alle P-Werte < 0.000006). Aus

diesem Grunde wurden nur die Schwimmzeiten als Index fir die Lernleistung
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berticksichtigt. Um die Performanz wahrend der gesamten Akquisition zu rangieren,
wurden die vier Versuchsdurchgange pro Tag und alle neun Trainingstage gemittelt
(mittlere Gesamtschwimmzeiten).

3.3.3.3 Das Offenfeld

Das Offenfeld bestand aus dunkelgrauem Plexiglas mit einer Bodenflache von 60 x
60 cm und einer Wandhohe von 39 cm. Die Arena war nach oben hin offen.
Wahrend der Experimente war die Arena dunkel beleuchtet (ca. 0.3 Lux im Zentrum
des Offenfeldes). Eine Videokamera (SONY, DCR-TR V20E) hing ca. 1 m uber dem
Zentrum  des Feldes, alle Durchgange  wurden  gefilmt. Ein
Weitspektrumrauschgenerator erzeugte ein Rauschen von 60 dB.

In Experiment 1 begannen die Offenfeldversuche ca. 4 Tage nach dem
Wasserlabyrinthexperiment und in Experiment 2 fanden diese vor dem
Wasserlabyrinthtest statt. Die Tiere wurden einzeln im Offenfeld platziert, wobei der
Kopf immer einer der Wande entgegen gerichtet war. In Experiment 1 konnten die
Tiere das Offenfeld am ersten Testtag fur 10 Min. explorieren und in Experiment 2 fur
20 Min. Ein zweiter — 24 Std. nach dem ersten stattfindenden - Durchgang dauerte
in beiden Experimenten jeweils 10 Min. In Experiment 2 durchliefen die Tiere an
einem dritten Testtag eine Objekt Exploration. Experiment 1 fand zwischen 20:00
und 01:00 Uhr und Experiment 2 zwischen 08:00 und 18:00 Uhr statt.

Fir die Korrelationsanalysen in diesem Bericht wurde die Anzahl der Aufrichtungen
wahrend der ersten 10 Min. am ersten Testtag gemessen. Eine Aufrichtung wurde
gezahlt, wenn beide Vorderpfoten vom Boden geldst und in die Luft oder an eine
Wand gerichtet waren.

3.3.3.4 Die Black/White Box

Die aus PVC angefertigte Black/White Box (49 x 70 x 58 cm) bestand aus einem
schwarzen und einem weilten Abteil, die durch einen offenen Durchgang (9.5 x 9.5
cm) miteinander verbunden waren. Das weile Abteil (24.5 x 35 x 29 cm) wurde mit
einer 25 W Lampe beleuchtet, die ca. 50 cm Uber dem Boden platziert war. Eine
Videokamera (SONY, DCR-TR V20E) hing ca. 1 m Uber der Box, alle Versuche
wurden aufgezeichnet. Ein Weitspektrumrauschgenerator erzeugte ein Rauschen
von 60 dB.

Der Test begann ca. 2 Tage nach den Offenfeldversuchen in Experiment 1 und

dauerte 10 Min. Ein Tier wurde von einem Transportkafig aus gegentber dem
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Durchgang in das weilde Abteil gesetzt, dass der Kopf in Richtung Wand zeigte. Die
Experimente fanden zwischen 20:00 und 01:00 Uhr statt.

Neben anderen Variablen wurde die Zeit, die insgesamt im schwarzen Abteil
verbracht wurde, gemessen und flr die Korrelationsanalysen in diesem Bericht
verwendet.

3.3.3.5 Die , Sliding Window Correlation* Methode

Alle 31 Tiere aus Experiment 1 und alle 27 Tiere aus Experiment 2 wurden der
Lernfahigkeit nach, d.h. bezlglich der mittleren Gesamtschwimmzeiten zur
verborgenen Plattform im Wasserlabyrinth, von gut bis schlecht rangiert. Dann
wurden Rangordnungskorrelationen zwischen der Lernfahigkeit und den jeweils
zugehorigen Werten einer Co-Varianten berechnet und zwar fur jeweils zehn Tiere,
angefangen bei den ersten zehn und dann der Rangordnung nach, wobei der nachst
schlechtere Rang immer mit aufgenommen und der erste Rang des vorherigen

Intervalls ausgenommen wurde (Tabelle 1).

Tabelle 1. Die “Sliding Window Correlation” Methode angewandt auf die Rangordnung der im Wasserlabyrinth erbrachten

Leistungen, die mit Variable X korreliert wurden.

Co-Variante X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Lernen (rangiert) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Korrelation 1 I I

Korrelation 2 I I

Korrelation 3 I I

Usw.

Korrelation 22 I I

Die SWC Methode wurde fur die Variablen Lernfahigkeit im Wasserlabyrinth (mittlere
Gesamtschwimmzeiten zur verborgenen Plattform) und Exploration im Offenfeld
(Anzahl der Aufrichtungen), in den Experimenten 1 und 2 separat durchgefiihrt. In
Experiment 1 wurde die Prozedur ebenfalls fur die Variablen Lernfahigkeit im
Wasserlabyrinth und Aufenthaltszeit im dunklen Abteil der Black/White Box als Co-
Variante durchgefuhrt.
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3.3.3.6 Korrelationen uber die gesamte Stichprobe

Um die Zusammenhange zwischen den oben genannten Variablen fur alle Tiere
gemeinsam zu untersuchen, wurden ebenfalls Rangordnungskorrelationen nach
Spearman durchgefuhrt, jedoch Uber die gesamte Stichprobe. Der Shapiro-Wilk Test
wurde angewendet, um die Verteilungen der Variablen auf Normalitdt hin zu
uberprufen und ergab P-Werte > 0.05 (das Signifikanzniveau) fur die Variablen
Wasserlabyrinthlernen und Angst in der Black/White Box in Experiment 1 sowie fur
die Variablen Wasserlabyrinthlernen und Offenfeldexploration in Experiment 2. Fur
diese Variablen wurden ebenfalls Regressionsanalysen flr lineare und kurvenlineare
Funktionen durchgeflihrt, logarithmische, inverse, quadratische, kubische und

exponenzielle Funktionen miteingenommen.

3.3.4 Ergebnisse

Die Verteilungen der Variablen Wasserlabyrinthlernen (niedrigere mittlere
Gesamtschwimmzeiten zeigen besseres Lernen an) und Offenfeldexploration
(Anzahl der Aufrichtungen) sind fur die Tiere beider Experimente in Abb. 1
aufgefihrt. Die Mittelwerte (+ SF) der jeweiligen Verteilungen sind ebenfalls

dargestellt.
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Abb. 1. Wasserlabyrinthlernen und Offenfeldexploration in alten Ratten. Die
Werteverteilungen und Mittelwerte (+ SF) der Variablen Wasserlabyrinthlernen und
Offenfeldexploration sind separat fir Experiment 1 (n = 31) und Experiment 2 (n =
27) dargestellt. Die mittleren Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform im
Wasserlabyrinth wurden fiir neun Trainingstage gemittelt und sind als mittlere
Gesamtschwimmzeiten dargestellt. Die Anzahl der Aufrichtungen als Index fir

exploratives Verhalten wurden in einem fur die Tiere neuen Offenfeld gemessen.
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AnschlieBend wurden Korrelationsanalysen Uber die gesamte Stichprobe
durchgefuhrt. Sie ergaben keine bedeutsame Korrelation zwischen dem Lernen im
Wasserlabyrinth (mittlere Gesamtschwimmzeiten) und der Exploration im Offenfeld
(Anzahl der Aufrichtungen) (r = -0.09; P = 0.6) in Experiment 1 (Abb. 2A). In
Experiment 2 (Abb. 2B) betrug der Korrelationskoeffizient 0.3 (P = 0.1).

Da die Werte der Variablen in Experiment 2 normal verteilt waren, wurden ebenfalls
Regressionsanalysen durchgefuhrt. Von den untersuchten Funktionen (linear und
kurvenlinear) naherten sich die lineare, logarithmische, quadratische und kubische
Funktion unseren Daten am Besten an: es wurden jedoch nur 12 % der Varianz in
der Offenfeldexploration durch die Varianz im Wasserlabyrinthlernen erklart (Abb.
2B).
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Die SWC Methode, die fur die Variablen Wasserlabyrinthlernen und
Offenfeldexploration  als  Co-Variante  durchgefuhrt wurde, ergab 22
Korrelationskoeffizienten in Experiment 1 (Abb. 3A) und 18 in Experiment 2 (Abb.
3B). Die Koeffizienten wurden fir jedes Intervall mit 10 Tieren auf der Y-Axe
aufgezeichnet, wobei sich die Intervalle auf der X-Achse der Rangordnung nach vom

besseren zum schlechteren Lernen bewegen.
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Die Ergebnisse weisen komplexe Verteilungen der Korrelationskoeffizienten Gber die
Rangordnungen der alten Ratten in beiden Experimenten auf. In beiden
Experimenten erreichten die Rs hohe positive Werte (wobei besseres Lernen mit
mehr Exploration korrelierte) sowie hohe negative Werte (wobei besseres Lernen mit
weniger Exploration korrelierte). In Experiment 1, im Bereich der besseren Lerner,
waren die hochsten Rs positiv; fur diese Tiere korrelierte besseres Lernen mit mehr
Exploration im Offenfeld. Im Bereich der mittleren Lerner waren die hochsten Rs
negativ, so dass besseres Lernen mit weniger Exploration einherging. Bei den eher
schlechteren Lernern befanden sich die Koeffizienten hauptsachlich im positiven
Bereich. In Experiment 2, im Bereich der mittleren Lerner, waren die hochsten Rs
ebenfalls negativ, so dass besseres Lernen mit weniger Exploration einherging. Im
schlechteren Lernbereich waren die Koeffizienten positiv und negativ. Folglich
deuten beide Experimente auf die mogliche Existenz von unterschiedlichen
Subgruppen alter Tiere hin, fur die der Grad der Lernfahigkeit entweder mit mehr
oder mit weniger Explorationsverhalten assoziiert war. Um zu untersuchen, ob die
Heterogenitat innerhalb der Verteilungen von R auf Zufall beruhte, bildeten wir eine
zufallige Werteverteilung der Offenfelddaten und fuhrten die SWC Methode wie zuvor
durch. Die Ergebnisse in Abb. 3C zeigen eine auf Zufall basierende Verteilung von
Rs zwischen der Rangordnungsvariable Wasserlabyrinthlernen und einer
randomisierten Co-Variante. In diesem Fall betrug der Korrelationskoeffizient fur die
gesamte Stichprobe —0.04 (P = 0.82).

Fir die Tiere aus Experiment 1 wurden ebenfalls die Variablen
Wasserlabyrinthlernen und Angst in einer Black/White Box, d.h. die Aufenthaltszeiten
im schwarzen Abteil, miteinander korreliert. Eine Analyse Uber die gesamte
Stichprobe ergab einen Koeffizienten von —0.3 (P = 0.1). Regressionsanalysen fur
diese Variablen zeigten, dass die kubische Linie den Datenverlauf am Besten
anpassen konnte: 18% der Varianz im Verhalten in der Black/White Box konnte
durch die Varianz im Wasserlabyrinthlernen erklart werden (im Vergleich zu 6% bei
einer geraden Linie) (Abb. 4A).
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Im Anschluss wurde die SWC Methode angewendet, deren Ergebnisse in Abb. 4B zu
sehen sind. Wie zuvor erstreckten sich die Korrelationskoeffizienten von stark
negativ bis stark positiv. Im Bereich der besseren Lerner wiesen die hochsten Rs
einen Zusammenhang zwischen besserem Lernen im Wasserlabyrinth und weniger
Aufenthaltszeit im schwarzen Abteil der Black/White Box auf, wohingegen im Bereich
der mittelmaRigen Lerner die hochsten Rs einen Zusammenhang zwischen besserer
Lernfahigkeit und mehr Aufenthalt im schwarzen Abteil aufwiesen. Fur extrem
schlechte Lerner konnten nur niedrige Rs zwischen den Variablen festgestellt
werden. Eine SWC Kontrolle wurde in Abb. 4B in Form von Kreisen fur jedes vierte
Intervall der Korrelationsverteilung eingezeichnet. Wurde man nur die eingekreisten
Rs betrachten, lage eine geringere Teilnahmehaufigkeit der jeweiligen Tiere an den
Korrelationsanalysen vor, wobei die GroRe der Intervalle konstant gehalten wirde (n
= 10). Auf diese Art wurde die allgemeine Topographie der Verteilung beibehalten,
Informationen beziglich der Breite der Sattelpunkte gingen jedoch hierbei verloren.
3.3.4.1 Zusammenhange zwischen Exploration und Angst in Abhangigkeit von
der Lernfahigkeit

Es wird angenommen, dass die Black/White Box einen Konflikt ausldst zwischen der
Motivation eine neue Umgebung zu explorieren und der Praferenz, im schwarzen
Abteil zu verweilen, die ein Indikator fur Angst darstellt. Daher hypothetisierten wir,
dass das Explorationsverhalten im Offenfeld in einem Zusammenhang mit dem
Verhalten in der Black/White Box steht. Eine Korrelationsanalyse zwischen den
Variablen, die Uber die gesamte Stichprobe durchgeflihrt wurde, ergab einen
Koeffizienten von —0.2 (P = 0.3). Die Daten sind in Abb. 5A dargestellt.
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Eine weitere Anwendung der SWC Methode besteht darin, die Zusammenhange
zweier Variablen als Korrelationsverteilung darzustellen, die fur die Intervalle einer
dritten Variablen berechnet wurden. Hier wurde untersucht, zu welchem Ausmal}
Exploration und Angst miteinander Uber die Range des Wasserlabyrinthlernens
korrelieren (Abb. 5B). Fur die besseren und mittleren Lerner der Rangfolge waren
die Rs im negativen Bereich, d.h. mehr Aufrichtungen im Offenfeld korrelierten mit
weniger Aufenthaltszeit im schwarzen Abteil der Black/White Box. Fur die
schlechteren Lerner waren die Rs im positiven Bereich.

