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1. Zusammenfassung

Schadigungen des Gehirns werden im Allgemeinen mit einer daraus resultierenden Ein-
schrankung kognitiver Fahigkeiten in Verbindung gebracht. Diese Annahme wird zusatzlich
von einer Vielzahl an empirischen Daten bestéatigt, die mit Hilfe experimenteller Hirnlasionen
erhoben werden konnten. Im Gegensatz zu funktionellen Defiziten ist der Befund einer Funk-
tions- bzw. Leistungssteigerung nach einer Hirnlasion zwar seltener aufzufinden, stellt jedoch
ein immer wieder auftretendes Ph&nomen in der neurowissenschaftlichen Forschung dar. Im
Zusammenhang mit beobachteten Leistungsverbesserungen scheint vor allem der Hippo-
campus des Saugetiergehirns eine Sonderstellung einzunehmen. Hinweise darauf, dass eine
Schédigung des Hippocampus in einer Leistungssteigerung der Probanden oder Versuchs-
tiere resultiert, wenn diese Aufgaben mit spezifischen Verhaltensanforderungen bewaltigen
mussen, finden sich haufig in der Literatur wieder.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von Hippocampus-Lasionen auf das
prozedurale bzw. instrumentelle Lernen im Rattenmodell zu untersuchen. Hierzu wurde die
Ratten-Version der sogenannten seriellen Reaktionszeit-Aufgabe (SRTT) verwendet, um das
instrumentelle Lernen zu operationalisieren. Der Befund aus einer vorangegangenen Studie
von Eckart et al. (2012) deutete darauf hin, dass Ratten mit der Lasion des dorsalen
Hippocampus zwar Defizite des deklarativen Gedachtnisses aufweisen, jedoch im Paradig-
ma des SRTT eine deutliche Verbesserung im instrumentellen Lernen zeigen.

In der ersten Studie der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Verbesse-
rung im instrumentellen Lernen der ladierten Ratten auch dann erhalten bleibt, wenn wéah-
rend der Trainingsphase des SRTT eine konstante Lernmenge fir jedes Versuchstier einge-
halten wird. Zuséatzlich konnte ein Defizit im Extinktionslernen der Experimentalgruppe fest-
gestellt werden.

In der zweiten Studie konnte gezeigt werden, dass Leistungssteigerungen in den ladier-
ten Ratten auch mit der Verwendung einer pseudorandomisierten anstatt einer sich wieder-
holenden Stimulus-Préasentation im SRTT aufzufinden sind. Zusétzlich zeigte sich ein Defizit
im Extinktionslernen der ladierten Ratten auch bei einer entwerteten Futterbelohnung. Wei-
terhin konnte eine deutliche Reduktion der nicht-aufgabenbezogenen Verhaltensweisen in
der Experimentalgruppe Uber den Verlauf der Trainingsphase festgestellt werden.

In der dritten Studie konnte ein Defizit in der Verhaltensflexibilitdt der Versuchstiere
nach einer L&sion des dorsalen Hippocampus festgestellt werden. Dazu wurden die Ratten
nach Abschluss des SRTT-Trainings in einer R-O-entkoppelten Variante des SRTT getestet.

Die erhobenen Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die gefundenen Leistungs-
verbesserungen im SRTT nur ein Nebeneffekt komplexer Verhaltensveranderungen als Fol-
ge der Lasion des dorsalen Hippocampus sind. Ein spezifischer Erklarungsansatz daftr wird
am Ende der Arbeiti m Rahmen der AMul ti pl e-Thearie diskutiestl

Me mor vy



2. Einleitung
2.1. Lernen und Gedé&chtnis
Lernen beschreibt einen Prozess andauernder Veranderung und Anpassung basierend auf
individuellen Erfahrungen. Dieser Prozess stellt eine intrinsische Eigenschaft aller Organis-
men dar und resultiert in individuellen Verhaltensmustern, sowie dem Erwerb von Kenntnis-
sen und Fertigkeiten. Lernprozesse ermdglichen Organismen die Fahigkeit, sich verandern-
den Umweltbedingungen anzupassen und diese zu beeinflussen. Auf Grundlage dieses sehr
breitbandigen und allgemeinen Begriffs Lernen lassen sich verschiedene Kategorien von
Fahigkeiten und Vorgangen definieren. So kdnnen hiermit z.B. sowohl motorische Fertigkei-
ten, als auch die Verarbeitung von Sprache und Wissen beschrieben werden (Mazur 2014).
Zur genaueren Beschreibung von Lernvorgédngen und deren Produkten ist es erforder-
lich, einen funktionellen Zusammenhang zum Nervensystem von Organismen herzustellen:
Die Fahigkeit aufgenommene Informationen kodieren, speichern und wieder abrufen zu kén-
nen wird konzeptionell als Gedéachtnis bezeichnet. Die Ergebnisse aus Lernprozessen, sowie
deren zugrundeliegenden Wahrnehmungen und Erfahrungen, werden in bestimmten neuro-
nalen Arealen konsolidiert. Die gespeicherten Informationen kénnen somit einem spezifi-
schen Gedéachtnissystem zugeordnet werden. Morris (2007) beschreibt eine Taxonomie der
Gedachtnissysteme bei Sdugetieren, die erstmals von Squire (1987) vorgestellt wurde, fol-

gendermal3en:

Tabelle 1: Taxonomie der Gedachtnissysteme bei Sdugetieren, nach Morris (2007)

Deklaratives Gedachtnis Nichtdeklaratives Gedachtnis
Episodisches | Semantisches | Prozedurales Primin Klassische Nichtassoziatives
Gedéachtnis Gedachtnis Gedéachtnis 9 Konditionierung Lernen
Striatum;
Hippocampus/medialer motorischer Neokortex Amygdala; Reflexbgen
Temporallappen Kortex; Cerebellum
Cerebellum

Lernen kann sowohl als bewusster, als auch als unbewusster Prozess ablaufen. Der Spei-
cherort fir bewusste Gedachtnisinhalte (Fakten, Sprache, Ereignisse) wird als deklaratives
Gedachtnis bezeichnet, wahrend unbewusste Gedachtnisinhalte (z.B. motorische Fahigkei-
ten und Reiz-Reaktions-Lernen) im nichtdeklarativen Gedachtnis gespeichert werden. Das
deklarative Gedachtnis wird daher auch als explizites Gedachtnis, und das nichtdeklarative
Gedéachtnis als implizites Gedéachtnis, bezeichnet (Mazur 2014).

Empirische Nachweise fiir diese Gliederung des Ged&achtnisses konnten in einer Viel-
zahl von Humanstudien mit Hilfe unterschiedlicher experimenteller Paradigmen erbracht
werden: Leistungen des deklarativen Gedachtnisses lassen sich klassischerweise mit simp-

len Aufgaben, wie dem Lernen von Wortlisten (Kinoshita 1995; Jacoby 1999), dem Wieder-
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erkennen von Bildern (Rajaram 1996) oder der raumlichen Orientierung (Bohbot et al. 2002)
untersuchen. Im Gegenzug lassen sich Leistungen des nichtdeklarativen Gedachtnisses mit
Aufgaben untersuchen, welche z.B. motorische (serial reaction time task: Nissen und Bulle-
mer 1987; Reber und Squire 1994) oder perzeptuelle/kognitive Fahigkeiten (prototy-
pe/classification learning: Squire und Knowlton 1995; probabilistic classification learning:
Knowlton et al. 1996) erfordern. Des Weiteren resultieren Schadigungen spezifischer Hirn-
strukturen nachweislich in selektiven Beeintrachtigungen der Ged&achtnissysteme: Patienten,
die nach einem Unfall Schadigungen des medialen Temporallappen aufweisen, zeigen zum
Beispiel einen unterschiedlich starken Verlust deklarativer Gedéachtnisfahigkeiten in Abhan-
gigkeit des Ausmalies der beschadigten Hirnareale (Scoville und Milner 1957; Stefanacci et
al. 2000). Im Gegenzug weisen Parkinson-Patienten, aufgrund der im Krankheitsverlauf gra-
duell zunehmenden Schadigung dopaminerger Neurone der Substantia nigra, schlechtere
Ergebnisse in der Bewaltigung impliziter/prozeduraler Lernaufgaben auf (Lang und Lozano
1998a/b).

