VERSTARKTE LANGZEITPOTENZIERUNG UND UMPROGRAMMIERUNG KORTIKALER VERBINDUNGEN

Verstarkte Langzeitpotenzierung
und Umprogrammierung kortikaler
Verbindungen nach Schadigungen
der Sehrinde

Thomas Mittmann und Ulf T. Eysel

Zusammenfassung

Treten Verletzungen der Sehrinde im Erwachsenenalter auf, reagiert das Zentralner-
vensystem mit einer funktionserhaltenden Reorganisation, bei der Nervenzellen in der
Sehrinde durch Verstirkung synaptischer Kontakte neu verdrahtet werden und so
neue oder zusitzliche Funktionen iibernehmen konnen. Das geschieht zum Beispiel in
der direkten Umgebung lokaler Schiidigungen der primiren Sehrinde. Diese Reorga-
nisationsvorginge haben wir in vivo im Sehsystem der Katze und in vitro im Kortex
von Ratten untersucht. Verinderungen der funktionellen Reprisentation des Sehrau-
mes in vivo (groBere rezeptive Felder, veriinderte Retinotopie) weisen auf Verdnderun-
gen der synaptischen Kopplung von Neuronen hin. Die in vitro Untersuchungen der
synaptischen Plastizitéit ebenso wie immunhistochemische und molekularbiologische
Arbeiten weisen auf Mechanismen, die auf eine transiente Regression in Richtung friih-
kindlicher Programme mit erhohter Bereitschaft zur synaptischen Remodellierung
deuten: Verschiebungen der Balance von Erregung und Hemmung zugunsten einer
hoheren Erregbarkeit, verstirkte synaptische Plastizitiit (Langzeitpotenzierung, LTP)
und Verinderungen der beteiligten Glutamat-Rezeptoren. Von den modellhaft im Ex-
periment gewonnenen Daten besteht ein Bezug zur klinisch-neurologischen Medizin
und der moglichen Verbesserung einer trainingsabhiingigen Rehabilitation nach Schi-
digungen des Zentralnervensystems.

Abstract

Enhanced long-term potentiation and reprogramming of cortical connections after le-
sions of the visual cortex

The visual cortex responds to injury in the adult with reorganization and functional
restoration. Visual cortical neurons are newly connected by increasing weights of
synaptic contacts and take over new or additional functions. This takes place in the
vicinity of local damage in the primary visual cortex. We have investigated this cortical
reorganization in the cat visual cortex in vivo and in the rat visual cortex in vitro.
Changes of the functional representation of visual space in vivo (larger receptive fields,
changed retinotopy) indicate changes in the synaptic connectivity of neurons. The re-
lated in vitro studies of synaptic plasticity as well as immunohistochemistry and mo-
lecular biology indicate underlying mechanisms that are reminiscent of a transient
regression towards early postnatal patterns with an increased potential for synaptic
remodelling: the balance between excitation and inhibition is shifted towards increased
excitability, synaptic plasticity (long-term potentiation, LTP) is increased, and the in-
volved glutamate receptors are modified. The experimental data can be related to neu-
rological medicine and the possibility to improve training-induced rehabilitation fol-
lowing damage of the central nervous system.

Key words: visual cortex; lesions; receptive fields; long-term potentiation (LTP); cal-
cium imaging
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Einleitung