Far die - mit denen in Abb. 5B identischen - Variablen wurden die Rs ebenfalls fur
eine IntervallgréRe von sieben anstelle von zehn Tieren berechnet. Ein kleineres
Intervall wurde genutzt, um eine detailliertere Korrelationsverteilung zu erhalten. Die
Ergebnisse in Abb. 5C zeigen eine ahnliche Verteilung von Rs wie jene, die mit
einem groleren Intervall gewonnen wurden. Einige der Koeffizienten, vor allem im
Bereich der mittleren und schlechteren Lerner, wurden gréRer. Die eher niedrigeren

Koeffizienten, z.B. im Bereich der besseren Lerner, wurden kleiner.

3.3.5 Diskussion

Die gegenwartigen Experimente untersuchten die Zusammenhange zwischen den
Variablen Wasserlabyrinthlernen, Exploration eines neuen Offenfeldes und Angst in
einer Black/White Box, um die SWC Methode zu illustrieren. Im Gegensatz zur
Korrelationsanalyse Uber die gesamte Stichprobe untersucht die SWC Methode
Zusammenhange zwischen Variablen fur aufeinanderfolgende Segmente einer
Werteverteilung. Durch die Anwendung der SWC Methode konnten Korrelationen
aufgedeckt werden, deren GrolRe und Valenz Uber die Rangordnung alter Tiere
hinweg variierten und die im Verborgenen blieben, wenn eine Korrelationsanalyse
uber die gesamte Stichprobe angewendet wurde. Wahrend die Korrelationsanalysen
uber die gesamte Stichprobe alter Ratten, die unterschiedliche Lernleistungen im
Wasserlaybrinth aufwiesen, niedrige Rs zwischen den Variablen ergaben, ergab die
SWC Methode hohe und niedrige und positive und negative Rs flr verschiedene
Segmente oder Fenster der Rangordnung im Lernen. Dies deutet daraufhin, dass
die hier untersuchte Population alter Tiere heterogen war bezuglich der Art, wie die
Variablen miteinander korrelierten.  Sie kénnte demnach aus verschiedenen
Subgruppen bestehen, die unterschiedliche Charakteristiken im Verhalten aufweisen.

Weiterhin konnte die SWC Methode die Veranderungen in Grélke und Valenz der
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Koeffizienten innerhalb der Korrelationsverteilung genau lokalisieren und deren
Entstehung darstellen.

3.3.5.1 Ergebnisse der Sliding Window Correlation Methode beziglich der
Zusammenhéange im Verhalten

Das Lernen im Wasserlabyrinth und die Offenfeldexploration. Die Uberprifung der
Zusammenhange zwischen dem Lernen im Wasserlabyrinth und der Exploration im
Offenfeld mit der SWC Methode ergab, dass fur verschiedene Segmente der
Rangordnung im Lernen die Performanz im Wasserlabyrinth mit mehr und weniger
Explorationsverhalten im Offenfeld in zwei unabhangigen Experimenten korrelierte.
Die Heterogenitat in diesem Zusammenhang bestatigt vorhergehende Befunde, die
zeigten, dass fur eine Gruppe der besseren Lerner, aber nicht fur die schlechteren
Lerner, besseres Lernen im Wasserlabyrinth mit mehr Explorationsverhalten
einherging (Punkt 3.1). Durch die Anwendung der SWC Methode erhielten wir hohe
positive Rs zwischen denselben Variablen fir den Bereich der besseren Lerner in
Experiment 1, nicht aber in Experiment 2. Unterschiede in den
Korrelationsverteilungen zwischen den Experimenten, die zu unterschiedlichen
Zwecken durchgefluhrt wurden, konnten auf Unterschiede im Alter sowie den
Protokollen der jeweiligen Experimente zurtickzufihren sein.

Uberraschenderweise jedoch ergaben die Korrelationsverteilungen in beiden
Experimenten auch Segmente mit hohen Rs, die auf einen negativen
Zusammenhang zwischen der Performanz im Wasserlabyrinth und der Exploration
im Offenfeld hindeuten, so dass besseres Lernen im Wasserlabyrinth mit weniger
Exploration einherging. Der Wechsel von einem positiven (im Bereich der besseren
Lerner) zu einem negativen (im Bereich der mittleren Lerner) Zusammenhang wurde
durch einen ebenmaligen, schrittweisen Wechsel in der GréRenordnung sowie der
Valenz der Korrelationskoeffizienten deutlich (am Besten in Experiment 1 zu sehen).
Erklarungen dafur, dass die Performanz im Wasserlabyrinth mit beidem, mehr und
weniger Explorationsverhalten, korrelierte, konnten in Zusammenhangen mit
weiteren Variablen, z.B. dem Konfliktverhalten in einer Black/White Box, gefunden
werden (siehe unten).

Letztlich wiesen die Ergebnisse der SWC Methode auf niedrige und hohe sowie
positive und negative Rs fur den Bereich der schlechteren Lerner in beiden
Experimenten auf. Von diesem Blickwinkel heraus Uberrascht es nicht, dass wir

unter Punkt 3.1 keine bedeutsamen Korrelationen zwischen den Variablen

115



Die Forschungsarbeiten — Projekt Il

Wasserlabyrinthlernen und Offenfeldexploration in der Gruppe der alten schlechteren
Lerner fanden (Schulz et al., 2002).

Kurz gefasst ergaben Korrelationsanalysen zwischen den  Variablen
Wasserlabyrinthlernen und Offenfeldexploration, die Uber die gesamte Stichprobe
durchgefuhrt wurden, niedrige Rs, wohingegen die SWC Methode ein differenziertes
Bild abgab: fur verschiedene Segmente der Rangordnung im Lernen waren die Rs
positiv und negativ, welche sich folglich in einer Korrelationsanalyse Uber die
gesamte Stichprobe gegeneinander aufhoben. Die schrittweise Entwicklung von
positiven und negativen Sattelpunkten Uber die Korrelationsverteilung hinweg deutet
daraufhin, dass die alten Tiere heterogen bezlglich der Zusammenhange zwischen
den Datensets waren und dass verschiedene Segmente der Verteilung von Rs die
Existenz von Subgruppen verschiedener Verhaltensphanotypen innerhalb der alten
Tierpopulation reflektieren.

Das Lernen im Wasserlabyrinth und das Konfliktverhalten in der Black/White Box. In
Experiment 1 hatten wir die Mdglichkeit, die Tiere weiterhin auf den Zusammenhang
zwischen der Performanz im Wasserlabyrinth und dem Konfliktverhalten in der
Black/White Box zu untersuchen. Der Konflikt in der Black/White Box besteht darin,
ein neues Umfeld zu explorieren, welches Angst auslost, da es hell beleuchtet ist,
bzw. es zu vermeiden, welches die Angst reduziert und den Aufenthalt im
alternativen dunklen Abteil erhoht (Crawley und Goodwin, 1980). Angst kann durch
die Gabe von Anxiolytika reduziert werden und in der Black/White Box aul3ern sich
anxiolytische Effekte in der Aufenthaltszeit, die proportional weniger im dunklen
Abteil verbracht wird (Costall et al., 1989). In der gegenwartigen Studie ergab die
SWC Methode, die auf die Variablen Lernen im Wasserlabyrinth und Aufenthaltszeit
im dunklen Abteil der Black/White Box angewandt wurde, durchaus interessante
Ergebnisse: fir den Bereich der besseren Lerner ergaben sich hohe Rs in die
Richtung, dass besseres Lernen mit weniger Angst einherging. Zu bemerken ist
hierbei, dass Angst in der Black/White Box in umgekehrter Richtung mit Exploration
korreliert (Costall et al., 1989). Demnach kdnnen unsere Ergebnisse so interpretiert
werden, dass besseres Lernen mit weniger Angst und mit mehr Exploration
einhergeht. FUr die besseren Lerner wurde zuvor ein Zusammenhang in diese
Richtung zwischen den Variablen Wasserlabyrinthlernen und Offenfeldexploration
etabliert (siehe Abb. 3A).
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Interessanterweise ergab sich im Bereich der besseren bis mittleren Lernsegmente
ein schrittweiser Wechsel der Korrelationskoeffizienten in die entgegengesetzte
Richtung, so dass im Bereich der mittleren Lerner hohe Rs zwischen besserer
Lernfahigkeit im Wasserlabyrinth und mehr Angst beobachtet wurden. Entsprechend
hierzu erhielten wir zuvor flr dasselbe Segment hohe Rs, die einen Zusammenhang
zwischen besserer Lernfahigkeit und weniger Offenfeldexploration aufwiesen (Abb.
3A). Weiterhin konnte fur den Bereich der schlechteren Lerner kein bedeutsamer
Zusammenhang zwischen den Variablen Performanz im Wasserlabyrinth und Angst
festgestellt werden, ebenso wie das Lernen in einem inkonsistenten Zusammenhang
mit der Offenfeldexploration stand (Abb. 3A).

Auf diese Weise wurde noch einmal deutlich, warum die Korrelationsanalyse Uber die
gesamte Stichprobe keinen bedeutsamen Zusammenhang zwischen den
untersuchten Variablen ergab: fir verschiedene Segmente der Korrelationsverteilung
waren die Variablen auf unterschiedliche Weise miteinander assoziiert, d.h. positiv
und negativ; eine Korrelationsanalyse, die alle Werte der Stichprobe beinhaltete,
maskierte solch differenzierte Zusammenhange.

Die Offenfeldexploration und das Konfliktverhalten in der Black/White Box. Wir
wendeten ebenfalls eine Variante der SWC Methode an, um den Zusammenhang
zwischen Offenfeldexploration und dem Verhalten in einer Black/White Box zu
untersuchen, da das letztere dem Konflikt unterliegt, die Box zu explorieren oder —
der durch Angst induzierten Motivation entsprechend - im schwarzen Abteil der
Black/White Box zu verweilen. Demnach fihrten wir eine SWC Analyse flur diese
Variablen durch, wobei die Rangordnung auf einer dritten Variablen basierte, namlich
der Performanz im Wasserlabyrinth. Interessanterweise lagen die Koeffizienten fur
die meisten Intervalle der Rangordnung im negativen Bereich, so dass weniger
Offenfeldexploration mit mehr Angst korrelierte. Im Gegensatz hierzu lagen die Rs
fur die Segmente der schlechteren Lerner hauptsachlich im positiven Bereich.
Folglich ermdglichte die SWC Methode erneut die Aufdeckung einer Heterogenitat in
dem untersuchten Zusammenhang innerhalb der alten Tierpopulation.

3.3.5.2Die Sliding Window Correlation Methode mit unterschiedlichen
IntervallgrofRen

Zu Beginn setzten wir bei den SWC Analysen die IntervallgroRe auf eine arbitrare
Zahl von zehn Tieren fest, obwohl natlrlich auch andere Intervallgrofien eingesetzt

werden konnten. Im Allgemeinen wird die Korrelationsverteilung detaillierter, umso
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kleiner die Intervalle sind (siehe beispielsweise Abb. 5B im Vergleich zu Abb. 5C).
Der Einsatz kleinerer Intervalle konnte von Nutzen sein, wenn der Einfluss eines
Ausreil3ers innerhalb der Rangordnung untersucht werden soll, vor allem wenn die
Vermutung besteht, dass dieses Individuum besonders zur GrofRenordnung eines
Koeffizienten beitragt. Ebenso kann die optimale Intervallgréf3e fir die Aufdeckung
von Sattelpunkten variieren und der Einsatz von kleineren Fenstern kann hierbei
helfen diese aufzudecken. Auf der anderen Seite kann ein Koeffizient bei kleineren
IntervallgroRen, z.B. bei funf oder weniger Tieren, auch an Bedeutung verlieren.