In Tierstudien finden sich analog zu Humanstudien ebenfalls Hinweise auf eine Gliede-
rung des Gedachtnisses nach der Taxonomie von Squire: Experimente bei Ratten zeigten,
dass die Versuchstiere nach selektiver Inaktivierung des Hippocampus oder des Striatum
eine Praferenz fur unterschiedliche Lernstrategien in Abhangigkeit des betroffenen Areals
entwickelten. Eine Inaktivierung des Hippocampus liel3 die Ratten vorrangig auf Basis von
Reiz-Reaktions-Mustern lernen (nichtdeklaratives Gedachtnis) wéhrend die Versuchstiere
nach einer Inaktivierung des Striatum bevorzugt raumlich-relationale Lernstrategien nutzten
(deklaratives Gedachtnis; siehe Packard und McGaugh 1996). Die Ratten waren somit nicht
mehr in der Lage eine mit einem spezifischen Ged&chtnissystem assoziierte Lernstrategie zu
verwenden, wenn die dafiir zugrundeliegende neuronale Struktur beschadigt bzw. funktionell
eingeschrankt wurde. Weiterhin zeigen eine Vielzahl an Lasions-, Mikroinfusions- und Ver-
haltensstudien, dass in Gedéachtnissystemen eine parallele Informationsverarbeitungen statt-
findet und sie in gegenseitiger Wechselwirkung miteinander stehen (Ubersichtsartikel siehe
White und McDonald 2002; Packard und Knowlton 2002; Gruber und McDonald 2012; White
et al. 2013; Cameron und Glover 2015).

2.2. Instrumentelles Lernen

Als Unterform des allgemeinen Lernbegriffs und als Teil des prozeduralen Gedachtnisses
lasst sich das instrumentelle Lernen definieren. Dieser Begriff beschreibt eine besondere
Form des Lernens, welche das Erlernen von Reiz-Reaktions-Mustern (Stimulus-Response)
betrifft. Anfanglich spontanes Verhalten kann mit dem Einsatz von Verstarkern (z.B. Beloh-
nungen) oder Bestrafungen in der Haufigkeit des Auftretens beeinflusst werden. Dieser Vor-
gang wird als instrumentelle Konditionierung bezeichnet. So lasst sich z.B. die Geschwindig-

keit und Haufigkeit, mit der eine Ratte auf einen Licht- oder Tonreiz (Stimulus) reagiert, er-
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hohen, wenn nach einer korrekten Antwort (Reaktion, engl. response) eine Futter- oder
Wasserbelohnung als Verstéarker (Konsequenz, engl. outcome) eingesetzt wird. Im Gegen-
zug lasst sich das gleiche Verhalten in seiner Auftrittsh&ufigkeit verringern, wenn auf eine
Antwort der Ratte z.B. ein elektrischer FuRschock als Bestrafung folgt. Das Formen des ur-
springlich spontanen Verhaltens hin zu Reiz-Reaktions-Antworten wird als Shaping be-
zeichnet (Mazur 2014).

Das Hauptunterscheidungsmerkmal der instrumentellen Konditionierung gegentiber der
klassischen Konditionierung ist, dass der lernende Organismus bei der klassischen Konditio-
nierung weder Kontrolle Gber den Reiz, noch tber seine Reaktion hat. Im Gegensatz dazu
wird bei der instrumentellen Konditionierung ein urspriinglich spontanes Verhalten, in Ab-
hangigkeit der folgenden Konsequenz, immer deutlicher zielgerichtet ausgepragt (Gluck et
al. 2014). Fur das instrumentelle Lernen spielt also nicht nur die Stimulus-Response-
Assoziation (S-R) eine Rolle, sondern auch die Response-Outcome-Assoziation (R-O). Dass
es sich hierbei um zwei verschiedene Bestandteile des instrumentellen Lernens handelt,
konnte in verschiedenen Outcome-Devaluation-Studien gezeigt werden. In diesen Experi-
menten werden Versuchstiere mit zwei gleichwertigen Futterverstarkern fur korrekte Reakti-
onen belohnt. Nach erfolgreicher Konditionierung wird einer der beiden Verstéarker devaluiert
(d.h. entwertet), indem z.B. das Versuchstier zuvor mit einem der beiden Verstarkern gesat-
tigt wird oder indem dem zu devaluierenden Verstarker eine geringe Menge Lithium beige-
setzt wird. Letzteres hat eine Nahrungsaversion zur Folge. In anschlieRenden Tests ist die
Antwortfrequenz auf den devaluierten Verstéarker deutlich reduziert. Hieraus folgt, dass Ver-
suchstiere ihre Reaktion zielgerichtet auf den Verstarker konzentrieren, der fir sie das bes-
sere Resultat zur Fol ge hat b z wColwill endhRescore  me hr
1985). Die R-O-Assoziation hat somit unabhangig von der S-R-Assoziation Einfluss auf das
ausgefuhrte Verhalten.

Dickinson et al. (1995) schlussfolgerten aus ihren Beobachtungen mehrerer Outcome-
Devaluation-Tests, dass S-R- und R-O-Assoziationen unterschiedliche Aufgaben wahrend
des instrumentellen Lernverlaufs Gbernehmen. Wéhrend R-O-Assoziationen vor allem wah-
rend der Akquisitionsphase von instrumentellen Gedachtnisinhalten den Lernvorgang domi-
nieren, so kommt es bei andauerndem Training zu einer graduellen Ubertragung der Verhal-
tenskontrolle auf S-R-Assoziationen. Als Abgrenzung zum ergebnisorientierten bzw. zielge-
richteten Lernen werden Lernvorgdnge, die auf S-R-Assoziationen beruhen, als habit
learning( deut sch AGewohnheitslerneni) bezeichnet. Di
Lernens und des habit learnings unterscheiden sich vor allem in ihrer Sensitivitdt gegenuber
einer Devaluation des eingesetzten Verstarkers. R-O-Assoziationen sind sehr anféllig ge-

genuber einer Devaluation des Verstéarkers, wahrend S-R-Assoziationen durch eine geringe



Sensitivitdt gegentber einer Devaluation des Verstarkers gepragt sind (Dickinson et al. 1995;
Gruber und McDonald 2012).

2.2.1. Instrumentelle Konditionierung

Die Voraussetzung fir eine erfolgreiche instrumentelle Konditionierung stellen Kontiguitéat
und Kontingenz dar. So ist die Effektivitdt eines Verstarkers besonders hoch, wenn dieser
unmittelbar nach der Reaktion erfolgt (zeitliche Kontiguitat). Je gréRer der zeitliche Abstand
zwischen Reaktion und Verstarker, desto geringer ist der instrumentelle Lernerfolg aufgrund
der schwécheren Assoziation zwischen Reiz, Reaktion und Konsequenz (Stimulus-
Response-Outcome; S-R-O). Neben der zeitlichen Kontiguitat spielt die Kontingenz zwischen
Reaktion und Konsequenz eine wichtige Rolle: Kontingenz beschreibt die Kausalbeziehung
zwischen zwei oder mehreren Ereignissen. Nur wenn Reaktion und Konsequenz in Verbin-
dung miteinander und in der korrekten Reihenfolc
hergestellt werden. Kontingenz kann jedoch nicht nur zwischen Reaktion und Konsequenz
etabliert werden. Der Kontext, in welchem die S-R-O-Assoziation auftritt, kann einen ent-
scheidenden Einfluss auf das erlernte Verhalten haben. So kann ein diskriminativer Hinweis-
reiz (z.B. ein zusatzlicher Licht- oder Tonreiz) signalisieren, ob eine bestimmte Konsequenz
(Belohnung oder Bestrafung) zu erwarten ist.