Nach lokalen Defekten der Sehrinde treten bei
Patienten umschriebene Gesichtsfeldausfil-
le (Skotome) auf, deren GroBe das Ausmal
des neuronalen Zelltods und der funktionel-
len Beeintréichtigung kortikaler Neurone wi-
derspiegelt. Abbildung 1A zeigt eine experi-
mentelle Thermolision im visuellen Kortex,
deren funktionelle Auswirkungen im intak-
ten Gehirn mit der Methode der optischen Re-
gistrierung intrinsischer Signale (optical ima-
ging) gemessen werden. Man sieht nicht nur
die Abschwichung der Signalstiirke im ge-
schidigten Gebiet (Abbildung 1 B), sondern
in der Umgebung der Lasion (Penumbra) auch
den Verlust spezifischer neuronaler Leistun-
gen wie der Analyse der Orientierung visuel-
ler Reize (Abbildung 1C). Das Verfahren des
optical imaging ist nicht-invasiv, eine Video-
kamera und aufwendige Nachbearbeitung im
Rechner machen die Unterschiede der Licht-
absorption sichtbar, die in aktiven Gebieten
grofler ist als in inaktiven. Das Ausmaf} der
nach einer Lasion beobachteten Ausfille kann
sich mit der Zeit und insbesondere unter spe-
zifischem Training verkleinern (Zihl und von
Cramon 1979, 1985; Kasten et al. 1998; Ey-
sel und Schweigart 1999). Eine mdogliche
Grundlage fiir die Funktionsverbesserung ist
die Reaktivierung von ,,stummen* Zellen in
der nur partiell geschidigten Penumbra der
Lision durch verstirkte Aktivierung ihrer syn-
aptischen Verbindungen. Eine andere Mog-
lichkeit besteht in der Vergrolerung der re-
zeptiven Felder von Zellen am Lisionsrand,
die dazu fiihrt, dass Teile des verlorenen Ge-
sichtsfeldes von diesen Zellen zusitzlich
,Jibernommen® und damit fiir die Wahrneh-
mung wieder zuginglich werden. Generell
konnen adaptive Prozesse in sensorischen
Kortexbereichen erhebliche Reorganisationen
nach Lisionen bewirken (Ubersichten bei
Kaas 1991; Eysel 1992; Gilbert 1998). Nach
Lisionen in der somatosensorischen Hirnrin-
de des erwachsenen Affen wurde bereits frii-
her eine Verkleinerung des sensorischen Aus-
falls durch Vergroerung rezeptiver Felder in
der Handregion gefunden (Jenkins und Mer-
zenich 1987). Wie der somatosensorische, so
hat auch der visuelle Kortex ein erhebliches
Potential zu Plastizitit und Reorganisation.
Vielfach wurde bereits eine kortikale Plasti-
zitédt nach Lisionen der Netzhaut beobachtet
(Kaas et al. 1990; Heinen und Skavenski
1991; Gilbert und Wiesel 1992; Chino et al.
1995; Eysel et al. 1999; Arckens et al. 2000).
In diesen Fillen wird die von der Zerstérung
der Netzhaut betroffene Region des visuellen
Kortex durch verstirkte Ankopplung horizon-
tal-lateraler Verbindungen aus normalen
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Nachbarregionen reaktiviert (Das und Gilbert
1995). Langerfristig wird dieser Prozess von
anatomischen Verdnderungen begleitet, bei
denen die Endigungen der horizontalen Ner-
venfasern lokalisiert im betroffenen Gebiet
aussprossen und so vermehrte Kontakte bil-
den konnen (Darian-Smith und Gilbert 1994).
Bei der Reorganisation nach Hirnrindenléa-
sionen steht diese Moglichkeit wegen der di-
rekten Schidigung der Zellen nicht mehr zur
Verfligung und es miissen andere Reparatur-
mechanismen genutzt werden. Primér wird
eine allgemein erhohte Erregbarkeit in der
Umgebung kortikaler Lésionen beobachtet
(Eysel und Schmidt-Kastner 1991), die par-
allel zu speziellen Verinderungen kortikaler
Plastizitét auftritt. Um das genauer zu unter-
suchen, haben wir auf Verdnderungen der
GroBe rezeptiver Felder in den ersten Tagen
und Monaten nach Schidigungen im visuel-
len Kortex geachtet (Eysel und Schweigart
1999; Schweigart und Eysel 2002). Aufler-
dem haben wir studiert, wie die rezeptive
FeldgroBe durch wiederholte, natiirliche Rei-
ze verdandert werden kann (Eysel et al. 1998;
Eyding et al. 2002). Bei diesen in vivo Expe-
rimenten zeigte sich, dass haufig wiederhol-
te Reizung verbunden mit hohen Entladungs-
raten rezeptive Felder verdndern kann. Da
wiederholte hochfrequente Benutzung von
Synapsen zur synaptischen Verstdrkung
durch Langzeitpotenzierung (LTP) fiihrt, ka-
men wir zu der Hypothese, dass die von uns
gemessenen Verdnderungen rezeptiver Feld-
grofen auf LTP-artigen Mechanismen beru-
hen. Die LTP hat eine wichtige Bedeutung
als zelluldres Modell fiir Lernen und Ge-
déchtnis, und kann in Hirnschnittpriparaten
nach hochfrequenter Stimulation von afferen-
ten Eingéngen als verstirkte synaptische
Ubertragung fiir einen Zeitraum von >1 Stun-
de gemessen werden. Sie wurde im Séduge-
tier-ZNS bereits vor lingerer Zeit u.a. im
Hippocampus (Lomo 2003) sowie im visu-
ellen Kortex von Ratten nachgewiesen (Ar-
tola und Singer 1987; Kirkwood et al. 1995).
Unter Bedingungen einer verstérkten synap-
tischen Plastizitéit, wie sie z.B. im jungen vi-
suellen Kortex wihrend der Phase der kriti-
scher Perioden im Entwicklungsalter auftritt,
ist die LTP am stirksten exprimiert (Katz
1999). Um unsere Hypothese zur lédsionsin-
duzierten Reorganisation in der Sehrinde zu
priifen, haben wir den visuellen Kortex der
Ratte mit Lésionen in Gehirnschnitten in vi-
tro auf zelluldre Mechanismen synaptischer
Plastizitit untersucht (Mittmann und Eysel
2001; Barmashenko et al. 2001). Die Ergeb-
nisse ergaben charakteristische Verdnderun-
gen der Plastizitit nach Lésionen, die geeig-
net sind, die Hypothese von LTP-artigen
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Abb. 1: Schadigung der Sehrinde einer Katze mit direkten und indirekten Funktionsaus-

fallen.