Im Vergleich hierzu kdnnen groRRere IntervallgroRen die Verteilung von Rs glatten.
Obwohl die allgemeine Topographie der Korrelationsverteilung bei gréReren
Intervallen wahrscheinlich beibehalten wird, koénnten kleinere Veranderungen
unerkannt bleiben. Bei sehr groRen Stichproben konnten grofRRe Intervalle die
Berechnungen jedoch vereinfachen. In solchen Fallen kdnnen bestimmte Segmente
der Rangordnung erneut mit kleineren Intervallen Uberprift werden.

3.3.5.3 Die mehrmalige Teilnahme eines Individuums bei der Sliding Window
Correlation Methode

Eine mogliche Einschrankung der SWC Methode betrifft die Frequenz, zu welcher
ein  bestimmtes Tier zum Wert eines Korrelationskoeffizienten beitragt.
Angenommen, die IntervallgroRe betragt zehn, dann wird das erste Tier der
Rangordnung nur einmal in der SWC Analyse vorkommen, das zweite Tier wird
zweimal vorkommen, das dritte Tier dreimal usw., wohingegen das zehnte und die
darauffolgen Tiere je zehn Mal zur Analyse beitragen. Die letzten neun Tiere der
Rangordnung kommen dann wieder neunmal bzw. die darauffolgenden Tiere
achtmal, siebenmal usw. in der Analyse vor. Demnach konnte die Topographie der
Korrelationsverteilung moglicherweise durch die Frequenz, zu welcher das Gewicht
eines Tieres beitragt, beeinflusst werden. Angenommen, das erste Tier der
Rangordnung, in dieser Studie ein besserer Lerner, tragt auf erhebliche Art zu einer
bestimmten Valenz und Groldenordnung eines Korrelationskoeffizienten bei, dann
wirde das Wegfallen dieses Tieres die nachste Korrelation der Rangordnung
erheblich verlagern und einen starken Abfall oder eine starke Steigung in der
Korrelationsverteilung verursachen. Ware das Tier Ofter in die Korrelationsanalysen
mit eingegangen, konnte ein jeweiliger Sattelpunkt (positiv oder negativ) aus
mehreren sich ahnelnden Rs bestehen und breiter werden. Obwohl sich das

Ausmaldy solch eines Sattelpunktes nicht korrigieren lasst, kann man trotzdem
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sicherstellen, dass die allgemeine Topographie der Korrelationsverteilung durch
dieses Manko nicht beeinflusst wird. In Anbetracht dessen schlagen wir vor, eine
SWC Kontrolle zu berechnen, indem die Frequenz, zu welcher jedes Tier zur
Korrelationsanalyse beitragt, minimiert wird. Anstatt um jeweils ein Tier die
Rangordnung hinabzugleiten, kdnnte man z.B. in Viererschritten hinabgleiten (wobei
die IntervallgroRe jedoch konstant gehalten wird) oder in Schritten, die so grof3 sind
wie das Intervall selbst. In der gegenwartigen Studie wurde diese Kontrollprozedur
(siehe Kreise in Abb. 4B) angewandt; das Hinabgleiten in Viererschritten ergab eine
ahnliche Topographie der Korrelationsverteilung wie das Hinabgleiten in
Einerschritten.

3.3.5.4 Die Sliding Window Correlation Methode ist ein deskriptives Instrument

Die SWC Methode stellt ein deskriptives Instrument dar, welches in Verbindung mit
der Korrelationsanalyse Uber die gesamte Stichprobe genutzt werden kann. Da viele
Koeffizienten mit der neuen Prozedur berechnet werden, ware es nicht gerechtfertigt,
ohne eine Adjustierung fur mogliche Typ | Fehler Gber Signifikanzniveaus zu reden.
In dieser Studie wurde die GroRenordnung der Rs als ein ,Effektmall“ betrachtet. In
Verbindung mit Korrelationsanalysen Uber die gesamte Stichprobe kann die SWC
Methode =zusatzliche Informationen bezlglich der Heterogenitat innerhalb der
Korrelationsverteilung liefern. Solche Informationen kdnnen besonders nutzlich sein,
wenn Korrelationsanalysen Uber die gesamte Stichprobe - entgegengesetzt der
Hypothese - keine signifikanten Resultate ergeben. Weiterhin dienen sie der
Generierung neuer Hypothesen. Selbst im Falle von signifikanten Korrelationen tber
die gesamte Stichprobe kann die SWC Methode die Segmente innerhalb der
rangierten Werteverteilung feststellen, die fur die Korrelation verantwortlich sind und
kann mdgliche Segmente aufweisen, die eine Heterogenitat im Zusammenhang
zeigen. Die Prozedur kann in jedem Forschungsgebiet angewendet werden, das
Korrelationsanalysen einsetzt und kann ebenso genutzt werden, um Effekte von
unabhangigen oder Subjektvariablen auf die Topographie der Korrelationsverteilung
zu untersuchen. Als eine mogliche Kontrolle empfehlen wir eine randomisierte
Werteverteilung als Co-Variante einzusetzen. Die Ergebnisse der auf randomisierten
Daten beruhenden SWC Analyse konnen dann mit einer auf echten Daten
beruhenden Analyse verglichen werden. In einem solchen Vergleich konnten wir den
Grad der Streuung der Rs illustrieren, die man mit randomisierten Kontrollwerten

erzielen kann. Interessanterweise konnten wir beobachten, dass selbst
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randomisierte Werte kleinere Sattelpunkte hervorrufen kdnnen; die eher schrittweise
Veranderung in der GroRenordnung und Valenz der Koeffizienten Uber eine weite
Reichweite von Rangen - wie bei den eigentlichen Daten beobachtbar - blieb in der

Kontrollkondition jedoch aus.

3.3.6 Fazit

Die SWC Methode kann heterogene oder nicht-monotone Korrelationsverteilungen
aufdecken, die auf die Prasenz von unterschiedlichen Subgruppen innerhalb einer
Rangordnung hindeuten. Als eine komplementare Methode zur Ublichen
Korrelationsanalyse Uber die gesamte Stichprobe bietet die SWC Methode die
Moglichkeit, den Grad der Heterogenitat oder Homogenitat eines Zusammenhangs
zwischen Variablen Uber eine Rangordnung zu visualisieren. Wir konnten zeigen,
dass nicht nur die GréRenordnung, sondern auch die Valenz eines Zusammenhangs
zwischen Verhaltensmalien Uber die Reichweite einer Rangordnung stark variieren
kann. Diese Heterogenitat bietet sich dazu an, Hypothesen bezuglich der Existenz
von Subgruppen zu generieren, die sich aus der Unterschiedlichkeit in den
Zusammenhangen ergeben. Obwohl wir anhand von Verhaltensdaten alter Ratten
zeigen konnten, dass die SWC Methode bei der Aufdeckung solcher Subgruppen
natzlich ist, kann die Methode Anwendung in jedem Forschungsgebiet finden, das

der Analyse von Zusammenhangen zwischen Variablen nachgeht.
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3.4 Die extinktions-induzierte ,Hoffnungslosigkeit® im Wasserlabyrinth und

deren neurochemischen Korrelate in alten und adulten Ratten

3.4.1 Zusammenfassung

Es wurde hypothetisiert, dass die durch die Entnahme der Plattform induzierte
Extinktion des zuvor erlernten Fluchverhaltens im Wasserlabyrinth ein negatives
Befinden induziert, einschliel3lich immobiles Verhalten, von welchem angenommen
wird, dass es ,Hoffnungslosigkeit® reflektiert, wenn es im Forced Swimming Test
auftritt. 27 alte und 8 adulte Tiere (26 bzw. 3 Monate alt) wurden im Wasserlabyrinth
fur 9 Tage mit verborgener Plattform (Akquisition) und anschlielend flr 7 Tage ohne
Plattform (Extinktion) getestet. Wie erwartet, zeigten beide Altersgruppen immobiles
Verhalten, das sich Uber die Extinktionsdurchgdnge hinweg schrittweise erhohte,
wobei die alten Tiere mehr Immobilitdt aufwiesen als die adulten. Um zu
untersuchen, ob die altersbedingten Unterschiede in der Immobilitdt auf die
Lernfahigkeit wahrend der Akquisition zurickzufuhren waren, wurden die alten Tiere
aufgrund der mittleren Gesamtschwimmzeiten zur Plattform wahrend der Akquisition
in bessere, mittlere und schlechtere Lerner (n = 9 pro Gruppe) unterteilt und
miteinander sowie mit den adulten Tieren verglichen. Die Vergleiche zeigten, dass
die alten schlechteren Lerner die meiste Immobilitat unter den alten Tieren
aufwiesen. Die Gesamtdauer der Immobilitdt wurde dann mit den
Botenstoffkonzentrationen, die post-mortem im Hippocampus und im ventralen
Striatum gemessen wurden, Kkorreliert. Im ventralen Striatum Kkorrelierten
Acetylcholin, Dopamin und der Metabolit DOPAC mit dem Level der Immobilitat bei
den alten Ratten, wohingegen Norepinephrin mit diesem Verhalten bei adulten
Tieren korrelierte. Die Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass multiple
Extinktionsdurchgange im Wasserlabyrinth eine Immobilitat induzieren, die eine
behaviorale ,Hoffnungslosigkeit® reflektieren konnte und dass striatale
Botenstoffkonzentrationen mit dem Grad derselben korrelieren. Die extinktions-
induzierte Hoffnungslosigkeit stellt ein konzeptionelles und empirisches Modell der
menschlichen Depression in Aussicht, welche die Konsequenz des Verlustes von

Verstarkern ist.
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3.4.2 Einleitung

Die Depression ist eine der am haufigsten vorkommenden psychiatrischen
Erkrankungen, die mit dem Altern assoziiert wird, und stellt einen Risikofaktor fur die
Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen, wie z.B. der Alzheimerschen
Krankheit, dar (Gareri et al., 2002). In Tiermodellen, welche die Symptome der
Depression zu simulieren versuchen, wurde dem Altern jedoch bisher nur wenig
Aufmerksamkeit zugedacht. Ein bedeutendes Tiermodell, welches Umweltfaktoren
als hauptursachlich fur die Entstehung einer Depression ansieht, beruft sich auf das
Konzept der gelernten Hilflosigkeit, um die Effekte von unkontrollierbarem Stress zu
umschreiben, die u.a. einen Motivationsverlust, Lern- und Emotionsdefizite
beinhalten (Overmier und Seligman, 1967). Ein Derivat dieses Modells, der
sogenannte Forced Swimming Test, misst die Passivitdt im Verhalten nach
unentrinnbarem Schwimmstress (Porsolt et al., 1977). Dieser Test wird oftmals dazu
genutzt, um die Effektivitdt von Antidepressiva zu erforschen. Der Chronic Mild
Stress Test simuliert die Anhedonie, ein mit der Depression assoziiertes Symptom,
das sich als eine Subsensitivitat fur Verstarkung bemerkbar macht (Willner et al.,
1992). Die gegenwartige Studie wurde mit der Absicht durchgeflihrt, nach Hinweisen
auf eine depressive Symptomatik in einem Test zu suchen, der sensitiv flr
altersbedingte Defizite im raumlichen Lernen und Gedachtnis ist, namlich das
Wasserlabyrinth (Morris, 1984). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass alte
Tiere in der Akquisition des Wasserlabyrinths Defizite im Vergleich zu adulten Tieren
aufzeigen (Gallagher und Burwell, 1989; Markowska et al., 1989), aber nur wenige
Berichte haben sich mit der Extinktion von erlerntem Verhalten befasst, obwohl die
Extinktion - als Folge des Entzugs von Verstarkung - wahrscheinlich eine
Hauptquelle von Stress und Hoffnungslosigkeit, inbesondere bei alten Menschen ist.
Z.B. sind schmerzliche Verluste durch Tod, Isolation und Invaliditatsfalle mit
depressiven Symptomen in alteren Menschen assoziiert (Lepine und Bouchez,
1998).