Nach dem erfolgreichen Shaping eines Verhaltens kann mit Hilfe sogenannter Verstar-
kerplane das gewiinschte Verhalten in seiner Auftretenswahrscheinlichkeit maximiert werden
(Mazur 2014). Eine Verstarkung muss dabei nicht nur nach jeder korrekten Reaktion erfolgen
(kontinuierliche Verstarkung), sondern kann, je nach Verstarkerplan, auch nach einem be-
stimmten zeitlichen Intervall oder einer bestimmten Menge an korrekten Reaktionen erfolgen.
Ferster und Skinner (1957) definierten hierfir zwei Kategorien von Verstarkerplanen, welche
sich wiederum in jeweils zwei Varianten einteilen lassen. 1. Quotenplane: Eine Verstarkung
erfolgt in einem Quotenplan entweder nach einer festen (fester Quotenplan, engl. fixed ratio,
FR) oder variablen (variabler Quotenplan, engl. variable ratio, VR) Menge an gewiinschten
Reaktionen. Als Beispiel fiir einen festen Quotenplan (FR) dient das in dieser Arbeit verwen-
dete Paradigma der seriellen Reaktionszeit-Aufgabe. Eine Ratte lernt hierzu das Einstecken
der Schnauze in beleuchtete Offnungen (engl. nose poke) und bekommt fiir 13 korrekte Re-
aktionen eine Futterbelohnung (FR-13). Ein variabler Quotenplan (VR) wuirde fur das gleiche
Experiment bedeuten, dass eine Ratte im statistischen Mittel nach 13 korrekten Reaktionen
eine Futterbelohnung bekommt (VR-13). Im Einzelfall kann die Belohnung jedoch bereits
nach z.B. 9 oder erst nach 15 korrekten Reaktionen erfolgen. 2. Intervallplane: Bei Intervall-
planen kann eine Verstarkung nach einem festen (fester Intervallplan, engl. fixed interval, FI)
oder variablen (variabler Intervallplan, engl. variable interval, VI) Zeitintervall erfolgen. Im
Gegensatz zum FR-Quotenplan wird das gewinschte Verhalten einer Ratte im FI-

Quotenplan nicht nach einer festen Menge an korrekten Reaktionen verstérkt, sondern nach
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dem Ablauf einer zeitlichen Periode bis zu einer korrekten Reaktion (z.B. 30 Sekunden-
Intervall, siehe Experiment 2, Studie 2). Im Vergleich dazu erfolgt eine Verstarkung in einem
variablen Intervallplan (VI) im statistischen Mittel nach einer z.B. 30 Sekunden langen Perio-
de. Im Einzelfall kann eine Verstarkung jedoch bereits zeitlich friiher oder spater erfolgen.

Ein Phanomen, welches sich vor allem bei der Verwendung von FR-Verstarkerplanen
beobachten lasst, ist die Nachverstarkungspause (engl. postreinforcement pause, PRP).
Instrumentelles Lernen unter Verwendung eines FR-Verstarkerplans resultiert im Vergleich
zu anderen Verstarkerplanen in relativ langen Nachverstarkungspausen, da hier das trainier-
te Verhalten einer Reaktionskette gleicht: Antworten zu Beginn einer Reaktionskette sind
immer am schwachsten, denn unmittelbar nach einer Verstarkung befindet sich das Ver-
suchstier am weitesten von der als nachstes folgenden Verstarkung entfernt (Mazur 2014).
Andere Erklarungen fur das Vorkommen von Nachverstarkungspausen, wie Ermidung nach
einer Vielzahl an Reaktionen oder eine Unterbrechung aufgrund von Sattigung direkt nach
der Verstarkung, konnten in Experimenten mit verschiedenen, aufeinanderfolgenden FR-
Verstarkerplanen als Erklarung fir das Phé&nomen der langen Nachverstarkungspausen
ausgeschlossen werden (Mintz et al. 1967; Crossman 1968).

Wiederholtes Prasentieren eines Stimulus ohne Verstarkung nach einer korrekten Ant-
wort fihrt zu einer graduellen Verringerung der Reaktionsfrequenz und schlief3lich zum voll-
standigen Ausbleiben der Reaktion. Dieser Vorgang wird als Extinktion bezeichnet. Hierbei
kommt es zur Ausléschung von zuvor erlernten S-R-O-Assoziationen als Folge der ausblei-
benden Verstarkung. Die Extinktion einer erlernten Assoziation i st j edoch
des vorangegangenen Lernprozesses. lwan Pawlow stellte bereits wahrend seiner beriihm-
ten Verhaltensexperimente zur klassischen Konditionierung fest, dass eine zuvor erfolgreich
ausgeldschte Assoziation bei einer erneuten Prasentation des Stimulus spontan wieder auf-
treten konnte (Spontanerholung, engl. spontaneous recovery). Stattdessen wird durch das
Erlernen einer neuen Assoziation die vorherige Assoziation voribergehend und
kontextabhangig inhibiert. Der voribergehende Aspekt dieser Inhibition konnte durch das
Auftreten der sogenannten Erneuerung (engl. rapid reacquisition), und der kontextabhangige
Aspekt durch die sogenannte Wiederinkraftsetzung (engl. disinhibition), nachgewiesen wer-
den (Mazur 2014).

Unterschiede zwischen den vier Hauptkategorien von Verstarkerplanen bestehen in
Frequenz und Stabilitdt der Antwortreaktionen, der Dauer der Nachverstarkungspause und
der Resistenz gegentber einer Extinktion von erfolgreich hergestellten S-R-O-Assoziationen
(Gluck et al. 2014). In den Experimenten dieser Arbeit kamen FR-Verstarkerplane zum Ein-
satz. Diese resultieren in einer hohen und stabilen Frequenz der Antworten und langen

Nachverstarkungspausen. Die Lange der PRP ist abhangig von der Hohe der erforderlichen



Reaktionen, die der Quotenplan vorgibt. Weiterhin zeigen FR-Verstarkerplane eine moderate

Resistenz gegenuber einer Extinktion (Mazur 2014).

2.3. Die serielle Reaktionszeit -Aufgabe ( serial reaction time task , SRTT)

Ein etabliertes Paradigma zur Analyse und Erforschung des prozeduralen Gedéachtnisses
und dessen neuronaler Grundlagen ist die sogenannte serielle Reaktionszeit-Aufgabe. Mit
dieser Methode konnten die Autoren Nissen und Bullemer in einer Studie aus dem Jahr 1987
zeigen, dass gesunde Probanden deutlich schneller auf visuell dargebotene Stimuli via Tas-
tendruck reagierten, wenn deren Prasentation in einer sich wiederholenden Sequenz erfolg-
te. Im Gegenzug zeigten die Probanden langere Reaktionszeiten, wenn die Reizdarbietung
zuféllig erfolgte. Eine Darstellung des Versuchsablaufs befindet sich in Abbildung 1.

Den untersuchten Probanden war weder bekannt ob es sich um sich wiederholende o-
der zufallige Sequenzen handelte, noch konnten die Probanden in nachfolgenden Tests die
Abfolge der zuvor prasentierten Sequenz bewusst abrufen und wiedergeben. Dies deutete
darauf hin, dass es sich hier um einen unbewussten und somit impliziten Lernprozess han-
delte (Nissen und Bullemer 1987; Cohen et al. 1990). Studien an Probanden mit unterschied-
lichen neurologischen Erkrankungen oder Hirnschadigungen konnten mit Hilfe des SRTT
weitere Befunde dafir liefern, dass implizite und explizite Lernprozesse von verschiedenen
Hirnarealen vermittelt werden. So zeigen Amnesie-Patienten mit Schadigungen des media-
len Temporallappens vergleichbare Lernleistungen im SRTT wie gesunde Versuchsperso-
nen, weisen jedoch Defizite in deklarativen bzw. expliziten Gedachtnisleistungen auf (Hop-
kins et al. 2004; Nagy et al. 2007). Umgekehrt zeigten Patienten mit Dysfunktionen der Ba-
salganglien, wie z.B. Morbus Parkinson, deutliche Defizite im SRTT, was auf Beeintrachti-

gungen des impliziten Lernens hindeutete (Wilkinson et al. 2009).