(A) Auf der freigelegten Hirnoberfache ist das Lasionsgebiet deutlich durch die fehlende
Durchblutung erkennbar. Die mit einem Lichtkoagulator beriihrungsfrei erzeugte Schadi-
gung hat einen Durchmesser von rund einem Millimeter. (B) Die Ableitung intrinsischer
optischer Signale zeigt, dass um den Kern der vollstandigen Lasion (durchgezogener Kreis)
ein Bereich mit unterdriickter Funktion zu sehen ist. Hier ist die Signalstarke deutlich
verringert (gepunkteter Kreis). In dieser Darstellung sind hohere Aktivitaten als hellere
Grauwerte dargestellt. (C) Die Aktivierung der Sehrinde durch Reize verschiedener
Orientierung ist hier farbmarkiert dargestellt. Wahrend im Kern der Lasion alle funktionelle
Spezifitat aufgehoben ist, zeigt die Karte in der Ubergangsregion eine aufgeléste Struktur,
die sich weiter entfernt vom Lasionsrand normalisiert.

Mechanismen bei der Umprogrammierung
der Sehrinde nach Schidigungen zu stiitzen.

Umprogrammierung der Sehrinde nach
lokalen Schadigungen in vivo

Wir haben das Verhalten von einzelnen Ner-
venzellen in der Randregion von Sehrinden-
lasionen bei erwachsenen Katzen mit Mikro-
elektroden untersucht (Eysel und Schweig-
art 1999; Schweigart und Eysel 2002). Zu-
erst wurde in einer kleinen Sehrindenregion
eine experimentelle Lésion durch excitoto-
xischen Zelltod ausgeldst (lokale Ubererre-
gung der Nervenzellen durch Ibotenséure).
Der folgende, erregungsbedingte ,,Selbst-
mord®“ von Nervenzellen tritt auch natiirli-
cherweise in den Randregionen von Ausfil-
len beim Schlaganfall auf. Die Vermessung

der Reprisentation des Gesichtsfeldes im
Kortex mit Bestimmung der rezeptiven Fel-
der durch Mikroelektrodenableitungen von
einzelnen Nervenzellen zeigt einen Gesichts-
feldausfall. Die rezeptiven Felder in der
Randregion sind in ihrer Grofie primér nor-
mal und représentieren in korrekter Weise
die Umgebung der Lésion, so dass ein blin-
der Bereich im Gesichtsfeld an der Stelle der
Lision entsteht (Abbildung 2A). Ohne Ein-
fluss visueller Reize bleibt dieser Zustand
in den ersten Tagen nach der Schiadigung
unverédndert (mittlere GroBe der rezeptiven
Felder 101% im Vergleich zu den RF-Gro-
Ben vor der Schéddigung in derselben Seh-
rindenregion).

Wir konnten allerdings zeigen, dass wie-
derholte Stimulation von rezeptiven Feldern
mit Reizen, die das Feld selbst und seine di-
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Abb. 2: Schematische Darstellung des topographischen Ausfalls und seiner Kompensation
durch vergrofRerte rezeptive Felder am Lasionsrand.

(A) Die Ortsinformation ist hier farbkodiert. Benachbarte Regionen aus der Netzhaut sind
auch in Thalamus und Sehrinde benachbart. Das bietet die Grundlage zu einer Kompensa-
tion einer Sehrindenschadigung (schwarzer Bereich). Am Eingang zur Sehrinde liegt die
gesamte Information vor. Der blinde Bereich im Gesichtsfeld (Skotom, siehe Text) ist
durch die fehlenden Zielzellen in der Sehrinde bedingt. Wenn die Zellen am Lasionsrand
die Information fiir die Nachbarzellen mit iibernehmen, dann kann der Ausfall kompensiert
werden. Alle topographischen Bereiche der Netzhaut stehen wieder fiir die Wahrnehmung
zur Verfiigung. Dabei kommt es zu einer VergrofRerung der rezeptiven Felder, die jetzt
sowohl ihre alten als auch die neuen Funktionen erfiillen.

(B) Ein Trainingsprogramm mit haufig wiederholten Reizen, das gezielt den erregbaren
Bereich eines rezeptiven Feldes einer Zelle gemeinsam mit seinem unerregbaren Umfeld
stimuliert (unten), filhrt zu einer Vergrof3erung des Funktionsbereichs dieser Zelle (oben).
Dabei wird durch die zusatzliche Funktion der Zelle der blinde Bereich verkleinert. Der
Farbiibergang von Gelb nach Hellgriin im vergrof3erten rezeptiven Feld symbolisiert die
gleichzeitige Reprasentation der alten Funktion (Gelb) und der neu iibernommenen (Griin)

durch ein und dieselbe Zelle.

rekt angrenzende Umgebung zugleich erre-
gen, zu einer Vergroferung von rezeptiven
Feldern fiihren kann (Eysel et al. 1998; Ey-
ding et al. 2002). Das passt zu einem generell
beobachteten kortikalen Phianomen, das in der
Vergroferung stark erregter Areale besteht.
Das wird ebenso nach elektrischer intrakorti-
kaler Mikrostimulation des visuellen Kortex
(Godde et al. 2002) wie nach verstérkter Ak-
tivierung des Kortex durch ganz bestimmte
visuelle Reize beobachtet (z.B. wenn Reize
ganz bestimmter Orientierung isoliert und lan-
ge Zeit wiederholt dargeboten werden (Dra-
goi et al. 2001).