Im Wasserlabyrinth lernen die Tiere Uber mehrere Versuchdurchgange eine
verborgene Plattform, ein Verstarker, zu lokalisieren und auf diese zu entkommen
und werden spater auf ihr ,Gedachtnis® fur die Plattformposition in einem ,Probe
Trial” getestet, einem Versuchdurchgang, der ohne Plattform stattfindet. Der ,Probe
Trial“ liefert ein Mal® fur die Extinktion, da sich das Verhaltensmuster Uber den

Durchgang hinweg aufgrund der Abwesenheit des Verstarkers, d.h. der Plattform,
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verandert. Die gegenwartige Studie beabsichtigte, die Schwimmmuster alter und
adulter Ratten in mehreren ,Probe Trials® bzw. Extinktionsdurchgangen im
Wasserlabyrinth zu analysieren.

Es ist bekannt, dass die Extinktion von Verhaltensweisen, die zuvor verstarkt
wurden, aversiv ist und die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass das Versuchsobjekt
aggressiv reagiert (Dollard et al., 1939). Wir hypothetisierten, dass mit der Abnahme
des zuvor verstarkten Verhaltens wahrend der Extinktion zusatzlich zu aggressiven
Reaktionen als Antwort auf die Nicht-Verstarkung auch ein Zustand ahnlich der
.gelernten Hilflosigkeit® induziert wird und sich in Form eines Verhaltens manifestiert,
von welchem angenommen wird, dass es ,Hoffnungslosigkeit® reflektiert. Der Forced
Swimming Test, bei dem das Tier in einem mit Wasser gefullten schmalen Zylinder
platziert wird, dem es nicht entrinnen kann, induziert eine ,Hoffnungslosigkeit®, die
sich in Form von Immobilitdt aullert (Porsolt et al., 1977). Entsprechend der
Ahnlichkeit der Wassersituation liegt es nahe zu erwarten, dass die Extinktion im
Wasserlabyrinth eine ,gelernte Hoffnungslosigkeit® in Form von immobilem Verhalten
induzieren konnte. Demnach hypothetisierten wir, dass die Immobilitat mit den
Extinktionsdurchgangen ansteigt und mit der Resistenz zu extinguieren assoziert ist,
d.h., es wurde erwartet, dass eine starkere Resistenz zu extinguiren mit weniger
,2Hoffnungslosigkeit® und daher mit weniger Immobilitat einhergeht. Aufgrund des
altersbedingten Defizits, sich an Stressoren in der Umwelt anpassen zu kdénnen (De
Kloet, 1992; Bizon et al., 2001), wurde ebenfalls antizipiert, dass die alten Tiere
empfindlicher auf den Stress im Wasserlabyrinth reagieren und mehr Immobilitat als
die adulten Tiere aufweisen wurden.

In der gegenwartigen Studie wurden ebenfalls neurochemische Korrelate der
Immobilitat untersucht. In den Analysen, die post-mortem erhoben wurden, lagen die
Monoamine und deren Metaboliten im Hippocampus und ventralen Striatum im
Vordergrund unserer Untersuchungen. Projektionen vom Hippocampus innervieren
das ventrale Striatum und beide Hirnareale sind bei der Vermittlung von depressiven
Symptomen beteiligt. Der Hippocampus ist ein bedeutendes Areal, an dem
Glucocorticoide ihre Funktion ausiben; dessen Neurone sind bei Stress (Lupien et
al., 1998) sowie im Alter (Sapolsky et al.,, 1985) besonders verwundbar. Das
ventrale Striatum - oder spezifischer - der Nukleus Accumbens, ist dafur bekannt,
dass er Reaktionen auf Verstarkung und Aversivitat vermittelt. Es existieren

ebenfalls Befunde, die zeigen, dass dieses Areal bei der Produktion von Anhedonie
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nach Chronic Mild Stress eine Rolle spielt, die auch von Veranderungen in der
Funktion von Monoaminen begleitet wird (Willner, 1991). Das Striatum enthalt auch
cholinerge Interneurone, die ebenfalls die aversive Stimulation vermitteln (Pfister et
al., 1994). In der gegenwartigen Studie wurden post-mortem die Konzentrationen
von Acetylcholin zusammen mit den Monoaminen Dopamin, Norepinephrin,
Serotonin und deren Metaboliten gemessen, um die Zusammenhange jener mit der

Immobilitat im Wasserlabyrinth zu untersuchen.

3.4.3 Materialien und Methoden

3.4.3.1 Die Versuchstiere

Die Studie wurde entsprechend den Vorschrifften des  deutschen
Tierversuchsgesetzes durchgefuhrt und von der Bezirksregierung Dusseldorf
genehmigt. Insgesamt 36 mannliche, 26 Monate alte und 8 adulte, 3 Monate alte
Wistar-Ratten wurden von der Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf bezogen. Die Tiere wurden in Gruppen mit 2-3 Tieren pro Kafig
untergebracht und bei einem umgekehrten 12:12 Hell/Dunkel Rhythmus (Licht an um
19.00 h) gehalten. Futter (Altromin) und Wasser standen frei zur Verfugung.

3.4.3.2 Das Wasserlabyrinth

Das runde Labyrinth hatte einen Durchmesser von 185 cm und bestand aus
schwarzem Polyethylen. Es wurde zu einer Hohe von 30 cm mit 20 + 1 °C warmem
Wasser gefullt. Eine aus PVC angefertigte Plattform, deren Durchmesser 18 cm
betrug, befand sich 1.5 cm unter der Wasseroberflache. Die Plattform konnte an vier
verschiedene Orte im Labyrinth verschoben werden und befand sich jeweils in der
Mitte eines Quadranten. Jedem Tier wurde ein zufallig ausgewahlter Quadrant
(Zielquadrant) zugeteilt, in dem sich die Plattform wahrend der gesamten
Akquisitionsphase befand. Zusatzlich wurden vier Startpunkte festgelegt, die dem
Uhrzeigersinn nach jeweils gleichweit voneinander entfernt waren. Taglich wurden
die Tiere einer zufallig gewahlten Sequenz entsprechend an jedem der vier
Startpunkte einmal in das Labyrinth gelassen. Die Sequenz war fur jedes Tier gleich.
Hinweisreize in der Umgebung des Labyrinths, wie z.B. Poster, eine Tafel und ein
Schrank, dienten zur raumlichen Orientierung. Die Reize wurden von vier 75-W
Gluhbirnen angestrahlt und hiedurch hervorgehoben. Diffuses Deckenlicht trug
ebenfalls zur Beleuchtung des Labyrinths bei und sorgte fur eine Helligkeit von = 6.5

Lux auf der Wasseroberflache. Computerisierte Systeme fir die Verhaltensanalyse
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waren hinter einer Barriere vom Labyrinth entfernt. Eine Kamera war = 2 m Uber
dem Labyrinth angebracht.

Mindestens 30 Minuten vor Versuchsbeginn, wurden die Ratten in einen Warteraum
gebracht und bis kurz vor den Testungen in einem Transportkafig gehalten. Am
Anfang eines Versuchsdurchgangs wurden die Tiere einzeln im Labyrinth platziert,
wobei sie der Wand des Beckens entgegen blickten. Jedes Tier durchlief einen 2-
minutigen Adaptionsdurchgang in Abwesenheit einer Plattform, so dass es sich an
die neue Wassersituation gewodhnen konnte und die allgemeine Schwimmfahigkeit
uberpruft werden konnte. Am nachsten Tag begann das 9-tagige Training mit
verborgener Plattform. In dieser Phase hatten die Tiere die Moglichkeit, den Ort der
Plattformposition zu erlernen und auf die Plattform zu entkommen. Pro Tag wurden
4 Trainingsdurchgange durchgefuhrt. Ein Trainingsdurchgang war beendet, wenn
das Tier die Plattform erklimmt hatte oder 2 Minuten verstrichen waren. Nach Ablauf
eines 2-Minutenintervalls wurde die Ratte vom Versuchsleiter zur Plattform geleitet.
Das Tier verweilte dann 30 Sekunden auf der Plattform. Hiernach wurde das Tier fur
60 Sekunden in einem Transportkafig gehalten. Nach zwei Durchgangen wurden die
Ratten mit Papiertichern abgetupft und durch die Warme von zwei 75-W Gluhbirnen
getrocknet. Es wurden jeden dritten Tag zwei Durchgange am Morgen und zwei am
Nachmittag durchgefuhrt. Drei Tage nach dem letzten Trainingsdurchgang begann
die Extinktion. Die Plattform wurde aus dem Labyrinth entfernt und ein 2-minutiger
Extinktionsdurchgang pro Testtag jeden dritten Tag durchgeflhrt (zusammen 7
Durchgange). Alle Versuchsdurchgange wurden auf Video aufgezeichnet und mit
ETHOVISION software (Noldus, Wageningen, Niederlande) analysiert. Die Versuche
fanden wahrend der nachtaktiven Phase der Tiere zwischen 9.00 und 17.00 Uhr
statt.

Fir jeden Akquisitionsdurchgang wurde die Schwimmzeit zur verborgenen Plattform
gemessen; die vier Durchgange wurden fur jeden Trainingstag gemittelt. Die
Abnahme der mittleren Schwimmzeiten Uber die neun Trainingstage (das Gefalle der
Lernkurve) wurde als Lernindex interpretiert. Die mittleren Schwimmzeiten pro Tag
wurden nochmals Uber alle Trainingstage gemittelt (mittlere Gesamtschwimmzeiten)
und fur Vergleiche zwischen den Altersgruppen genutzt. Daruber hinaus wurden fur
jeden Trainingstag die Aufenthaltszeiten im Plattformquadranten sowie im mittleren
und auleren Ring des Wasserlabyrinths quantifiziert. Fur die statistische Analyse

wurden Prozentwerte flr die Aufenthaltszeiten in den jeweiligen Arealen des
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Labyrinths entsprechend den geschwommen Zeiten bis zum Erreichen der
verborgenen Plattform ermittelt. Um die Aufenthaltszeiten in den Ringen zu messen,
wurde das Labyrinth in drei, voneinander gleichweit entfernte (am Diameter vom
Beckenrand zum Zentrum des Labyrinths gemessen), Ringe unterteilt, d.h. einem
auleren, einen mittleren und einen inneren Ring (jeder Ring war 30.83 cm breit).
Die Aufenthaltszeiten in den Arealen, d.h. im vorherigen Plattformquadranten, im
aulleren und mittleren Ring des Labyrinths, wurden auch wahrend der
Extinktionsphase gemessen. Zusatzlich wurde die Dauer der Immobilitat als Index
fur die ,gelernte Hoffnungslosigkeit® (Porsolt et al., 1977) fir jeden
Extinktionsdurchgang erhoben. Die Immobilitat wurde als Bewegungslosigkeit des
gesamten Korpers definiert, wobei sanfte Regungen, die zur Balance notwendig
waren, um uUber Wasser zu bleiben, ebenfalls als Immobilitat galten. Das immobile
Verhalten wurde nicht als solches gewertet, wenn das Tier die Wand des Beckens
beruhrte.

3.4.3.3 Neurochemische Analysen

Ca. 6 Wochen nach Beendigung der Extinktionsphase wurden die Ratten mit Sodium
Pentobarbital (60 mg/kg; i.p.) anasthetisiert und dekapitiert (Sethy und Francis,
1988). Die Gehirne wurden schnell entnommen und koronal geschnitten. Die
folgenden Hirnareale wurden auf Eis bilateral entnommen: frontaler Cortex
(cortikales Gewebe vor dem Genus des Corpus callosum), ventrales Striatum
(Nukleus accumbens, olfaktorisches Tuberkel, vordere Teile des ventralen
Pallidums), Neostriatum (vordere Teile des Caudatus-Putamen, wobei der Globus
pallidus die hintere Grenze bildete), Hippocampus (vordere Teile der hippocampalen
Formation mit den Arealen CA1, CA3 und Gyrus dentatus), Amygdala (vordere Teile
der zentralen, medialen und basomedialen Nuklei, hintere Teile der basolateralen
und lateralen Nuklei, der cortikalen und interpolierten Nuklei, und der sich in der
Amygdala befindende Teil des Bed Nukleus der Stria terminalis), Cerebellum (alle
Lappen und Nuklei auller dem cerebellaren Pediculus) und Hirnstamm (hintere Teile
des Mittelhirns, die gesamte Pons und Medulla oblangata). Hiernach wurde das
Hirngewebe gewogen, in eiskalter 0.05 N Perchlorsaure und Ethylhomocholine
(EHCh, interner Standard) homogenisiert, zentrifugiert, gefiltert und bei —70°C bis zur
Analyse aufbewahrt. Eine Halfte der Samples (die linke oder rechte Hirnhalfte)
wurden nach der Methode von Damsma und Westerink (1991) mit HPLC-EC auf

Acetylcholin (ACh) hin untersucht, wobei der interne Standard von Potter et al.
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(1983) Ubernommen  wurde. In den anderen Samples wurden
Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC), Homovanillinsaure (HVA), Dopamin (DA),
Norepinephrin (NE), 5-hydroxy-indolessigsaure (5-HIAA) und Serotonin (5-HT) mit
HPLC-EC gemessen, wobei DHBA als interner Standard genutzt wurde. Fur weitere
Details bezlglich der neurochemischen Analyse wird auf de Souza Silva (1997,
2000) verwiesen. In der gegenwartigen Studie haben wir uns auf die
Botenstoffkonzentrationen im Hippocampus und ventralen Striatum konzentriert.
3.4.3.4 Statistische Analysen

Die mittleren Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform sowie die mittleren
Aufenthaltszeiten (in %) in den definierten Arealen des Labyrinths wurden Uber alle
Trainingstage gemittelt, so dass ein mittlerer Gesamtwert fur jedes Tier erhoben
wurde (alte: n = 27, adulte: n = 8). Ebenso wurde die Performanz wahrend der
Extinktion Uber alle 7 Testungen gemittelt (sofern nicht anders angegeben). Um die
Extinktion wahrend eines Durchgangs zu erfassen, wurde jeder Durchgang in vier
30-sekundige Intervalle unterteilt und separat analysiert.