Repeated sequence asol

—
Sequence of flashes: 13423121432 13423121432 13423121432
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Abbildung 1: A) Schematische Darstellung der Funktionsweise des Human-SRTT. B) Verlauf der Reaktionszeiten bei sequen-
tieller (durchgehende Linie) und randomisierter (gestrichelte Linie) Reizdarbietung (nach Nissen und Bullemer 1987).



Basierend auf den Erkenntnissen vorangegangener Humanstudien wurde das Paradigma
des SRTT im Jahr 2005 von Domenger und Schwarting auf das Tiermodell der Ratte tber-
tragen. Im Verlauf von drei weiteren Studien konnte ein solches standardisiertes, tierexperi-
mentelles Modell mit hoher Augenscheinvaliditat zum Human-SRTT etabliert werden (Dom-
enger und Schwarting 2006, 2007, 2008), welches auch die methodische Grundlage fiur die
vorliegende Arbeit darstellt.

Der Ubergang auf ein Tiermodell erméglicht es, ethische und methodische Limitationen
von Humanstudien zu Uberwinden und die Aussagekraft experimenteller Untersuchungen mit
Hilfe spezifischer Manipulationsansatze zu erhohen. So kdnnen durch standardisierte Labor-
und Experimentalbedingungen empirische Daten mit hoher Reliabilitdét generiert werden.
Gleichzeitig lassen sich durch gezielte Manipulationen an neuronalen Arealen (z.B. neuroto-
xisch oder pharmakologisch) Fragestellungen untersuchen, die in Studien mit menschlichen
Probanden nicht oder nur mit unzureichender Reliabilitdt und Validitat umsetzbar wéaren. Als
weiteren Vorteil bietet der Ratten-SRTT die Einsetzbarkeit in etablierten und validierten Na-
ger-Modellen fiir psychische und neurologische Erkrankungen, die im Zusammenhang mit
sequenziellem bzw. instrumentellem Lernen im Humanbereich stehen. Als Beispiele finden
sich hier Schizophrenie- (Schwabe et al. 2006; Peleg-Raibstein et al. 2009) und Amnesie-
Modelle (de Hoz et al. 2003, 2004), sowie Nager-Modelle zur Parkinson-Krankheit (Berger et
al. 1991; Fornaguera et al. 1994; Fornaguera und Schwarting 1999; Blandini et al. 2007; Da
Cunha et al. 2009).

2.3.1. Versuchsaufbau des Ratten-SRTT

Die Funktionsweise des verwendeten Ratten-SRTT wird detailliert in Publikation 1 beschrie-
ben (siehe auch Domenger und Schwarting 2008, Eckart et al. 2012), daher folgt an dieser
Stelle lediglich eine verkiirzte Beschreibung des Versuchsaufbaus. Grundlage des Paradig-
mas bilden vier modifizierte Skinner-Boxen, in denen sich an einer der Innenwandseiten eine
Aushohlung befindet. In dieser befindet sich wiederum mittig platziert eine Futterraufe. Zu-
satzlich sind vier kleine Offnungen (sogenannte nose poke holes) halbmondférmig um diese
Futterraufe angebracht. Diese Offnungen sind mit LEDs und Lichtschranken ausgestattet
und folgendermalR3en angeordnet: oben links [1], oben rechts [2], unten links [3], unten rechts
[4] (Abbildung 2). Ist eine der Offnungen aktiv, so wird dies mit einem anhaltenden Leuchten
der LED angezeigt. Sobald eine Ratte ihre Schnauze in die illuminierte Offnung steckt, wird
dies durch die Lichtschranke als korrekte Reaktion (poke) registriert, das Leuchten dort be-
endet und sofort eine der anderen Offnungen beleuchtet. Die Anordnung der nose poke ho-
les ist so gewahlt, dass die Offnungen einfach zu erreichen sind und die Abstande zwischen
den Offnungen nur geringe Unterschiede aufweisen. Des Weiteren werden durch diese An-
ordnung die Anforderungen an das rdumliche bzw. deklarative Ged&achtnis so gering wie

maoglich gehalten. Die Futterraufe ist mit einem Futterspender verbunden, welcher durch das
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Absolvieren einer vorher festgelegten Anzahl an korrekten pokes aktiviert wird. Die Sequenz,
in der die vier Offnungen nacheinander beleuchtet werden, besteht aus 12 Items und kann
entweder pseudorandomisiert (d.h. die Reihenfolge der Beleuchtung ist zuféllig, aber eine
Offnung ist niemals zweimal direkt nacheinander beleuchtet) oder in einer sich wiederholen-
den Reihenfolge zweiter Ordnung (3-2-4-1-3-4-2-1-2-3-1-4) ablaufen. Das Erlernen von Se-
guenzen zweiter Ordnung ist im Vergleich zum Erlernen Sequenzen erster Ordnung er-
schwert, da immer mindestens zwei aufeinanderfolgende Positionen bekannt sein muissen,
um die darauf folgende Position vorhersehen zu konnen (Reed und Johnson 1994). Sequen-
zen zweiter Ordnung finden Verwendung in Studien mit der Humanvariante des SRTT (z.B.
bei Legasthenie/Dyslexie: Deroost et al. 2010) und kommen daher ebenfalls analog im Rat-

N

ten-SRTT zum Einsatz.

[l 121
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Abbildung 2: AuBen- und Innenansicht einer modifizierten Skinner-Box, die fir das Paradigma der seriellen Reaktionszeit-
Aufgabe (SRTT) verwendet wurde (Foto von Sara Forster).

Als wichtigster Unterschied zur Humanvariante des SRTT ist zu erwahnen, dass Ratten wah-
rend der Tests fur korrekte Reaktionen belohnt (d.h. instrumentell konditioniert) werden mus-
sen, um die SRTT-Aufgabe zu erlernen. In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde
ein FR-13-Verstarkerplan verwendet, wodurch die Ratten nach 13 korrekten pokes mit Fut-
terpillen Gber den Futterspender belohnt wurden. Die Kombination aus einer aus 12 Items
bestehenden Sequenz und eines FR-13-Verstarkerplans verhinderte die Assoziation einer
bestimmten Offnung in der Skinner-Box mit der Belohnung: Die beleuchtete Offnung, welche
fur das Auswerfen der Futterbelohnung zustandig war, wanderte nach jeder erfolgreichen
Sequenz um eine raumliche Position weiter. Weiterhin wurde die Futterbelohnung immer an
einer anderen Stelle der Sequenz eingeworfen, was ebenfalls eine Assoziation von Se-

guenz-Position und Futterbelohnung verhinderte.



2.3.2. Training der Versuchstiere

Der Versuchsablauf teilte sich in eine Anlern- und eine Testphase ein. Die Anlernphase teilte
sich wiederum in eine Shaping-Phase und eine Trainingsphase auf. Wahrend der Shaping-
Phase wurden alle Versuchstiere taglich fir jeweils 20 Minuten trainiert und graduell an das
FR-13-Kriterium herangefihrt (siehe Material und Methoden in Publikation 1). In dieser Pha-
se wurden Fehler oder ausbleibenden Reaktionen (Zeitlimit: 5 Sekunden) mit einem milden,
aversiven Reiz (Licht und Ton) bestraft. Nach einer Bestrafung wurde die Sequenz an der
unterbrochenen Position fortgesetzt. Nachdem eine Ratte die erforderliche Zahl an korrekten
Reaktionen durchgefihrt hatte, wurde eine entsprechende Menge an Futterpillen in die Fut-
terraufe eingeworfen. Das Versuchstier hatte dann die Moglichkeit das Futter innerhalb eines
Zeitlimits von 60 Sekunden zu fressen. Wenn die Ratte bis zum Ablauf des Zeitlimits keinen
weiteren nose poke zeigte, wurde der Strafreiz prasentiert und die nachste FR-13-Sequenz
begann automatisch. Das Versuchstier konnte jedoch auch innerhalb des 60-sekiindigen
Zeitlimits eigenmachtig, durch eine korrekte Reaktion, die nachste FR-13-Sequenz beginnen.
Der Zeitraum zwischen Einwurf der Futterbelohnung und dem Beginn der nachsten Sequenz
stellte die postreinforcement pause (PRP) dar und wurde neben der Reaktionszeit (reaction
time, RT, in s) und der Genauigkeit (Anzahl korrekter Reaktionen im Verhaltnis zur Gesamt-
zahl aller Reaktionen, accuracy, ACC) als Testvariable aufgezeichnet.