Wenn wir Zellen am Lisionsrand 2 Tage
nach der Schéidigung einem Training mit wie-
derholten Reizen aussetzen, das darauf abzielt,
die Randregion der rezeptiven Felder zu er-
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weitern (Schweigart und Eysel 2002), tritt
tatséchlich innerhalb einer Stunde eine Feld-
vergroferung auf, die im Mittel rund einem
Grad Sehwinkel entspricht (Abbildung 2B).
Die zeitlich eng korrelierte Reizung von re-
zeptiven Feldern und ihrer unmittelbaren Um-
gebung, wie wir sie experimentell bei narko-
tisierten Tieren durch wiederholte, zeitgleiche
Erregung realisiert haben, erfolgt bei den wa-
chen Tieren nach der Lision in ihrer gewohn-
ten Umgebung: Augenbewegungen tiber Kon-
trastgrenzen hinweg fithren zu héufiger, hoch-
frequenter und korrelierter Erregung rezepti-
ver Felder und ihrer unmittelbaren Umgebung.
Wenn wir die rezeptive Feldkarte in der Seh-
rinde dann nach zwei Monaten an der Li-
sionsgrenze liberpriifen (Abbildung 3A, B), ha-
ben einzelne Zellen erheblich ausgedehntere

rezeptive Feld-Vergroflerungen als im akuten
Experiment in den ersten Tagen nach der Li-
sion (Abbildung 3C). Die Felder von Lisions-
randzellen (innerhalb eines Millimeters) sind
entsprechend ihrer Nutzung beim freien Um-
herblicken in einer visuell strukturierten Um-
gebung in alle Richtungen vergroBert (im Mit-
tel 182% grofer als in den Kontrollen vor der
Schidigung). Einzelne Zellen zeigten RF-Ver-
groBerungen um bis zu 7.8° Sehwinkel - da-
mit wurde der ehemals blinde Bereich im Ge-
sichtsfeld komplett ausgefiillt und war fiir die
Wahrnehmung wieder verfiigbar (Abbildung
3C). Die VergrofBerung der rezeptiven Felder
bedeutet, dass Nervenzellen Bereiche des Ge-
sichtsfeldes tibernommen haben, die vorher
von Zellen wahrgenommen wurden, die durch
den Gehirnschaden verloren gegangen sind.
Diese Ubernahme von Funktionen der verlo-
renen Nachbarzellen verringert den durch die
Schidigung des Gehirns entstandenen blin-
den Bereich. Tatsichlich vernachlissigen die
einzelnen Zellen nicht ihre alten Aufgaben,
sie lernen die neuen Fihigkeiten zusitzlich
(VergroBerung der rezeptiven Felder anstelle
einer oOrtlichen Verlagerung).

Mit den von uns im Experiment beobach-
teten Feldvergroflerungen verschiebt sich die
Grenze eines kortikalen Skotoms um 3-4°.
Dies entspricht in der Groenordnung der
mittleren Gesichtsfeldverbesserung um 4.9°,
die bei Patienten beobachtet wurde, die nach
zentralen Schidigungen der Sehbahn ein
Computer-gestiitztes Gesichtsfeldtraining
ausfiihrten (Kasten et al. 1998).

Zellen, die weiter vom Lisionsrand entfernt
lagen, zeigten in unseren Studien keine Ver-
anderungen der rezeptiven Felder. Das wirft
die Frage auf, was in der Lésionsrandregion
anders ist. In friiheren Arbeiten hatten wir eine
erhohte Erregbarkeit von Zellen in der Li-
sionsrandregion beobachtet (Eysel und
Schmidt-Kastner 1991). Diese Region liegt
bei dem excitotoxischen Lasionsmodell ni-
her am Lisionsrand als bei unserem zweiten
Lisionsmodell, einer Thermolésion, die durch
Laserstrahlen oder durch auf die Kortexober-
fliache fokussiertes Xenon-Licht erzeugt wird.
Durch die damit einhergehende Schidigung
der lokalen Durchblutung in der Umgebung
(Lindsberg et al. 1991) tritt hier in der Pen-
umbra nahe der Lision eine Unterdriickung
der Funktion auf, der erst weiter entfernt die
Zone der Ubererregbarkeit folgt. Ausgehend
von der Beobachtung der funktionellen Ver-
anderungen der rezeptiven Felder im Rand-
bereich der Lisionen und der Hypothese, dass
LTP-artige, synaptische Plastizitéit zugrunde
liegt, haben wir Hirnschnitte des visuellen
Kortex von Ratten mit lokalisierten Thermola-
sionen ex vivo - in vitro untersucht.
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Lasionsinduzierte, verstarkte
Langzeitpotenzierung im visuellen
Kortex in vitro

Unsere Hypothese ist, dass diese Umprogram-
mierung von Zellfunktionen am besten durch
die sogenannte Langzeitpotenzierung (LTP)
erkldrbar ist. Dabei fiihrt eine wiederholte
und hochfrequente Nutzung von Zellkontak-
ten zu deren dauerhafter Verstiarkung. Fiir
diese Experimente verwendeten wir akute,
kortikale Hirnschnitte von Ratten. Das Hirn-
schnittpriparat wird ,,in vitro* in einer kiinst-
lichen, zerebrospinalen Fliissigkeit inkubiert,
und ist so fiir 8-12 Stunden vital. Unter opti-
scher Kontrolle eines Infrarotmikroskopes
kann mit scharfer Mikroelektrode von einem
einzelnen Neuron im Hirnschnitt das Mem-
branpotential intrazellulér abgeleitet werden
(Abbildung 4A, B).