Flr die statistischen Auswertungen wurden alle Daten auf Normalitat und
Homogenitat mit dem Shapiro-Wilks Test bzw. der Levene Statistik untersucht.
Diese Untersuchungen ergaben in den meisten Fallen keinen Anla} dazu,
parametrische Analysen durchzufuhren. Daher wurde der Mann-Whitney-U Test
angewendet, um Gruppenvergleiche durchzufihren. Um Messwiederholungen
innerhalb der Gruppen durchzufiuhren, wurden Friedman oder Wilcoxon Tests
angewendet. Die Rangordnungskorrelation nach Spearman wurde genutzt, um
weitere Zusammenhange zwischen den Variablen zu untersuchen. Aufgrund der
Vielzahl an Tests, die letztendlich durchgefihrt wurden, werden P-Werte < 0.05 nur

als Effektmalie prasentiert.

3.4.4 Ergebnisse

3.4.4.1 Die Versuchstiere

Fir die statistischen Auswertungen wurden von den insgesamt 44 Tieren 27 alte und
8 adulte Tiere genutzt. Die restlichen 9 Tiere wiesen wahrend der Versuche
Anzeichen von physischer Labilitat oder Krankheit auf.

3.4.4.2 Die Akquisition im Wasserlabyrinth

Schwimmzeit zur verborgenen Plattform. Pro Tag wurden fur die alten (n = 27) bzw.

adulten (n = 8) Tiere die vier Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform gemittelt.
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Das Gefalle der mittleren Schwimmzeiten Uber die neun Trainingstage sind in Abb.
1A dargestellt. Vergleiche innerhalb der Gruppen ergaben, dass sowohl fur die alten
(P < 0.0001) als auch fur die adulten (P = 0.001) Tiere die Zeiten, die bendtigt
wurden, um auf die Plattform zu entkommen, Gber die Trainingstage abnahmen. Ein
Vergleich zwischen den Gruppen bestatigte die Erwartung, dass alte Tiere im Lernen
defizient sind, da die alte Tiergruppe eine hohere mittlere Gesamtschwimmzeit
aufwies als die adulte Gruppe (P < 0.0001, einseitig, Mann-Whitney Test). Die
mittleren Gesamtschwimmzeiten zur verborgenen Plattform betrugen 43.85 (+ 2.61
SF) und 20.49 (+ 2.41 SF) fUr die alten bzw. adulten Tiere.

Aufenthaltszeiten im Plattform- und den anderen Quadranten. Um den Grad der
raumlichen Lernfahigkeit zu erfassen, wurden die mittleren Aufenthaltszeiten im
Plattformquadranten (PQ) (% der Schwimmdauer zur verborgenen Plattform)
errechnet (siehe Abb. 1B). In beiden Gruppen nahmen die mittleren
Aufenthaltszeiten im PQ Uber die Trainingstage zu (adult: P = 0.001; alt: P = 0.01).
Uber die neun Trainingstage gemittelt, schwammen die alten bzw. adulten Tiere 32.4
% und 48.2 % der gesamten Schwimmzeit im Plattformquadranten. Diese Werte
liegen somit Uber der Zufallsschwelle von 25 % und machen eine Platzpraferenz
deutlich. Uberdies waren die im Plattformquadranten geschwommenen Zeiten hdher
als die, die in den anderen Quadranten verbracht wurden (links, rechts und
gegenuber vom PQ; P < 0.0001, P < 0.0001 bzw. P < 0.0001 bei den alten und alle P
= 0.01 bei den adulten Tieren; Wilcoxon-Tests) (siehe Fig. 1C).
Gruppenunterschiede wurden ebenfalls deutlich; wie erwartet wiesen die adulten
Tiere eine hohere Platzpraferenz (gemittelt Uber neun Trainingstage) fur den

Plattformquadranten auf als die alten Tiere (P < 0.0001, einseitig).
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Abb. 1.
Wasserlabyrinth. (A) Die mittleren

Lernen im

Schwimmzeiten der alten (n = 27)
und adulten (n = 8) Tiere zur
verborgenen Plattform an neun
Trainingstagen. Pro Tag wurden
vier Durchgange gemittelt.
Zwischen den Trainingstagen
lagen 72 Std. Die Gefalle der
Schwimmzeiten Uber die
Trainingstage deuten daraufhin,
dass gelernt wurde, die Plattform
zu lokalisieren. (B) Die mittleren
Aufenthaltszeiten der alten (n =
27) und adulten (n = 8) Tiere im
Plattformquadranten (%) Uber
neun Trainingstage (pro Tag Uber
vier Durchgange gemittelt). Ein
Anstieg der Aufenthaltszeiten im
Plattformquadranten (PQ) deutet
auf das Erlernen einer
Platzpraferenz hin. Die

horizontale Linie bei 25 % stellt

den Level einer zufalligen
Performanz  dar. (C) Die
Aufenthaltszeiten im
Plattformquadranten und in den
Quadranten links, rechts und
gegeniber vom
Plattformquadranten (% der
Schwimmdauer bevor die

Plattform erreicht wurde und Uber
neun Trainingstage gemittelt).

Beide Altergruppen bevorzugten

den Plattformquadranten
gegeniber den anderen
Quadranten. (§ = P < 0.05
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innerhalb einer Gruppe; P <
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Aufenthaltszeiten im auf3eren und mittleren Ring des Labyrinths. Eine alternative
Strategie, die Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform zu reduzieren, die nicht
unbedingt raumlicher Natur ist, ist das Lernen, von der Wand des Labyrinths in das
Innere zu schwimmen (Cain, 1998). Demnach erfassten wir hier auch die
Aufenthaltszeiten im auferen und mittleren Ring des Labyrinths. Die mittleren
Aufenthaltszeiten im aulleren Ring sind fur die beiden Altersgruppen in Abb. 2A
dargestellt, wohingegen die mittleren Aufenthaltszeiten im mittleren Ring in Abb. 2B
zu sehen sind. Die Ergebnisse zeigen, dass beide Altersgruppen lernten, von der
Wand in das Innere des Labyrinths zu schwimmen; Uber die Trainingstage hinweg
fielen die Aufenthaltszeiten im aufReren Ring (alt: P < 0.0001; adult: P = 0.0005) und
stiegen im mittleren Ring an (alt: P < 0.0001; adult: P = 0.001). Vergleiche zwischen
den Gruppen ergaben, dass die alten Tiere mehr Zeit im au3eren Ring (P = 0.001)

und weniger Zeit im mittleren Ring (P = 0.001) verbrachten als die adulten Tiere.
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Das eigentliche Ziel dieser Studie bestand darin, das Verhalten wahrend der
Extinktion, d.h. mehrerer nicht-verstarkter ohne Plattform stattfindende
Schwimmdurchgange im Wasserlabyrinth zu untersuchen, die mehreren verstarkten
Durchgangen bei vorhandener Plattform folgten. Im Einklang mit traditionellen
Lerntheorien wurde erwartet, dass die Verstarkung eines Verhaltens mit der
Resistenz, dieses Verhalten zu extinguieren, einhergehen wiarde (Williams, 1938).
Z.B. wurde erwartet, dass der Grad der Platzpraferenz fir den Plattformquadranten
im Wasserlabyrinth wahrend der Akquisition mit dem Grad der Platzpraferenz fir den
vorherigen Plattformquadranten wahrend der Extinktion korreliert. Es wurde auch

erwartet, dass andere Verhaltensweisen, die wahrend der Verstarkung des
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Fluchtverhaltens unterdriickt wurden, wie z.B. das Schwimmen im auf3eren Ring des
Labyrinths, wahrend der Extinktion zum ursprunglichen Expressionsgrad
zuruckkehren wiarden. Weiterhin wurde erwartet, dass die Extinktion immobiles
Verhalten auslost.

3.4.4.3 Die Extinktion im Wasserlabyrinth

Aufenthaltszeiten im vorherigen Plattformquadranten. Bei Betrachtung der 2-
minutigen Extinktionsdurchgange zeigten die adulten Tiere nur ein bescheidenes
Gefalle in der im vorherigen Plattformquadranten (VPQ) geschwommen Zeit (P =
0.099). Die alten Tiere schwammen bestandig im VPQ, ohne eine sichtbare
Senkung der Extinktionskurve (P = 0.67). Um zu erdrtern, ob die Dauer der
Durchgange mit der Performanz wahrend der Extinktion interagierte, wurden die
Aufenthaltszeiten im VPQ auch separat fur die ersten, zweiten, dritten und letzten 30
Sek. jedes Durchgangs ausgewertet. Die Extinktionskurven beider Gruppen sind fur
das erste Intervall jedes Durchgangs in Abb. 3A dargestellt. Vergleiche innerhalb der
Gruppen ergaben ein Gefalle in der Platzpraferenz fur den VPQ Uber die ersten 30
Sek. jedes Durchgangs bei den adulten Tieren (P = 0.02), nicht aber bei den alten
Tieren (P = 0.72). Keine der Gruppen wies ein bedeutsames Gefélle in den
Extinktionskurven auf, die aus den zweiten, dritten und letzten Intervallen jedes
Durchgangs berechnet wurden (adult: P = 0.45, P = 0.13 bzw. P = 0.83; alt: P = 0.48,
P =0.98 bzw. P = 0.76). Gruppenunterschiede ergaben sich jedoch in allen Fallen;
die Platzpraferenz fur den VPQ (gemittelt Gber alle 7 Durchgange) war in den adulten
Tieren starker ausgepragt als in den alten Tieren, wenn die jeweiligen Durchgange
gesamt oder auch die jeweiligen Intervalle separat (Abb. 3B) betrachtet wurden (2
Min.: P = 0.0005, einseitig; 0-30 Sek.: P = 0.001; 30-60 Sek.: P = 0.004; 60-90 Sek.:
P =0.004; 90-120 Sek.: P = 0.045).
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A Abb. 3. Aufenthaltszeit im vorherigen
Q . —e— alt Plattformquadranten wahrend der
5‘3::':: —O0— adult Extinktion. (A) Mittlere Aufenthaltszeiten
25 65 im vorherigen Plattformquadranten (%)
§§ wahrend der ersten 30 Sek. der
§§ %5 jeweiligen Extinktionsdurchgange, die im
'-c}-)&% 45 Abstand von 72 Std. aufeinander folgten.
\:j‘“;’, a5 | In der Gruppe der adulten Ratten (n = 8)
g § weist die Senkung der Aufenthaltszeiten
= § 25 1 im vorherigen Plattformquadranten (VPQ)
= " " " " " " " eine Extinktion der Platzpraferenz auf.