Nach Abschluss der Shaping-Phase wurden alle Versuchstiere taglich auf Basis des
FR-13-Kriteriums trainiert. Im Gegensatz zur vorangegangenen Phase wurden die Ratten
nun jedoch nicht mehr fir 20 Minuten pro Tag trainiert, sondern mussten eine feste Anzahl
von 20 vollstdndigen FR-13-Sequenzen absolvieren. Dieser Wechsel des Trainingspro-
gramms garantierte eine gleichmagige Verteilung der Lernmenge fir jedes Versuchstier und
ermdglichte es, fur individuelle Unterschiede im Lernverlauf der Ratten zu kontrollieren. Zu-
satzlich ergab sich dadurch eine weitere Testvariable, da jetzt jedes Versuchstier die Aufga-
be mit unterschiedlicher Geschwindigkeit absolvieren konnte und diese wurde als Versuchs-

zeit (session time) aufgezeichnet.

2.4. Hippocampus und Striatum

2.4.1. Striatum

Das Striatum, ein Bestandteil der Basalganglien, ist fur das Lernen und Kodieren von S-R-
Assoziationen von grof3er Bedeutung (Graybiel 1998). In Experimenten mit neurotoxischen
Lasionen von Teilen des Striatum konnte gezeigt werden, dass eine Schadigung dieses neu-
ronalen Areals zu einer deutlich verschlechterten Leistung in Tests fuhrt, die eine hohe in-
strumentelle bzw. sequenzielle Komponente aufweisen (siehe z.B. Domenger und Schwart-
ing 2008; Eckart et al. 2010). Wéahrend die Verarbeitung motorischer Funktionen dem dorso-
lateralen Teil des Striatum zugeschrieben wird, lassen sich noch zwei weitere, anatomisch

und funktionell getrennte, Bereiche des Striatum definieren: Der dorsomediale Teil des Stria-
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tum spielt eine wichtige Rolle fur die Verhaltensflexibilitat und das zielgerichtete Verhalten
(R-O-Assoziationen; siehe Braun und Hauber 2011, 2012), wahrend der ventrale Bereich
des Striatum Funktionen fur die Integration von emotionalen und motivationalen Informatio-
nen (z.B. Bewertung von Belohnungen) tbernimmt und somit eine Steuerung des motivierten
Verhaltens ermdglicht (Mogenson et al. 1980).

In eine Reihe von Lasionsstudien konnte gezeigt werden, dass vor allem das dorsolate-
rale (DLS) und dorsomediale Striatum (DMS) eine entscheidende Rolle fiir das Lernen von
S-R-O-Assoziationen spielen: Ratten mit einer Lasion des DLS zeigten eine erhdhte Sensiti-
vitdt gegenuber einer Devaluation des eingesetzten Verstarkers, wahrend Ratten mit einer
Lasion des DMS keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu einer schein-ladierten
Versuchsgruppe aufwiesen. Eine Schadigung des DLS verhinderte somit die Ubertragung
der Verhaltenskontrolle von R-O- auf S-R-Lernprozesse und damit die Bildung eines habits
(Yin et al. 2004). In einer folgenden Studie konnten Yin et al. (2005) zeigen, dass spezifi-
schere Lasionen bzw. temporare Inaktivierungen des posterioren DMS die Sensitivitat ge-
genlber einer Verstarkerdevaluation verringerten und die ladierten Ratten fir eine Ver-
schlechterung der Kontingenz zwischen Reaktion und Verstarker weniger anféllig waren. Die
Autoren schlussfolgerten aus ihren Befunden, dass eine Schadigung des DMS die initiale
Akquisition von R-O-Assoziationen, sowie das Ausfiihren von instrumentellen, zielgerichteten
Verhaltensweisen, verhinderte und die getesteten Versuchstiere daher auf das Lernen von
S-R-Assoziationen (habit learning) beschrankt waren. Dieses funktionelle Defizit von instru-
mentellen Lernvorgdngen muss jedoch klar von Beeintrachtigungen des Motivationssystems
und der Fahigkeit der Versuchstiere zur Bewertung der Wertigkeit eines Verstarkers getrennt
werden. Zwar resultierten Lasionen des Nucleus accumbens (Bestandteil des ventralen Stri-
atum) in einer verringerten Sensitivitat gegentber einer Verstarkerdevaluation, jedoch fand
sich hier kein Effekt auf die Sensitivitdt gegeniber einer Verschlechterung der Kontingenz
(Corbit et al. 2001), was somit auf eine Beeinflussung des Motivationssystems hinwies. Im
Gegenzug resultierten Lasionen der basolateralen Amygdala in einer beeintrachtigten Fahig-
keit zur Diskriminierung von unterschiedlich wertigen Verstarkern (Blundell et al. 2001;
Balleine et al. 2003).

2.4.2. Hippocampus

Die Funktionen des Hippocampus sind bis heute nicht vollstandig geklart und verschiedene
Interpretationsanséatze finden sich hierzu in der Literatur (Morris 2007). Weitgehende Uber-
einstimmung besteht jedoch in zwei vorherrschenden Theorien: Die Rolle des Hippocampus
fur das deklarative Gedachtnis, also die Speicherung von Fakten und Ereignissen, die be-
wusst abgerufen werden kénnen, wird durch eine Vielzahl von Befunden aus Humanstudien
mit Patienten, bei denen eine Schadigung des Hippocampus vorliegt, gestutzt (Tulving 1984;

Squire 1992). Da das Abrufen bewusster Gedachtnisinhalte in Studien mit Versuchstieren
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nicht direkt getestet werden kann, kommen hier Modelle des deklarativen Gedéachtnisses
zum Einsatz, welche eine ahnliche Funktion analog zu Humanstudien abbilden. Bei der Un-
tersuchung von Affen oder Nagetieren werden daher z.B. sogenannte Objekt-
Wiedererkennungstests verwendet, mit denen eine Messung der Leistungsfahigkeit des epi-
sodischen Gedachtnisses ermdglicht wird (Ennaceur et al. 1997; Clayton und Dickinson
1998).

Eine Variante dieses Paradigmas zur Messung der deklarativen Gedachtnisleistung ist
der sogenannte Objekt-Ort-Wiedererkennungstest (engl. Object-Place Recognition Test). In
diesem Test wird ein Versuchstier in ein Offenfeld mit zwei identischen Objekten gesetzt.
Uber den Verlauf eines festgelegten Zeitintervalls wird das Versuchstier nun in seinem Ex-
plorationsverhalten beobachtet. Nach Ablauf des Zeitintervalls wird das Versuchstier aus
dem Offenfeld entfernt und eines der beiden Objekte raumlich verschoben. Nach einer kur-
zen Pause wird das Versuchstier wieder zurlick in das Offenfeld gesetzt und erneut das Ex-
plorationsverhalten beobachtet. Wahrend unbehandelte Versuchstiere im zweiten Durchlauf
eine klare Praferenz fur das rdumlich verschobene Objekt zeigen, findet man bei Versuchs-
tieren mit Schadigungen des Hippocampus eine gleichhéufige Exploration beider Objekte
(Bevins und Besheer 2006; Eckart et al. 2012).