Die LTP wird durch eine Theta-Burst-Sti-
mulation (TBS) ausgelost, bei der innerhalb
einer Minute drei Salven von je 20 hochfre-
quent wiederholten erregenden Antwortpo-
tentialen (EPSP) an der Synapse ausgelost
werden. Normalerweise veridndern die Zel-
len in der erwachsenen Sehrinde nach einer
solchen Reizung die Stirke ihrer Verbindun-
gen nur geringfiigig, die Grofie der gemes-
senen postsynaptischen Potentiale (LTP)
zeigt sich bis zu einer Stunde nach Gabe des
TBS nur schwach vergrofert. Die aufregen-
de Entdeckung unserer Arbeiten der letzen
Jahre war, dass die hierfiir notwendige syn-
aptische Plastizitdt nach einer Schiddigung
des Gehirns nicht etwa schwicher, sondern
deutlich verstérkt ist. Ein Gehirn, das ,,ein-
gefahrene Bahnen benutzt, erhélt plotzlich
Fahigkeiten des jugendlichen Gehirns zu-
riick: es ist wieder wesentlich besser in der
Lage, neu- bzw. umzulernen und es bildet
neue Verschaltungen aus. So konnten wir in
Hirnschnitten von Ratten mit kleinen Laser-
lasionen zeigen, dass bei Zellen in einem de-
finierten Abstand vom Lisionsrand und bis
zu einer Woche nach Induktion der Verlet-
zung eine hochsignifikant verstirkte Lang-
zeitpotenzierung auftritt (Abbildung 5A, B).
Wihrend im gesunden Gehirn weniger als
die Hilfte der Zellen eine schwache LTP
zeigt (Amplitudensteigerung auf 134.5 =
9.9% der Ausgangsamplitude), fanden wir
am Lisionsrand bereits in der ersten Woche
nach der Verletzung bei zwei Dritteln aller
Zellen eine deutlich starkere Langzeitpoten-
zierung (Amplitudensteigerung auf 191.3 =
20.8%). Durch verstirkte Aktivierung wird
die Verbindung zwischen Nervenzellen - die
Synapse - effektiver, sie koppelt zwei Zel-
len stéirker aneinander. So kann Information,
die vorher durch schwache Synapsen nicht
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Abb. 3: Registrierung der Grof3e rezeptiver Felder an identischen Orten vor und 2 Monate
nach einer lokalisierten Schadigung der Sehrinde.

(A) Die Oberflache der Sehrinde ist den Ableitorten (1-4) und der Ausdehnung der Lasion

(grauer Bereich im gepunkteten Kreis) schematisch iiberlagert. Die Zahlen markieren die

Ableitstellen vor und nach der Lasion.

(B) Die grofdten rezeptiven Felder vor der Lasion sind weif3 dargestellt, die grof3ten
rezeptiven Felder nach 76 Tagen sind grau markiert. Wahrend die Felder bei 1 in der
Grofde vergleichbar sind, finden sich bei den lasionsnahen Orten 2-4 stark vergrofierte

rezeptive Felder nach iiber 2 Monaten.

weitergeleitet werden konnte, eine Zelle er-
reichen — und so konnten durch diese Reor-
ganisation im visuellen Kortex Teile des Ge-
sichtsfeldes, die primér verloren waren,
durch verstirktes Ankoppeln schwacher Ein-
ginge wieder wahrgenommen werden.
Wie kann nun der adulte Kortex eine sol-
che Erhohung in der synaptischen Plastizi-
tdt verwirklichen?
Wir haben bereits in einer fritheren elektro-
physiologischen Arbeit gezeigt, dass am La-

sionsrand die Balance zwischen der exzita-
torischen, glutamatergen sowie der inhibi-
torischen GAB Aergen synaptischen Ubertra-
gung gestort ist (Mittmann et al. 1994). So
haben wir eine Schwichung in der Effizienz
der GABAergen synaptischen Transmission
im ldsionsbehandelten Neokortex beobach-
tet. Zugleich wurde eine erhéhte NMDA-Re-
zeptor abhingige synaptische Transmission
gemessen. Wie pharmakologische Studien ge-
zeigt haben, erleichtern diese funktionellen
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Abb. 4: Die in vitro Ableitsituation (A) Photografie der Messkammer, in dessen
Zentrum ein vitaler, koronaler Hirnschnitt des visuellen Kortex lagert. Dieser
weist eine Dicke von 350um auf und wird mit kiinstlicher Zerebrospinalfliissig-
keit umspiilt. Unter mikroskopischer Kontrolle werden die Reiz- und Ableitelek-
troden eingebracht. (B) Ein kortikaler Hirnschnitt am post-Lasionstag 3 (siehe
Pfeil) mit der schematischen Darstellung der Ableitelektrode fiir die intrazellula-
ren Ableitungen in der Kortexschicht Il1/1ll, sowie die Position der Reizelektro-
den in der Kortexschicht IV (gepaarter Eingang fiir die LTP Induktion) sowie
lateral von der Ableitstelle in Schicht Il (Kontrolleingang).