1 2 3 4 5 6 7
o i Bei den alten Tieren war keine Senkung
I(Eo)ité%kgzrz%ifgfgaanng; zu verzeichnen. Die horizontale Linie bei
25 % steht fur eine Performanz, die dem
B Zufall entsprechen wiurde. (B) Die
% £ 60 = alt mittlere Aufenthaltszeit im VPQ (%, iber
(_~"~; 3 C—= adult sieben Durchgange gemittelt) wurde
§§ %0 ‘I‘ separat  fur  vier  unterschiedliche
uc_é § 40 1 —I_ —I— _I_ Intervalle der 2-minltigen Durchgange
g.g 30 A —I— analysiert, d.h. fur die ersten, zweiten,
%‘:: - dritten und vierten 30 Sek. Das Gefille
‘f S der Aufenthaltszeiten Uber die Intervalle,
g% 10 - wie es bei den adulten Tieren zu sehen
= ; 0 ist (P = 0.08), deutet auf eine Extinktion

0-30 3060 60-90 90-120 Sek.  der  Platzpraferenz  innerhalb  der
Intervalle der Extinktionsdurchgénge Durchgdnge (und gemittelt fiir sieben
Durchgange) hin. Bei den alten Tieren
war die Platzpraferenz fir den VPQ
wahrend der verschiedenen Intervalle der
2-minitigen Durchgange ahnlich. (§ =P
< 0.05, innerhalb einer Gruppe; * = P <

0.05, zwischen den Gruppen)

Aufenthaltszeiten im &uReren und mittleren Ring. Die Aufenthaltszeiten im duf3eren
Ring (%) wahrend der Extinktionsdurchgange sind in Abb. 4A aufgefuhrt. Beide
Gruppen zeigten einen Anstieg in den Aufenthaltszeiten im duf3eren Ring Uber die
Durchgange (alt: P < 0.0001; adult: P = 0.004). Ein Vergleich zwischen den
Altersgruppen ergab keinen Unterschied bezuglich den mittleren

Gesamtaufenthaltszeiten (Uber sieben Durchgange gemittelt) (P = 0.81).
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A Abb. 4. Aufenthaltszeiten im
——alt’ duBeren und mittleren  Ring
—O0— adult . s
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Extinktionsdurchgénge an. (B) Die Aufenthaltszeiten im
mittleren Ring wurden flur jeden
B Durchgang fur beide
50 - Altersgruppen gemessen. Die
= —e— alt§ Gruppen zeigten ein &hnliches
%:\; —0— adult Gefalle in der Platzpraferenz
%é 40 A wahrend der
;S:E Extinktionsdurchgange. (§ = P <
gg T T 0.05, innerhalb einer Gruppe; * =P
‘é’lz 301 < 0.05, zwischen den Gruppen)
§
20

1 2 3 4 5 6 7

Extinktionsdurchgange

Die Aufenthaltszeiten (%) im mittleren Ring des Wasserlabyrinths wahrend der
Extinktionsdurchgange sind in Abb. 4B dargestellt. Beide Altersgruppen zeigten ein
Geféalle in den Aufenthaltszeiten in diesem Areal Uber die Durchgange (alt: P <
0.0001; adult: P = 0.001). Wie in Abb. 4B zu erkennen ist, ergab sich kein
Gruppenunterschied bezuglich der Gesamtperformanz Uber sieben Durchgange (P =
0.94).

Die extinktions-induzierte Immobilitdt. Es wurde hypothetisiert, dass der aufgrund
des Entfernens der Plattform entstehende Verlust von Verstarkung wahrend der
Extinktion, ein negatives Befinden und eine Veranderung im Verhalten, namlich die
Entstehung von Immobilitat, verursachen wirde. Wie erwartet, konnte wahrend der

Durchgange eine stetig ansteigende Immobilitat beobachtet werden, welche der im
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Forced Swimming Test beobachtbaren Immobilitat, die als Ausdruck von
,2Hoffnungslosigkeit® bezeichnet wird, ahnelte. Bei den alten (P = 0.0005, einseitig)
und adulten (P = 0.007, einseitig) Tieren steigerte sich die Dauer der Immobilitat Gber
die 2-mindtigen Durchgange (Abb. 5A). Ein Vergleich der Gruppen zeigte, dass die
alten Tiere mehr Immobilitdt wahrend der ersten 5 Durchgange aufwiesen als die
adulten (P = 0.039, einseitig), nicht jedoch wahrend der gesamten 7 Durchgange (P
= 0.22, einseitig).

Auler der Dauer der Immobilitat (Abb. 5A), erhdhte sich wahrend der Durchgange
auch die Anzahl der Tiere, die immobil wurden (Abb. 5B). Abb. 5B zeigt, dass
wahrend der ersten 5 Extinktionsdurchgange mehr alte als adulte Tiere immobil
wurden. Am Ende der Durchgange wiesen in beiden Altersgruppen jedoch ca. 60 %

der Tiere eine Immobilitat auf.
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Die Immobilitat wurde auch separat fir die unterschiedlichen Zeitintervalle analysiert,

d.h. fur die ersten, zweiten, dritten und letzten 30 Sek. jedes Durchgangs. Die Daten
der alten Tiere sind in Abb. 6A und die der adulten Tiere in Abb. 6B aufgefuhrt.
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Abb. 6. Extinktions-induzierte Immobilitat wahrend der verschiedenen Zeitintervalle. Die mittlere (+
SF) Dauer der Immobilitdt in den alten (A) und adulten (B) Tieren ist jeweils separat fur jedes
Zeitintervall der Extinktiondurchgange aufgefihrt. Die Prozentwerte stellen den Anteil der
Gesamtimmobilitat dar, die jeweils im ersten und zweiten Intervall jedes Durchgangs auftrat. Ca. 90%
der Immobilitat trat bei den alten Tieren regelmafig wahrend der ersten Min. jedes Durchgangs auf,
bei den adulten Tieren betrug der Anteil 70%. Dies deutet daraufhin, dass Mudigkeitserscheinungen
wahrscheinlich nicht die Ursache dieses Verhaltens sind. (§ = P < 0.05, innerhalb einer Gruppe; * = P

< 0.05, zwischen den Gruppen)

In beiden Altersgruppen stieg die Dauer der Immobilitat wahrend der ersten 30 Sek.
jedes Durchgangs an (alt: P = 0.0002; adult: P = 0.01), nicht aber wahrend der
zweiten 30 Sek. der 2-minutigen Durchgéange (alt: P = 0.07; adult: P = 0.14). Die
dritten und vierten Intervalle wurde nicht weiter analysiert, da die Mediane in beiden
Gruppen zu niedrig waren. Wie in Abb. 6 zu erkennen ist, trat die meiste Immobilitat
bei den alten Tieren in den ersten 30 Sek. oder in beiden Altersgruppen in der ersten
Min. jedes Durchgangs auf. Auch aufgefuhrt sind die prozentualen Anteile der
Gesamtimmobilitat, die in den ersten und zweiten Intervallen jedes Durchgangs
auftraten. Es zeigte sich, dass bei den alten Tieren ca. 60 % der Immobilitat

wahrend des ersten Intervalls und 30 % wahrend des zweiten Intervalls auftraten.
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Bei den adulten Tieren traten ca. 70 % der Gesamtimmobilitdt wahrend der ersten
Min. der letzten beiden Durchgange auf. Uber die Intervalle hinweg fiel die
Immobilitat (gemittelt Gber 7 Durchgange) bei den alten Tieren ab (P < 0.0001). Bei
den adulten Ratten veranderten sich diese Werte nicht, wenn alle Intervalle
betrachtet wurden (P = 0.30), fielen jedoch von der ersten zur zweiten Minute ab (P =
0.03). Da in jedem Extinktionsdurchgang die meiste Immobilitat in der ersten Minute
stattfand, sind Mudigkeitserscheinungen nicht die Ursache der Enstehung der
Immobilitdt. Auch kann die Zunahme der Immobilitat Gber die Durchgange nicht die
Folge von Verstarkung am Ende des Durchgangs sein, d.h. auf die Entnahme des
Tieres aus dem Labyrinth zurlickzuflihren sein. Zuletzt zeigten Gruppenvergleiche,
dass die adulten Tiere insgesamt weniger Immobilitat wahrend der ersten 5
Durchgange zeigten als die alten Tiere (0-30 Sek. Intervalle: P = 0.048), jedoch das
Level der alten Tiere erreichten, wenn alle 7 Durchgange in Betracht gezogen
wurden (0-30 Sek. Intervalle: P = 0.14). Es ergaben sich keine
Gruppenunterschiede, wenn die Werte des zweiten Intervalls verglichen wurden (alle
7 Durchgange: P = 0.7; Durchgange 1-5: P = 0.25).

3.4.4.4 Korrelationen zwischen der Immobilitat und der Lernfahigkeit im
Wasserlabyrinth

Alte Tiere weisen betrachtliche interindividuelle Differenzen im Wasserlabyrinthlernen
auf und es hat sich als nuitzlich erwiesen, Korrelationen zwischen abhangigen
Variablen flr Subgruppen, wie z.B. den besseren und schlechteren Lernern, separat
durchzufihren, da sich diese im Grad sowie in der Valenz voneinander
unterscheiden kdnnen, moglicherweise aufgrund einer Nicht-Linearitat der kognitiven
Male (Schulz et al., 2002; Schulz und Huston, 2002) oder der Verhaltensdomane,
die sich zum gegebenen Zeitpunkt mit dem Altern verandern (Gallagher und Burwell,
1989; Coleman et al., 2004). Um die Zusammenhange zwischen dem Ausmal} an
Immobilitat und der Performanz wahrend der Akquisition zu untersuchen, wurden die
alten Tiere aufgrund der mittleren Gesamtschwimmzeiten zur verborgenen Plattform
wahrend der Akquisition in bessere, mittlere und schlechtere Lerner unterteilt (n = 9
pro Gruppe) und miteinander sowie mit den adulten Tieren verglichen. Wie in Abb. 7
zu erkennen ist, wiesen die schlechteren Lerner die meiste Immobilitat im Vergleich
zu den besseren (P = 0.1) und mittleren (P = 0.12) Lernern auf und unterschieden
sich bezuglich der mittleren Immobilitdt (7 Durchgange gemittelt) von den adulten

Tieren (P = 0.038). Die besseren und mittleren alten Lerner unterschieden sich nicht
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voneinander (P = 0.82) und unterschieden sich auch nicht von den adulten Tieren (P
= 0.77 bzw. P = 0.86).

* Abb. 7. Zusammenhénge zwischen
—w— alt schlechter

alt mittel Immobilitat, Lernfahigkeit und Extinktion

% 0] alt besser im Wasserlabyrinth. (A) Die alten Tiere
2 —v— adult (n = 27) wurden in besser-, mittel-, und
E:é 15 | y schlechterlernende Tiere (n = 9)
g aufgrund der Schwimmzeiten  zur
£ 10 verborgenen Plattform wahrend der
%l 5 | Akquisition eingeteilt. Die Immobilitat
Tg’ (Sek.) dieser Tiergruppen und auch die
é 0 - der adulten (n = 8) Tiere sind fiur alle 7

y ; y y y y y Durchgénge aufgefuhrt.  Die meiste
1 2 3 4 5 6 7 I
Immobilitdt wurde von den schlechteren

Extinktionsdurchgange alten Lernern gezeigt. Ein schlechteres

Lernvermdgen koénnte demnach ein
Vulnerabilitatsfaktor fir die Enstehung
von Immobilitat sein. (* P < 0.05, im

Vergleich zur adulten Tiergruppe)

3.4.4.5 Korrelationen  zwischen der Immobilitdt  und post-mortem
Neurotransmitterkonzentrationen

Als nachstes wurden die alten und adulten Tiere auf verschiedene
Botenstoffkonzentrationen im Hippocampus und ventralen Striatum analysiert. Diese
wurden mit der uber die 7 Durchgange gemittelten Immobilitat korreliert. Bei den
alten Tieren korrelierten ACh (Abb. 8A), DOPAC (Abb. 8B) und DA (Abb. 8C) im
ventralen Striatum mit dem Immobilitatslevel (r = 0.48, P = 0.01; r = 0.48, P = 0.01
und r = 0.5, P = 0.008); hoéhere Botenstoffkonzentrationen korrelierten mit mehr
Immobilitat. Die Korrelationen zwischen NE, 5-HIAA, 5-HT, DOPAC/DA, 5-HIAA/5-
HT und der Immobilitdt waren alle nicht bedeutsam (0.13 < P < 0.96). Bei den
adulten Tieren korrelierte mehr NE im ventralen Striatum mit weniger Immobilitat (r =
-0.64, P = 0.09, Abb. 8D). Keine der anderen Variablen korrelierten in dieser Gruppe
miteinander (0.12 < P < 0.87). Ebenso korrelierten auch nicht die
Botenstoffkonzentrationen des Hippocampus mit der Immobilitat in den alten (0.24 <
P < 0.88) oder adulten (0.3 < P < 0.97) Tieren.
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ACh im ventralen
Striatum (Range)
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Striatum (Range)

DA im ventralen
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NE im ventralen
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Abb. 8. Korrelationen zwischen
Immobilitat und
Botenstoffkonzentrationen im
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3.4.5 Diskussion

Detaillierte Analysen des Schwimmverhaltens im Wasserlabyrinth in alten und
adulten Ratten ergaben typische, mit dem Altern assoziierte Defizite im
Wasserlabyrinthlernen; im Vergleich zu adulten Tieren bendtigten die alten Tiere
mehr Zeit, um auf die Plattform zu gelangen, hielten sich kirzere Zeit im
Plattformquadranten und im mittleren Ring des Labyrinths auf und und schwammen
fur langere Zeit an der Wand entlang. Obwohl die alten Tiere wahrend der
Extinktionsdurchgange ohne Plattform eine Platzpraferenz fur den vorherigen
Plattformquadranten (VPQ) aufwiesen, schien sich diese Praferenz Uber die
Durchgange nicht zu verringern. Im Gegensatz hierzu nahm die Platzpraferenz fir
den VPQ bei den adulten Tieren Uber die Durchgange ab. In beiden Altersgruppen
nahmen die Schwimmzeiten im &duleren Ring des Labyrinths Uber die
Extinktionsdurchgange zu und im mittleren Ring ab. So weit wie die Immobilitat ein
negatives emotionales Befinden reflektiert, war die Extinktion hiermit assoziiert; nicht
nur der Immobilitatslevel stieg Uber die Durchgange an, sondern auch die Anzahl der
Tiere, die immobil wurden. Zusatzlich expremierten die alten Tiere mehr Immobilitat
als die adulten, welches teilweise durch die schlechtere Performanz wahrend der
Akquisition erklart werden konnte. In beiden Altersgruppen korrelierte die Immobilitat
mit dem Botenstoffgehalt im ventralen Striatum, obwohl unterschiedliche
Botenstoffsysteme in den jeweiligen Gruppen involviert waren.