Zusatzlich konnte auf Basis von elektrophysiologischen Zellableitungen an Nagetieren
gezeigt werden, dass der Hippocampus durch die Ausbildung von raumlichen Karten (engl.
spatial maps) eine grofRe Bedeutung fir das rdumliche Gedéachtnis und fir die Fahigkeit zur
raumlichen Orientierung hat (O"Keefe und Nadel 1978). In verwandten theoretischen Ansat-
zen wurde aufRerdem vermutet, dass der Hippocampus wichtige Funktionen bei der Verar-
beitung kontextabhangiger, sowie relationaler Informationen und Assoziationen tbernimmt
(Hirsh 1974, Sutherland und Rudy 1989). Auch hier konnte in Lasionsstudien gezeigt wer-
den, dass Ratten mit Schadigungen des Hippocampus eine verringerte Lernfahigkeit bei der
Unterscheidung von miteinander assoziierten und nicht miteinander assoziierten Gerlichen
aufweisen (odor-guided paired-associate learning task: Cohen und Eichenbaum 1993). An-
dere Autoren bringen die Funktionen des Hippocampus mit der Verarbeitung und Bewertung
von neuen Informationen (engl. novelty), sowie mit der Vermittlung von sogenannten ap-
proach-avoidance Konflikten, in denen eine Situation oder eine Konsequenz sowohl positive,
als auch negative Charakteristiken aufweist, in Verbindung (Gray und McNaughton 2003).

Im Gegensatz zur Funktionalitdt des Hippocampus ist dessen anatomischer Aufbau
besser verstanden. Der Hippocampus der Ratte wird in drei funktionelle und anatomisch ge-
trennte Areale eingeteilt (Abbildung 3). Die Ubergange zwischen diesen sind allerdings nicht
klar abgegrenzt, sondern verlaufen in einem Gradienten entlang der septo-temporalen Ach-
se. Wahrend der dorsale Bereich mit der Verarbeitung raumlicher Informationen und Bildung

raumlicher Karten in Verbindung gebracht wird, wird die Regulierung sensomotorischer Pro-
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zesse dem ventralen Bereich des Hippocampus zugeschrieben (Bast und Feldon 2003;
Chen et al. 2010; McHugh et al. 2011). Der intermediare Bereich des Hippocampus integriert
die Funktionen des dorsalen, wie auch des ventralen Hippocampus und kann Schadigungen
dieser Areale kompensieren (Bast et al. 2009; Bast 2011). Des Weiteren zeigen anatomische
Studien, dass der Hippocampus starke neuronale Verschaltungen zwischen diesen drei in-
trahippocampalen Arealen aufweist (Amaral und Witter 1989). Diese drei hippocampalen
Areale werden auf zellularer Ebene jeweils in die Felder des Ammonshorn (cornu ammonis;
CAl, CA2 und CA3) eingeteilt und als hippocampus proper bezeichnet. In der Literatur
herrscht jedoch Uneinigkeit Uber die Verwendung des Hippocampus-Begriffs und aus diesem
Grund wird h&ufig der umfassendere Begriff der Hippocampus-Formation verwendet, um
eine Reihe anatomisch- und zytoarchitektonisch-getrennter Areale mit rdumlicher Néhe in-
nerhalb der Hippocampus-Region zu beschreiben. Aber auch diese Begriffsverwendung fin-
det in der Literatur nicht einheitlich statt: Einige Autoren zahlen zur Hippocampus-Formation
das Subiculum und den Gyrus dentatus (Martin 2003), wahrend andere Autoren zusatzlich
den entorhinalen Kortex, sowie das Pra- und Parasubiculum als Teil der Hippocampus-

Formation definieren (Amaral und Lavenex 2007).

F e,
. ‘P o,
N 7 A 1
>/ 13 “
N E ",
i J b
b, | o \‘\
L 1y
Y . ¥ Schtal
4 Intermediate Y.
- f ;»‘H‘(\
\\
e /::r&‘b ;
Abbildung 3: Schematische Darstellung der raumlichen Position des Hippocampus im Gehirn der Ratte (verandert

nach Bast 2009). Der Farbgradient korrespondiert mit dem funktionellen und anatomischen Gradienten des Hippocampus
entlang der septo-temporalen Achse. Septale (dorsale) Regionen des Hippocampus verarbeiten raumliche Informationen, wéah-
rend temporale (ventrale) Regionen sensomotorische Prozesse regulieren. Das intermediére Areal des Hippocampus integriert
die Funktionen der septalen und temporalen Bereiche.

2.5 Die AMultiple Par-@hedriel Memory Systemsi
Die mit den verschiedenen Gedachtnissystemen assoziierten Hirnareale verfigen tber eine
Vielzahl an neuronalen Verschaltungen und diese Vernetzung lasst eine gegenseitige Beein-
flussung als naheliegend erscheinen (Krayniak et al. 1981; Swanson und Kohler 1986; Gro-
enewegen et al. 1987; McGeorge and Faull 1989; Wright und Groenewegen 1995). White

und McDonald (2002) etablierten mit-Thednieenen AMul t i
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theoretischen Bezugsrahmen, um Kooperation oder Konkurrenz zwischen verschiedenen
Gedachtnissystemen beschreiben und erklaren zu kénnen. Sie beschreiben drei zentrale,
neuronale Verarbeitungssysteme in ihrer Theorie: Das System des Hippocampus, das Sys-
tem des dorsalen Striatum und das System der Amygdala. Jedes dieser Systeme erhalt ahn-
liche Informationseingange, deren Verarbeitung parallel, d.h. auf eine spezifische Art und
Weise, erfolgt (Dissoziation). Gleichzeitig findet jedoch auch eine gegenseitige Einflussnah-
me zwischen diesen Systemen statt (Kooperation), wie in verschiedenen empirischen Stu-
dien gezeigt werden konnte (Interaktion zwischen Amygdala und Hippocampus bei der
Furchtkonditionierung: Rudy et al. 2004, Interaktion zwischen Amygdala und Striatum bei der
klassischen Konditionierung: Corbit und Balleine 2005; Corbit und Janak 2007). Der Informa-
tionsausgang erfolgt wiederum parallel in dieselben nachgeschalteten Hirnareale (Konkur-
renz/Interferenz) und resultiert letztendlich direkt oder indirekt in ausgefihrten Verhaltens-
weisen (Abbildung 4). Wie stark die Prozesse der Dissoziation, Kooperation und Konkurrenz
sind, ist Bestandteil anhaltender Debatten tber diese Theorie (White et al. 2013).

Hippocampus
Neokortex

Amygdala

Informations-
eingang - - C) - Verhalten

Dorsales Striatum

(andere?)

Abbildung 4: Modell der parallelen Gedéchtnissysteme (nach White und McDonald 2002). Eingehende sensorische Infor-
mationen werden in den Hirnarealen des Hippocampus, des Striatum und der Amygdala parallel verarbeitet und dann an nach-
geschaltete Strukturen weitergeleitet. Trotz der parallelen Informationsverarbeitung kann es auch zu einer gegenseitigen Ein-
flussnahme (Kooperation) der Hirnareale kommen. Auf der Ebene des Neokortex laufen die Informationen zusammen, werden
weiterverarbeitet und resultieren dann in ausgefihrten Verhaltensablaufen.