Veridnderungen im kortikalen Netzwerk die
Ausbildung von LTP (Artola und Singer 1987;
Hiimmeke et al. 2002).

Als eine weitere Ursache fiir die verstérkte
synaptische Plastizitit des Gehirns post-Lé-
sion konnten wir die intraneuronale Kalzium-
konzentration [Ca®], in den Zellen am Lisi-
onsrand identifizieren (Barmashenko et al
2001). Durch Messungen der Fluoreszenz ei-
nes ionensensitiven Farbstoffes (Fura-2)

konnten wir zeigen, dass sowohl die neuro-
nale Ruhe-Kalzium-Konzentration als auch
der Stimulus-induzierte Kalziumeinstrom am
Léasionsrand moderat erhoht ist. Zusétzliche
pharmakologische Experimente gaben Hin-
weise auf eine verstirkte Beteiligung von io-
notropen NMDA - und AMPA Rezeptoren an
der Erhohung der [Ca*]. Dies lisst den
Schluss zu, dass der verstiarkte Kalziumein-
strom ein zusétzlicher zelluldrer Mechanis-
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Abb. 5: Verstarkte LTP nach
Lasionen (A) Original
Spannungsspuren (EPSPs)
einer intrazellularen
Ableitung von einem Neuron
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schwarz) sowie nach einer
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Die graue und die hellrote
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Gabe der Theta-Burst
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mus fiir die verstirkte LTP am Lésionsrand
ist (Abbildung 6).

Weitere Experimente ergaben Hinweise auf
eine Verdnderung in der Zusammensetzung
der Untereinheiten von ionotropen Glutamat-
rezeptorkanilen am Lésionsrand.

(1) So konnte mittels kompetitiver Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) eine verédnder-
te Expression der m-RNA fiir die NMDA-
Rezeptor Untereinheiten NR2A und NR2B
nachgewiesen werden (Rumpel et al. 2000).
Dies konnte bedeuten, dass die NR2B-Unter-
einheit des NMDA-Rezeptors am Lisions-
rand verstérkt exprimiert wird. Interessanter-
weise findet sich eine verstirkte Exprimie-
rung der NR2B-Untereinheit auch im gesun-
den, friih-postnatalen Kortex (Monyer et al.
1994), die mit erhShter synaptischer Plastizi-
tét einhergeht (Kirkwood et al. 1995).

(2) Auch die ionotropen AMPA-Rezepto-
ren zeigten verdnderte funktionelle Eigen-
schaften am Lisionsrand, die in den oben
beschriebenen Kalzium-Imaging Experimen-
ten durch eine unter Kontrollbedingungen
nicht vorhandene Kalziumpermeabilitit sicht-
bar wurden (Barmashenko et al. 2001). Die-
se Kalziumpermeabilitit ldsst sich durch eine
Veridnderung in der Zusammensetzung der
Untereinheiten des AMPA-Rezeptors erkla-
ren: eine reduzierte Expression in der GluR2
Untereinheit, welche unter physiologischen
Bedingungen nur in friih-postnatalem Gewe-
be beobachtet wird, ermdglicht einen Kalzi-
umeinstrom durch die AMPA-Rezeptoren am
Léasionsrand (Pellegrini-Giampietro et al.
1997; Kumar et al. 2002).

Zusammenfassung und Ausblick

Die verinderte synaptische Plastizitét unmit-
telbar nach Eintreten der Verletzung bedeutet
ein erhohtes Potential des Gehirns, den Scha-
den zu kompensieren. Unter molekularen und
zellphysiologischen Aspekten scheint dieses
Phénomen der friihkindlichen Plastizitét des
Gehirns dhnlich. Die ,,alten” Zellen lernen
wieder wie in ihrer Jugendzeit in den ersten
Wochen nach der Geburt. Wenn geeignete
Reize auf eine Zelle einwirken, kann sie neue
Verkntipfungen bilden oder schwache Verbin-
dungen so verstérken, dass sie neue Funktio-
nen iibernehmen kann. Das stellt eine inter-
essante biologische Anpassung der Hirnrin-
de dar, durch Selbstreparatur und Umpro-
grammierung tiberleben zu konnen.