3.4.5.1 Akquisition im Wasserlabyrinth bei alten und adulten Ratten

Beim Platzlernen reprasentiert das Fluchtverhalten auf eine verborgene Plattform im
Wasserlabyrinth einen Verhaltenskomplex, welcher u.a. die Formation einer
Assoziation zwischen diskriminativen Reizen im Umfeld und all dem, was unter das
Navigationslernen fallt, beinhaltet. Dieser Verhaltenskomplex kann als ,operant"
konzeptionalisiert werden, der durch die verstarkenden Eigenschaften der Sicherheit,
welche die Plattform mit sich bringt, operant verstarkt wird. Der Prozess der
operanten Verstarkung einer Assoziation kann als Konsequenz einer direkten
Wirkung von Verstarkern auf die Gedachtnisspur betrachtet werden (Thorndike,
1898; Huston et al., 1977; White, 1996). Demnach werden die Schwimmzeiten zur
Plattform Uber die Trainingsdurchgange progressiv kiurzer und andere Indikatoren
des raumlichen Lernens, wie z.B. das Schwimmen im Plattformquadranten, nehmen
zu, wie es auch in dieser Studie der Fall war. Weitere Verhaltensweisen, die sich

wahrend des Fluchtlernens veranderten, beinhalteten eine progressive Steigerung
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des Schwimmens im mittleren Ring des Labyrinths und eine Abnahme im aulieren
Ring. Das Wegschwimmen von der Wand in das Innere des Labyrinths konnte eine
Form des Prozedurlernens darstellen (Cain, 1998), welches sich zusammen mit dem
Navigationslernen verandert. Beide Lernformen stehen jedoch unter der Kontrolle
der negativen Verstarkung, die von der Plattform ausgeht, und sind in der Variable
~>chwimmzeit zur Plattform® enthalten.

In der gegenwartigen Studie konnten altersbedingte Unterschiede im Erlernen des
Wasserlabyrinths beobachtet werden; die Verstarkung des raumlichen Lernens,
gemessen anhand den Schwimmzeiten zur verborgenen Plattform und im
Plattformquadranten, dauerte bei den alten Tieren langer und erreichte im Vergleich
zu den adulten Tieren nicht dasselbe Level. Diese Beobachtung entspricht denen
anderer Studien (z.B., Rapp et al., 1987; Gage et al., 1989; Frick et al., 1995).
Dementsprechend waren bei den alten Tieren auch die Aufenthaltszeiten im mittleren
Ring niedriger und die im auflieren Ring hoher (siehe auch Yau et al., 1994) als bei
den adulten Tieren. Dass die Verstarkung der Fluchtreaktion bei den alten Tieren
geringer ausfiel, konnte darauf basieren, dass alte Tiere auf maladaptiven,
konkurrierenden Verhaltensweisen beharren, wie z.B. an der Wand entlang zu
schwimmen. Alte Tiere weisen eine Rigiditat im Verhalten auf und haben
Schwierigkeiten damit, auf neue Anforderungen zu reagieren (Stephens et al., 1985;
Means und Holsten, 1992). Diese Rigiditat durfte im Wasserlabyrinth sogar verstarkt
werden, da alte Tiere intermittierend die Plattform in der gegebenen Zeit nicht selbst
erreichen und dafiur belohnt werden, indem sie vom Versuchsleiter zur Plattform
geleitet werden. Bei solchen Durchgangen zeigen die Tiere oft einen hohen Anteil
an Thigmotaxis, welches offensichtlich mit dem Lernen, auf die Plattform zu
entkommen, konkurriert (Devan et al., 2003).

3.4.5.2 Extinktion im Wasserlabyrinth bei alten und adulten Ratten

Die Extinktion des zuvor belohnten Verhaltenskomplexes, d.h. auf die Plattform zu
entfliehen, wurde erfasst, indem die Tiere multiple Schwimmdurchgange ohne
Plattform erhielten und z.B. die Aufenthaltszeiten im vorherigen Plattformquadranten
(VPQ) wahrend der Durchgange gemessen wurden. Wie erwartet zeigten die
adulten Tiere eine starkere Platzpraferenz fur den VPQ als die alten Tiere im
Einklang mit der ,Resistance-To-Extinction“ Hypothese. Diese Hypothese besagt,
dass eine besser gelernte Assoziation auch der Extinktion besser standhalt

(Williams, 1938). Unerwartet war der Befund, dass die alten Tiere im Gegensatz zu
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den adulten keine eindeutige Extinktion der Platzpraferenz aufwiesen, wie aus der
fehlenden Veranderung der Praferenz fur den VPQ Uber die Durchgénge zu
erkennen ist. Selbst als die Dauer der Durchgange als mogliche interagierende
Variable in Betracht gezogen wurde und die Durchgange fur jeweils vier
verschiedene Zeitintervalle separat untersucht wurden, ergab sich das gleiche Bild.
Eher als eine adaptive Form der ,Resistance-To-Extinction®, konnte die fehlende
Veranderung in der Platzpraferenz fur den VPQ auch ein Beharren auf dem einmal
gelernten Verhalten sein (Stephens et al., 1985; Means und Holsten, 1992), obwohl
ebenso angenommen werden kann, dass die Platzpraferenz bei den alten Tieren
insgesamt sehr niedrig war, gegebenenfalls zu niedrig, als dass sich eine Extinktion
hatte ergeben konnen. Hinsichtlich der gro3en Varianz in der Platzpraferenz fur den
VPQ wahrend der Durchgange, die sich teilweise bis zur Zufallsschwelle erstreckte,
konnte auch angenommen werden, dass die Extinktion der Platzpraferenz zumindest
bei einem Teil der Tiere schon bei ersten Durchgang stattgefunden hat.

In Bezug auf das Prozedurlernen wurden die Altersgruppen fur ahnlich befunden,
denn sie wiesen eine vergleichbare Abnahme in den Aufenthaltszeiten im mittleren
Ring und eine Zunahme im auflieren Ring des Labyrinths auf. Wahrend die adulten
Tiere folglich eine Extinktion im Navigations- und Prozedurlernen nach der Entnahme
der Plattform aufwiesen, beeinflusste die Extinktion besonders das Prozedurlernen
bei den alten Tieren.

3.4.5.3 Die extinktions-induzierte Immobilitat bei alten und adulten Ratten —
Interaktion mit der Lernfahigkeit

Die Extinktion bzw. der Entzug von Verstarkung sind wirksame Aktivatoren der HPA-
Achse (McEwen, 2000) und eruieren aggressive Reaktionen in operanten Aufgaben
aus (Dollard et al., 1939; Kelly und Hake, 1970; Huston und DeSisto, 1971; Huston,
1978). In der gegenwartigen Studie hielten wir es fir moglich, dass der Entzug von
Verstarkung durch das Entfernen der Plattform aus dem Wasserlabyrinth auch eine
,gelernte Hoffnungslosigkeit® induzieren konnte. Die Hoffnungslosigkeit ist bei
Patienten mit depressiver Symptomatik oder mit depressions-assoziierten
Funktionsstorungen, wie Aggression, assoziiert. Es wird angenommen, dass die
,gelernte Hoffnungslosigkeit® in Tieren im ,Forced Swimming Test* induziert wird; in
diesem Test wird das Tier in einen kleinen mit Wasser gefullten Zylinder platziert,
ohne Madglichkeit diesem zu entrinnen. Die Konsequenz einer solchen Erfahrung

aulBert sich in immobilem Verhalten, welches, da es durch die Gabe von
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Antidepressiva reduziert wird, als depressiver Zustand bezeichnet wird (Porsolt et al.,
1977). Dem Verhalten im ,Forced Swimming Test” entsprechend, erwarteten wir,
dass eine ,gelernte Hoffnungslosigkeit®, gemessen am Grad der Immobilitat, auch im
Wasserlabyrinth, als Folge der Extinktion, auftreten kdnnte.

Die gegenwartige Studie zeigte, dass Uber multiple Schwimmdurchgange ohne
Plattform die Immobilitdt und die Anzahl der Tiere, die immobil wurden, in beiden
Altersgruppen zunahmen. In der adulten Gruppe trat die Immobilitat jedoch erst
spat, d.h. wahrend der letzten 2-3 von insgesamt 7 Durchgangen auf und betrug in
der Gesamtdauer weniger als bei den alten Tieren. Das spate Auftreten der
Immobilitdt bei den adulten Tieren koinzidierte mit der Extinktion der Platzpraferenz
fur den zuvor belohnten Quadranten, vermutlich als die ,Hoffnungslosigkeit®
eingetreten oder gelernt worden war. Umgekehrt konnte die relative Resistenz, das
zuvor belohnte Verhalten wahrend der ersten Durchgange zu extinguieren, ein Indiz
fur eine noch vorhandene ,Hoffnung“ und damit verbundene Erwartung, auf die
Plattform entkommen zu kdnnen, sein. Wir haben die Immobilitat ebenfalls bezuglich
einer Interaktion mit dem Lernverhalten untersucht und herausgefunden, dass die
letztere Variable, zusatzlich zum Alter, einen Teil der Varianz in der Dauer der
Immobilitat erklaren konnte. Die schlechteren Lerner wiesen von den alten Tieren
die meiste Immobilitat auf und unterschieden sich statistisch von den adulten Tieren.
Ein schlechteres Platzlernen stellte demnach ein Vulnerabilitatsfaktor fur den Grad
der Auspragung immobilen Verhaltens dar. In der Tat wurde schlechteres Lernen im
Alter schon oft mit einer verminderten negativen Feedback-Regulation der HPA-
Achse assoziiert, welches darauf hindeutet, dass diese Tiere vermehrten Stress
erfahren (Issa et al.,1990; Yau et al., 1995; Bizon et al., 2001), und welche durch
Gabe von Antidepressiva wiederhergestellt werden kann (Rowe et al., 1997). Eine
Stérung in der Regulation der HPA-Achse wurde mit depressiven Symptomen in
Patienten assoziiert (Akil und Morano, 1995) und konnte, zusammen mit einer
schlechteren Lernfahigkeit und deren Korrelate, einen Schaltkreis von Faktoren
darstellen, der zum Vorkommnis dieser Krankheit beitragt.