Die zugrundeliegenden Pr2missen deTheork Masiereni
zum einen auf anatomischen Befunden tber den neuronalen Signalfluss innerhalb und zwi-
schen den verschalteten Hirnarealen, sowie deren parallele Projektion auf Strukturen, die fur
das Ausfuhren von Verhaltensweisen zusténdig sind (z.B. prafrontaler Kortex). Zum anderen
stutzen McDonald und White ihre Theorie mit den Ergebnissen aus L&sions- und Verhal-
tensstudien: Diese deuten darauf hin, dass eine Manipulation der zentralen Verarbeitungs-
systeme zu einer Veranderung in der Praferenz bestimmter Verhaltensweisen fuhrt, was
wiederum auf eine gegenseitige Interaktion der zentralen Verarbeitungssysteme hinweist. So
konnten die Autoren bereits einige Jahre zuvor nachweisen (McDonald und White 1994),
dass Hippocampus und dorsales Striatum fir unterschiedliche Verhaltensstrategien verant-
wortlich sind. McDonald und White trainierten hierfir Ratten mit Lasionen entweder des For-

nix, sowie Teilen des dorsalen Hippocampus, oder des dorsalen Striatum in einer Variante
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des Morris-Wasserlabyrinths. Die Versuchstiere wurden zuerst Uber mehrere Tage darauf
trainiert eine sichtbare Plattform innerhalb des Wasserlabyrinths zu finden. In einer anschlie-
Renden Testphase wurde die Fahigkeit der Ratten untersucht die sichtbare Plattform zu fin-
den, wenn diese im Vergleich zur Trainingsphase rdumlich verschoben war. Fir einen weite-
ren Test wurde die Plattform unter die Wasseroberflache abgesenkt und die Versuchstiere
mussten die nun unsichtbare Plattform erreichen. Die Ergebnisse aus den Tests lieRen
Ruckschlisse auf die bevorzugte Lern- und Verhaltensstrategie der beiden Experimental-
gruppen zu: In Abh&ngigkeit des ladierten neuronalen Areals zeigten die Versuchstiere eine
hohere Praferenz fir die Lernstrategie, mit der das jeweils andere, nicht beschéadigte Verar-
beitungs system assoziiert ist (L2sion des dorsalen
Lernstrategi e; L2asion des FReaktiohsdernétrafegied. fmeGe-e nz f ¢r
gensatz zu diesen beiden Experimentalgruppen zeigte eine unbehandelte Gruppe von Rat-
ten keine Praferenz fur eine der beiden Strategien. Die Autoren interpretierten das Fehlen
einer klaren Praferenz fir eine Verhaltensstrategie damit, dass bei den unbehandelten Rat-
ten beide neuronale Areale intakt waren und somit die gleichwertige Mdglichkeit fur das Er-
lernen und Ausflhren beider Strategien bestand. Individuelle Unterschiede zwischen den
Ratten wirden dann zu einer Bevorzugung einer bestimmten Strategie fihren (McDonald
und White 1994). Ahnliche Befunde konnten auch in anderen Lasionsstudien gefunden wer-
den (Thompson et al. 1980; Okaichi 1987).

Neben der Studie von McDonald wund Whitse konnt
t e mBhéorie mit einer Vielzahl an weiteren empirischen Befunden gestutzt werden: Die
parallele Informationsverarbeitung der drei zentralen Systeme konnte mit den bereits er-
wahnten Paradigmen der Outcome-Devaluation (Sage und Knowlton 2000; Yin und Knowl-
ton 2002) und der Hirnlasion bzw. temporéaren Inaktivierung von neuronalen Arealen (Pack-
ard und McGaugh 1992, 1996) nachgewiesen werden. Andere Studien konnten durch den
Einsatz pharmakologischer Manipulationen nach einer instrumentellen Konditionierung wei-
tere Hinweise darauf liefern, dass die beteiligten Strukturen an der Verarbeitung und Spei-
cherung unterschiedlicher Informationen beteiligt sind (Breen und McGaugh 1961; McGaugh
1966; Packard und White 1991; White und Milner 1992; Packard und Teather 1997; Packard
1999). Befunde flr eine kooperative Interaktion zwischen den neuronalen Systemen konnte
mit den Methoden der Furchtkonditionierung (LeDoux et al. 1988; Goldstein et al. 1996; Lee
und Kim 1998; Ubersichtsartikel siehe Rudy et al. 2004) und des Pavlovian-to-instrumental
transfer erbracht werden (Corbit und Balleine 2005; Corbit und Janak 2007). Weiterhin konn-
ten Lasion- und Mikroinfusionsstudien an Arealen des prafrontalen Kortex Hinweise darauf
liefern, dass dieser als Verarbeitungsort fur den Signalfluss aus Hippocampus, Striatum und
Amygdala dient. Einige Autoren vermuten aus diesem Grund eine konkurrierende Interaktion

(Interferenz) zwischen den drei Verarbeitungssystemen auf funktioneller Ebene des préfron-
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talen Kortex (de Bruin et al. 1997; Ragozzino et al. 1999; Coutureau und Killcross 2003; Kill-
cross und Coutureau 2003; McDonald et al. 2007; Rich und Shapiro 2007; Ubersichtsartikel
siehe White et al. 2013).

2.6 Das Phanomen der Leistungsverbesserung nach einer Hirnlasion

Viele der durchgef¢sghrten Forschungsvor hab-en, der
tiple Parall el -Thverienmtergreti@gn sassenmiorizentrierten sich vor allem

auf die Erzeugung von Lern- und Gedachtnisdefiziten (McDonald und White 1994; Gruart et

al. 2006; McHugh und Tonegawa 2009; Clark und Squire 2010). Jedoch bietet die Theorie,

im Angesicht der postulierten konkurrierenden Interaktion zwischen den Gedé&chtnissyste-

men, auch die Moglichkeit der Erklarung von Lern- und Gedachtnisverbesserungen nach der

Lasion von Arealen dieses Netzwerks.

Der Befund einer Leistungsverbesserung nach der permanenten oder temporaren Inak-
tivierung eines neuronalen Areals ist, trotz des kontraintuitiven Charakters, schon seit fast
100 Jahren ein immer wieder auftretendes Phdnomen in der neurowissenschaftlichen For-
schung. Bereits im Jahr 1920 konnte Karl Lashley mit einem Helligkeit-Unterscheidungstest
bei Ratten mit Lasionen des Neokortex feststellen, dass diese zwar Lahmungen zeigten, in
dem verwendeten Paradigma jedoch eine bessere Leistung erzielten als eine unbehandelte
Kontrollgruppe. Lashley interpretierte diesen Befund so, dass die induzierten motorischen
Einschrankungen den Ratten mit einer Lasion, aufgrund der spezifischen Verhaltensanforde-
rungen des Tests, einen Vorteil boten (Lashley 1920). In den nachfolgenden Jahrzehnten
waren vor allem Lasionen des Hippocampus immer wieder Bestandteil experimenteller Stu-
dien, in denen das Phanomen der Leistungsverbesserung nach einer Schadigung oder Inak-
tivierung dieses neuronalen Areals mit einer Vielzahl unterschiedlicher Paradigmen gezeigt
werden konnte. So konnten Leistungsverbesserungen nach Lasionen des Hippocampus bei
Hunden (klassische Konditionierung olfaktorischer Reflexe; Allen 1940) und Ratten (Vermei-
dungsverhalten; Isaacson et al. 1961) nachgewiesen werden. In der zweiten Halfte des 20.
Jahrhunderts folgte eine Reihe weiterer Publikationen, die Uber Leistungsverbesserungen
nach einer Hippocampus-L&sion in Tests des Vermeidungsverhaltens (King 1958; Green et
al. 1967; Olton und Isaacson 1968; Tonkiss et al. 1990; Weiner et al. 1998; Pouzet et al.
1999), der klassischen Konditionierung (Kliver 1965; Schmaltz und Theios 1972) und in-
strumentellen Lernaufgaben (Ehrlich 1963; Clark und Isaacson 1965; Schmaltz und Isaacson
1966; Brown et al. 1969; Means et al. 1970; Zola und Mahut 1973; Devenport und Holloway
1980; Jaldow et al. 1989; Packard et al. 1989; Gallagher und Holland 1992; Schmelzeis und
Mittleman 1996) berichteten. Trotz der vielen empirischen Befunde besteht bis heute jedoch
keine Einigkeit Uber die kausalen Zusammenhange von neurologischen Schadigungen und
den beobachteten Lern- bzw. Leistungsverbesserungen. Zusatzlich finden sich in der Litera-

tur seit der Jahrtausendwende immer wieder Berichte Uber das Phanomen der verbesserten
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Leistung nach einer Lasion des Hippocampus oder angrenzender Strukturen (Schroeder et
al. 2002; Guillazo-Blanch et al. 2002; Desmedt et al. 2003; Compton 2004; Lee und Kim
2004; Cheung und Cardinal 2005; Kwok und Buckley 2009; Sanderson et al. 2012).