Das Besondere an unserem Forschungsan-
satz ist die Verbindung vom System (der Be-
trachtung des gesamten, funktionierenden
Gehirns) mit den zelluldren Grundlagen, der
Elektrophysiologie und bildgebenden Verfah-
ren sowie der Anatomie und molekularen
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Ansitzen. Dabei liegt das Schwergewicht bei
uns in experimentell-systemischen Fragestel-
lungen, die direkte Verbindungen zur mensch-
lichen Physiologie und Pathologie erdftnen.
Die hier beschriebene Riickkehr zur friihkind-
lichen Plastizitit nach einer Gehirnschadi-
gung ist allein schon fiir die Grundlagenfor-
schung ein aufregendes Ergebnis. Fiir die
Therapie hirngeschédigter Patienten kénnten
unsere Beobachtungen aber tiber die bereits
gesicherten Erkenntnisse der letzten Jahre
hinaus neue Impulse geben. Dass das Gehirn
auch im hohen Alter plastisch und lernféhig
ist, hat die Forschung der letzen 20 Jahre ge-
zeigt. Dass es nach Schidigungen vortiber
gehend sogar ,,jiinger** und plastischer wer
den kann, ist dagegen neu. Mdoglicherweis:
eroffnet die erleichterte Plastizitéit in de
Umgebung von Schidigungen neue Wege zi
einer besseren Rehabilitation. Allerdings is
der Zustand erleichterter Plastizitét nicht dau
erhaft, sondern zeitlich begrenzt. Wie die Un
tersuchungen an Hirnschnitten erkennen las
sen, steht nach der Schidigung nur ein be
stimmtes Zeitfenster zur Verfiigung, in den
die Lernbereitschaft der Zellen maximal ist
Danach ist zwar nicht alles verloren, aber e
bedarf viel groflerer Anstrengungen, um ei-
nen vergleichbaren Lernerfolg bei den Zel-
len und damit eine Funktionsverbesserung zu
erreichen. Die bereits jetzt erfolgreichen Trai-
ningsprogramme konnten noch effektiver ein-
gesetzt werden, wenn der Zeitverlauf einer
vortibergehend verstérkten Plastizitdt mit ein-
bezogen wiirde. In diese Richtung geht unse-
re Forschung. Wir wollen eine Briicke zur kli-
nischen Medizin schlagen und helfen, die Be-
handlungsmethoden fiir Menschen nach Hirn-
schidigungen zu verbessern.

Erste Untersuchungen am Menschen deu-
ten darauf hin, dass sich die im Tierversuch
gewonnene Daten auf klinisch-medizinische
Anwendungen tlibertragen lassen. Moglicher-
weise lassen sich nach Verletzungen und Zell-
tod Hirnfunktionen tatséchlich durch ein friih-
zeitiges Training leichter wieder zurtickge-
winnen.
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Abb. 6: Kalzium Imaging am Lasionsrand
(A) Photografie eines Schnittes aus dem
visuellen Kortex, dessen Neurone mit dem
Kalzium-sensitiven Farbstoff Fura2-AM
beladen wurden. Das Gewebe wurde unter
einem Epifluoreszenzmikroskop mit Licht
geeigneter Wellenlange beleuchtet,
wodurch der Farbstoff in den Neuronen
eine bestimmte Fluoreszenzintensitat
zeigte, die nach Kalibrierung des Systems
einer definierten intrazellularen Kalzium-
konzentration [Ca?*], entspricht. Die gelben
Quadrate zeigen fluoreszierende Neurone,
die mit einer geeigneten Computersoftware
ausgewertet wurden. (B) Nach synapti-
scher Stimulation konnten in der kortika-
len Schicht l1/11l extrazellulare Feldpoten-
tiale (FPs) aufgezeichnet werden (obere
Spuren), wahrend simultan der Stimulus
korrelierte neuronale Kalziumeinstrom in
der Nahe der Ableitelektrode aufgezeichnet
wurde (untere Spuren). Im Vergleich zu den
Kontrollaufnahmen (graue Spuren) konnte
nach TBS Gabe bis zu 55 Minuten eine LTP
mit vergrofRerten FPs (obere schwarze
Spur) gemessen werden, was mit einem
gleichzeitig verstarkten Kalziumeinstrom
korrelierte (untere schwarze Spur). (C)
Weitere Imaging Experimente zeigten eine
lasions-induzierte signifikant erhohte
Sensitivitat (rote Sechsecke) der intraneu-
ronalen Ruhekalziumkonzentration fiir
spezifische Antagonisten des NMDA-
Rezeptors (D-AP5) sowie des AMPA-
Rezeptors (CNQX).
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Glossar

AMPA-Rezeptor: Ein liganden-gesteuerter
Ionenkanal, Hauptligand ist die exzitatori-
sche Aminosdure L-Glutamat. Das Rezep-
tormolekiil bildet ein Pentamer aus bis zu
vier verschiedenen Untereinheiten (GluR 1-
4). Die funktionellen Eigenschaften des
AMPA-Rezeptors hiangen wesentlich davon
ab, aus welchen Untereinheiten das Rezep-
tormolekiil zusammengesetzt ist. Der Rezep-
torkanal hat eine hohe Permeabilitit fiir Na*-
und K*-Ionen wihrenddessen die Ca*
Durchlissigkeit von den Eigenschaften der
GluR2 Untereinheit limitiert wird.
Excitotoxischer Zelltod: Der Neurotransmit-
ter L-Glutamat und strukturanaloge Substan-
zen konnen bei erhohter Konzentration durch
Ubererregung und vermutlich die daraufhin
folgende Storung des intrazelluldren Kalzi-
umgleichgewichts zu selektivem Zelltod von
Neuronen fiihren.