3.4.5.4 Neurochemische Korrelate der Immobilitat

Obwohl die hippocampale Neurochemie eine Rolle bei genetischen und
Umweltmodellen der Depression zu spielen scheint (Yadid et al., 2000), waren in der
gegenwartigen Studie die Botenstoffkonzentration in diesem Areal nicht mit der

Immobilitat im Wasserlabyrinth assoziiert. Jedoch wurden verschiedene
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Korrelationen zwischen den Botenstoffkonzentrationen im ventralen Striatum, einem
Areal, das den Nukleus accumbens mit einschliel3t, und der Immobilitat gefunden.
Wir fanden z.B. heraus, dass mehr Immobilitat mit hoheren Konzentrationen von DA
sowie dem dopaminergen Metaboliten DOPAC im ventralen Striatum korrelierte.
Dieser Befund ist von besonderem Interesse, da Experimente mit anderen
Depressionsmodellen wiederholt auf die Rolle des Dopamins im Nukleus accumbens
bei einer depressiven Symptomatik hingewiesen haben; Arbeiten mit dem Chronic
Mild Stress Modell zeigten z.B., dass die Anhedonie oder die Subsensitivitat fur
Verstarkung, die durch Chronic Mild Stress hervorgerufen wird, mit einer
Herabsetzung der Sensitivitat post-synaptischer D2-Rezeptoren einhergeht,
sekundar zu einer chronischen Erhdhung der Ausschattung von Dopamin im Nukleus
accumbens (Willner, 1991; Stamford et al., 1991; Willner et al., 1992). Der Nukleus
accumbens vermittelt die belohnenden Eigenschaften der Verstarkung, aber auch die
adaptiven Reaktionen eines Organismus auf Stress und Frustration, wie z.B. die
durch die Extinktion von selbst-applizierter Verstarkung verursachten Reaktionen
oder solche, die durch die Erfahrung eines aversiven Stimulus, wie z.B. eines
intermittierenden Fulischocks herbeigefliihrt werden (Zangen und Shalev, 2003). In
einem genetischen Depressionsmodell weisen Ratten der Flinders Sensitive Line
(FSL), d.h. zur Depression neigende Tiere, mehr Immobilitdt im Forced Swimming
Test auf als Kontrolltiere und unterscheiden sich merklich in den post-mortem
Botenstoffkonzentrationen u.a. von DA und DOPAC im Nukleus accumbens (Zangen
et al.,, 1999). Bezlglich der Korrelationen zwischen der extinktions-induzierten
Immobilitat und DA sowie DOPAC stehen die Daten der gegenwartigen Studie
demnach in Einklang mit anderen Studien, welche die biologischen Hintergrinde der
depressiven Symptomatik untersuchen.

Ebenfalls wurde in der gegenwartigen Studie eine Korrelation zwischen ACh im
ventralen Striatum und der Immobilitat in den alten Tieren gefunden. Verschiedene
Forschungen weisen daraufhin, dass ACh in diesem Areal Reaktionen auf aversive
Ereignisse vermittelt. Das ventrale Striatum erhalt cholinerge Projektionen von den
sogenannten limbischen Arealen des Gehirns, wie dem Hippocampus und der
Amygdala, welche an der Vermittlung der Stressreaktion durch die HPA-Achse
beteiligt sind (Herman und Cullinan, 1997). Weiterhin wurde gezeigt, dass ACh im
Nukleus accumbens eine Rolle beim Entzug von Suchtdrogen (Rada et al., 1991)

und anderen aversiven Ereignissen, wie z.B. Injektionen (Pfister et al., 1994) spielt.
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Uberdies wurde der zur Depression neigende Rattenstamm FSL selektiv geziichtet,
um im Gegensatz zu den Kontrolltieren eine erhohte Sensitivitat auf cholinerge
Drogen aufzuweisen, welches ein Hauptmerkmal der menschlichen Depression
darstellt (Yadid et al., 2000). Zusatzlich wurde gezeigt, dass Nikotin sowie klassische
Antidepressia, die - durch Forced Swimming induzierte - Immobilitat in diesen Tieren
reduzieren (Tizabi et al., 1999; Zangen et al., 1999).

Eine erfolgreiche Behandlung der depressiven Symptomatik bei Patienten basiert
zumeist auf Drogen, die das serotonerge und noradrenerge Botenstoffsystem
selektiv stimulieren. Dementsprechend wurde die monoaminerge Hypothese zur
Entstehung der Depression aufgestellt, die besagt, dass Depressionen durch eine
allgemeine Minderung der Neurotransmission von Monoaminen (besonders 5-HT
und NE) verursacht wird (z.B., Maes und Meltzer, 1995). Obwohl die gegenwartigen
Daten  keinen  Zusammenhang zwischen der Immobilitdt und den
Botenstoffkonzentrationen des serotonergen Systems abbilden, korrelierte NE des
ventralen Striatums mit der Immobilitat in den adulten Tieren. In dieser Gruppe war
weniger NE mit mehr Immobilitat assoziiert. Dieser Befund stimmt mit der These
uberein, dass schwerer Stress, wie z.B. unkontrollierbarer Stress, zu einem erhdhten
verbrauch von NE fihrt, welches durch eine erhdhte Synthese nicht mehr
kompensiert werden kann und demnach zu depressiven Symptomen sowie einem
Abfall in den NE Konzentrationen fuhrt (Anisman und Zacharko, 1992). In einem
anderen Depressionsmodell war jedoch eine hdhere Immobilitat u.a. mit mehr post-
mortem NE im Nukleus accumbens assoziiert (Zangen et al., 1999).

3.4.5.5 Die extinktions-induzierte Immobilitat als Depressionsmodell
Zusammenfassend legen die gegenwartigen Daten eine Verbindung zwischen der
Extinktion der gelernten Sicherheit im Wasserlabyrinth und der Entstehung
immobilen Verhaltens nahe, wobei letztere im Allgemeinen als eine Simulation der
Inaktivitat depressiver Patienten verstanden wird. In einer follow-up Studie, in
welcher multiple Extinktionsdurchgdange am jeweiligen Testtag und an
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Akquisition im Wasserlabyrinth stattfanden
(Topic et al., 2005), konnten wir unsere Befunde, dass sich die Dauer der Immobilitat
und auch die Anzahl der Tiere, die immobil wurden, uber die Durchgange erhoht,
bestatigen. Interessanterweise konnten wir in der gegenwartigen Studie (und auch in
der follow-up Studie) zeigen, dass die meiste Immobilitit am Anfang der

Extinktionsdurchgange auftrat (wahrend der ersten von zwei Minuten), welches die
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Mdglichkeit, dass dieses Verhalten entweder auf Erschépfung oder auf der
Erwartung beruht, dass eine Belohnung folgt, namlich die Rettung durch den
Versuchsleiter, ausschlie3t. Stattdessen ist dieses Verhalten wahrscheinlich mit der
Erfahrung von Nicht-Verstarkung oder ,Hoffnungslosigkeit® verknlpft, wobei bei der
letzteren davon ausgegangen wird, dass sie im Forced Swimming Test induziert wird.
Ein wichtiger Unterschied zwischen dem Forced Swimming Test und dem
gegenwartigen Modell besteht darin, dass im hiesigen Test die Immobilitat mit
vorhergehenden Lernerfahrungen interagiert, die im gleichen Instrument gemessen
werden und mit der Immobilitdt direkt in Verbindung gebracht werden kdnnen.
Bedeutend war ebenso der Befund, dass die neurobiologischen Korrelate der
Immobilitat in der gegenwartigen Studie im Einklang mit Depressionsmodellen
standen, die das ventrale Striatum als ein wichtiges Areal fur die Vermittlung der
depressiven Symptomatik beurteilen. Interessanterweise korrelierte die Immobilitat
in der hiesigen Studie altersabhangig mit unterschiedlichen Botenstoffsystemen.
Eine weitere Differenzierung der Faktoren, die zwischen der Hoffnungslosigkeit im
Erwachsenen und fortgeschrittenen Alter unterscheiden konnen, wie z.B. die
Lernfahigkeit, kdnnte auf wichtige Weise Einsicht in die biologischen Hintergriinde
der Depression verschaffen bzw. fur die Suche nach neuen Behandlungsmethoden
bei alten Menschen mal3geblich sein. Das gegenwartige Modell konnte fur diese
Absichten nutzlich sein, da es die gemeinsame Untersuchung von voneinander

abhangigen Prozessen, wie Emotionalitat, Lernen und Gedachtnis, erlaubt.
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4  Allgemeine Diskussion und Ausblick

Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen aus den Projekten I, Il und lli
uberraschend komplexe Zusammenhange zwischen den untersuchten Variablen wie
dem Lernen im Wasserlabyrinth, der Exploration im Offenfeld, der Angst in einer
Black/White Box und den neurobiologischen Variablen STP und LTP im
Hippocampus und Striatum und der ChAT und NMDA Rezeptor Untereinheiten
MmRNA im Striatum, die darauf hindeuten, dass das Altern von einer bedeutenden
Heterogenitat gekennzeichnet ist. Dies ergibt sich z.B. aus der Ekenntnis, dass es
maglich ist, Subpopulationen oder -gruppen zu finden, die sich durch bestimmte
Eigenschaften auszeichnen und voneinander unterscheiden. Wie dargestellt,
konnen sich innerhalb eines Spektrums einer Rangordnung alter Tiere Segmente
von Individuen befinden, die im Vergleich zu den restlichen Segmenten in ihren
Charakteristiken stark abweichen, z.B. in der Valenz ihrer Zusammenhange
zwischen zwei Variablen. Solche Ergebnisse fordern die nahere Ergrindung der
Verhaltensvarianz, die, wie oben beschrieben, auf den fir die Subgruppen
unterschiedlich ausgepragten Einflissen dritter Variablen basieren konnten und die
moglicherweise ein neues Gebiet in der Altersforschung eroffnen.  Kurzfristig
gesehen stehen Vorhaben zur inhaltlichen Validierung der Subgruppen an, die sich
in Projekt Il mit der Sliding Window Correlation Methode ergaben. Statistische
Vergleiche zwischen den Individuen, fur die das Lernen im Wasserlabyrinth positiv
mit der Offenfeldexploration korrelierte und jenen, fur die der Zusammenhang negativ
war, konnten zur Formulierung neuer Hypothesen beitragen. Ein moglicher Ansatz
ware zu untersuchen, in wie weit sich diese Subgruppen in ihrer Exploration im
Wasserlabyrinth unterscheiden, die anhand von Aufrichtungen und Rotationen auf
der verborgenen Plattform gemessen werden konnen und von denen man ausgeht,
dass sie zum radumlichen Lernen im Wasserlabyrinth beitragen (Sutherland und Dyck,
1984).

Im Allgemeinen stellt sich die Frage, ob sich die Subgruppen, die sich aus den
unterschiedlichen Zusammenhangen zwischen den untersuchten Variablen ergaben,
erst im Alter entstanden sind oder moglicherweise schon im jungeren Alter
vorhanden waren. Bislang wurde die Verhaltensvarianz in adulten Tieren eher als

Fehlervarianz eingestuft, obwohl es mdglich ware, dass im adulten Alter ebenfalls
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Subgruppen existieren, die sich in ihren Eigenschaften voneinander unterscheiden.
Wie unter Punkt 1.2 erwahnt, stellten Dellu et al. (1994) fest, dass junge, in einer
neuen Umgebung besonders aktive Ratten im Alter Gedachtnisdefizite aufwiesen,
von denen eine weniger aktive Gruppe verschont blieb. Es ist bekannt, dass der
Alterungsprozess nicht immer progressiv fortschreitet und sich Variablen frih im
Leben verandern und dann relativ stabil bleiben konnen, Uber einen langeren
Lebenszeitraum stabil bleiben und sich erst im spateren Alter verandern, oder sich
erst in die eine Richtung und spater in die entgegengesetzte Richtung andern
(Coleman et al., 2004). Um den Verlauf der sich Uber den Alterungsprozess
entwickelnden interindividuellen Varianzen zu untersuchen, mussten die Tiere
demnach mehrfach, in regelmaRigen Abstanden, charakterisiert werden.

Die Ergebnisse aus Projekt IV dieser Arbeit deuten daraufhin, dass die
interindividuellen Differenzen in der Lernfahigkeit im Alter auch bei der Depressivitat
eine Rolle spielen. Es zeigte sich, dass besonders die schlechteren Lerner ein
hohes Ausmald an Bewegungslosigkeit, ein moglicher Indikator fur eine Depression,
im Laufe mehrerer aufeinanderfolgender Extinktionsdurchgange im Wasserlabyrinth
entwickelten. Insgesamt zeigte sich der Test der extinktions-induzierten Depression
als besonders sensitiv flur die Erfassung von altersrelevanten Depressionen, von
denen man weil}, dass sie durch den Verlust von Verstarkung, wie dem Verlust von
sozialen Kontakten und Krankheit, ausgeldst werden kdonnen (Lepine und Bouchez,
1998). In naher Zukunft werden Studien angestrebt, die zum Ziel haben, das Modell
der extinktions-induzierten Depression pharmakologisch durch chronische
Applikation von Antidepressiva zu validieren. Der These des Modells entsprechend
kann erwartet werden, dass Antidepressiva das Ausmal} der extinktions-induzierten
Immobilitat verringern und den Extinktionsprozess, von welchem man annimmt, dass

er das Auftreten einer Depression verursacht, verlangsamen.
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