Gesichtsfeld: Der bei unbewegtem Auge
tiberschaubarer Bereich; monokular, mit ei-
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nem Auge, beim Menschen ca. 140°, bin-
okular, beiddugig, ca. 220°.

Kritische Periode: Sensible Phase in der Ent-
wicklung des Zentralnervensystems, in der
es seine Verschaltungen differenziert und be-
sonders stark auf duflere Reize reagiert. In
dieser Phase ist die neuronale Plastizitét ver-
starkt.

Langzeitpotenzierung (LTP): An isolierten
Hirnschnitten ist es moglich, aktivitéitsabhén-
gige Langzeitverdnderungen in der synapti-
schen Ubertragung zu untersuchen. Starke
und gleichzeitige Aktivierung von Afferen-
zen und deren nachgeschalteten Zellen fiihrt
zu einer lang anhaltenden Verbesserung der
synaptischen Ubertragung, einer Langzeit-
potenzierung (LTP).

NMDA-Rezeptor: Er wird ebenfalls haupt-
sédchlich durch L-Glutamat aktiviert. Beson-
derheiten: (1) er ist sowohl fiir Kalium und
Natrium, als auch fiir Kalziumionen permea-
bel; (2) Der Kalzium-Einstrom durch
NMDA-Kanile aktiviert kalzium-abhéangi-
ge Second-Messenger Kaskaden; (3) Der
Kanal 6ffnet sich nur in Gegenwart von Gly-
cin; (4) er zeigt neben einem liganden- auch
ein spannungsgesteuertes Verhalten, welches
sich durch eine Blockierung der Kanaloff-
nung beim Ruhemebranpotential (ca. -
70mV) zeigt. Diese Blockierung wird durch
Anlagerung von Magnesiumionen im Extra-
zelluldrraum vermittelt. Bei Depolarisation
der Zellmembran wird das Magnesium durch
die elektrostatische Abstolung aus dem Ka-
nal getrieben, wodurch Natrium und Kali-
umionen den Ionenkanal passieren konnen.

Optische Messung intrinsischer Signale:
Ein Verfahren, bei dem die Lichtabsorption
der Gehirnoberfldche (im orange-roten Be-
reich) mit hochempfindlichen Kameras ge-
messen wird. Der wichtigste Faktor ist da-
bei die Oxygenierung des roten Blutfarb-
stoffs, des Hamoglobins. Deoxygeniertes
Himoglobin absorbiert in diesem Wellenlén-
genbereich stérker, wodurch in den Rohda-
ten dieser Messungen aktive Gebiete, in de-
nen mehr Sauerstoff verbraucht wird, dunk-
ler erscheinen. Achtung: in Abb. 1B ist be-
reits eine Weiterverrechnung erfolgt, nach
der helle Grauwerte hohere Aktivitat darstel-
len. Durch Verrechnung von Messungen mit
verschiedenen Reizbedingungen (z.B. ver-
schiedenen Reizorientierungen) konnen
farbkodierte Karten hergestellt werden, bei
denen die Farben jene Regionen anzeigen,
in denen der entsprechende Reiz am stérk-
sten beantwortet wird.

Penumbra: Randgebiet einer Lasion (in der
Regel durch Durchblutungsstérungen (In-
farkt) bedingt), die einen Ubergang von voll-
stindigem Zelluntergang im Zentrum der
Schidigung zu weiter entfernt gelegenem,
vollstindig normalen Gewebe darstellt. In
der Penumbra ist die Zellfunktion reduziert
und kann sowohl in verzdgerten Zelltod als
auch in eine Restitution der Zellfunktion
iibergehen.

Retinotopie: Topographische Abbildung der
Netzhaut in den nachgeschalteten Stationen
der Sehbahn, hier im visuellen Kortex.

Rezeptives Feld: Ortlicher Bereich (z.B. der
Netzhaut) innerhalb dessen ein Reiz zur Er-
regung einer Zelle (z.B. im visuellen Kor-
tex) fiihrt.

Skotom: Gesichtsfeldausfall. Blinder Be-
reich im Gesichtsfeld, der auf einer Schadi-
gung der Sehbahn beruht, in unserem Fall
bedingt durch Verlust der Zellen in der Seh-
rinde, die normalerweise den betreffenden
Gesichtsfeldbereich reprisentieren.

Thermoldision: Hitzeldsion. Unselektive,
nicht invasive Zerstérung von Gewebe durch
Koagulation. In unserem Fall durch fokus-
siertes Licht einer starken Xenon-Lampe
oder durch Laserstrahlen - beide Methoden
werden klinisch zur Koagulation in der
Netzhaut eingesetzt, werden von uns aber
auch zur Erzeugung standardisierter, klei-
ner Hirnldsionen verwendet. Die Hitzeld-
sion ist von einer Penumbra umgeben.

Theta-Burst Stimulation (TBS): Eine spe-
zifische Reizung der afferenten Fasern zur
Auslosung von LTP. Sie ist gekennzeich-
net durch 3 Stimulationsereignisse innerhalb
einer Minute. Diese Stimulationsereignisse
bestehen aus je 20 hochfrequenten Einzel-
reizen mit einer maximalen Frequenz von
100Hz.
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