Das Auftreten einer Leistungsverbesserung hangt somit moglicherweise von der Art der
gestellten Lern- bzw. Gedéachtnisaufgabe ab (Wirth et al. 1998; Ito et al. 2005). Erfordert eine
Aufgabe hauptséchlich die raumliche Lernfahigkeit, so konnte das Wegfallen des potenziell
konkurrierenden instrumentellen Lern- und Gedachtnissystems durch z.B. eine Lasion des
dorsalen Striatum zu einer Leistungsverbesserung in einer rAumlichen Lernaufgabe, und vice
versa, fuhren. Ein vergleichbarer Effekt konnte von Eckart et al. (2012) aufgezeigt werden:
Ratten mit Lasion des dorsalen Hippocampus zeigten im Verlauf des instrumentellen Trai-
nings im SRTT hohere Reaktionsgeschwindigkeiten, sowie geringere Fehlerraten als schein-
operierte Ratten oder eine unbehandelte Kontrollgruppe. Die Autoren interpretierten diese
Ergebnisse als eine Folge der Schadigung des Hippocampus, welches zu einer Aufldsung
der konkurrierenden Interaktion zwischen striatalen Reiz-Reaktions-Lernen und hippocampa-
len raumlichen Lernen fiihrte. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit greifen die Er-
gebnisse von Eckart et al. (2012) auf und versuchen das Phanomen der instrumentellen
Leistungsverbesserung infolge einer dorsalen Hippocampus-L 2 si on i m Kontext del

Parall el Me mdheagrie Unfasséndemzl Gharakterisieren.

3. Fragestellung der Arbeit
Die Interpretation des Befundes von Eckart et al. (2012) wurde jedoch dadurch erschwert,
dass alle Versuchstiere nach dem Abschluss der Shaping-Phase taglich in 20-minitigen Sit-
zungen trainiert wurden. Aufgrund dieses zeitlichen Kriteriums war es nicht auszuschlieRen,
dass die Ratten der Lasionsgruppe, durch die von der Lasion ausgeldsten Leistungsverbes-
serungen, zuséatzlich weitaus mehr Lernerfahrung sammeln konnten, da sie in der gleichen
Zeit mehr FR-13-Sequenzen absolvieren konnten, als dies bei der Kontroll- und schein-
operierten-Gruppe der Fall war.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit bauen auf diesen experimentellen Befun-
den auf und fuhren eine Analyse von Leistungssteigerungen und mdglicher Lern- und Ge-
dachtnisverbesserungen nach der Lasion des dorsalen Hippocampus im Tiermodell der Rat-

te mit folgenden Fragestellungen fort:

Studie_1: Bleibt eine Leistungsverbesserung nach der Lasion des dorsalen Hippocampus
erhalten, wenn fur die maximale Menge moglicher Lernerfahrung pro Sitzung kontrolliert
wird? Um diese Frage zu klaren, wurde statt eines zeitlichen Kriteriums ein quantitatives Kri-
terium fur das AbschlieRen jeder Trainingssitzung verwendet (20 FR-13-Sequenzen anstatt
20 Minuten Zeitlimit).
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Fuhrt die Lasion des dorsalen Hippocampus zu Verhaltensanderungen, die eine Leis-
tungsverbesserung im SRTT beglnstigen? Hierzu wurde ein Extinktions-Test durchgefiihrt,
um eine mogliche Beeintrachtigung des Extinktionslernens bei Ratten mit einer L&sion des

dorsalen Hippocampus zu untersuchen.

Studie 2: Handelt es sich bei der beobachteten Leistungssteigerung nach der Lasion des
dorsalen Hippocampus um eine spezifische Verbesserung des sequenziellen Lernens oder
um eine allgemeine Verbesserung des instrumentellen Lernens? Hierzu wurden die Ver-
suchstiere zuerst mit einer pseudorandomisierten Stimulus-Prasentation trainiert und an-
schlieRend wurde ein Wechsel auf eine sequenzielle Stimulus-Prasentation vorgenommen.

Finden sich Verhaltensveranderungen nach einer Lasion des dorsalen Hippocampus
auch in Verhaltensweisen, die nicht zur Lésung der gestellten instrumentellen Lernaufgabe
bendtigt werden? Hierzu wurden Videoaufzeichnungen der Trainingssitzungen auf verschie-
dene Verhaltensparameter hin untersucht (Inaktivitat, Putzverhalten, Schniffelverhalten, Auf-
richteverhalten, aufgabenbezogenes Verhalten).

Lasst sich eine Beeintrachtigung des Extinktionslernens bei Ratten mit einer Lasion des
dorsalen Hippocampus, wie sie in Studie 1 gefunden wurde, auch mit einer devaluierten Fut-
terbelohnung nachweisen? Hierzu wurde ein Devaluation-Extinktionstest vorgenommen, bei

dem alle Versuchstiere zuvor gesattigt wurden.

Studie 3: Zeigen Ratten mit einer Lasion des dorsalen Hippocampus eine Beeintrachtigung
in der Erkennung und Diskriminierung von R-O-Assoziationen? Zur Untersuchung dieser
Hypothese wurde ein selbstentwickelter R-O-Dissoziationstest eingesetzt, bei dem alle Rat-
ten zunachst bis zu ihren individuellen Leistungsmaxima im SRTT trainiert wurden. Durch
eine alternierende Veranderung der R-O-Kontingenz sollte anschliel3end ein mogliches Defi-
zit in der Experimentalgruppe aufgedeckt werden. Hierzu wurde in jeder Testsitzung mehr-
fach zwischen dem FR-13-Verstarkerplan und einem R-O-entkoppelten Verstarkerplan ge-

wechselt.

4. Zusammenfassung der Publikationen

4.1. Studie 1: Prozedurale Leistungsverbesserungen nach exzitotoxischer
Hippocampus -Lasion in der Ratten -Variante des seriellen Reaktionszeit -Test
Hintergrund: Es herrscht weitgehende Ubereinstimmung in der Literatur tiber die funktionelle
Rolle des Hippocampus fir das episodische und raumliche Gedachtnissystem (deklaratives
Gedachtnis) in einer Vielzahl verschiedener Spezies (u.a. Nagetiere). Eckart et al. (2012)
konnten jedoch zeigen, dass exzitotoxische L&sionen des dorsalen Hippocampus bei Ratten
Zu einer Leistungsverbesserung des instrumentellen Lernens (nichtdeklaratives Gedéchtnis)

in der Ratten-Variante des SRTT fihrten. Dieser Befund warf die Frage auf, inwiefern der
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Hippocampus Einfluss auf Gedachtnisfunktionen abseits des deklarativen Gedéachtnissys-
tems hat und wie eine Lasion dieses neuronalen Areals zu einer Verbesserung des Lernens
von Reiz-Reaktions-Mustern oder des sequenziellen Lernens fihren kann. Da in der Studie
von Eckart et al. (2012) ein Trainingsplan mit taglichen, 20-minttigen Sitzungen zum Einsatz
kam, musste jedoch zuerst untersucht werden, ob die gefundenen Leistungsverbesserungen
auch dann noch bestehen blieben, wenn fur die individuelle Lernmenge kontrolliert wird. Ein
zeitliches Kriterium hétte Ratten mit einer, durch die Hippocampus-L&sion ausgeldsten, Leis-
tungssteigerung zusatzlich bevorteilt, da sie in der gleichen Zeit insgesamt mehr FR-13-
Sequenzen als eine Kontroll- oder schein-operierte Gruppe hatten absolvieren kdnnen. Um
diese Moglichkeit auszuschliel3en, wurde in dieser Studie eine fixe Menge von 20 FR-13-
Sequenzen pro Sitzung festgelegt. Zusatzlich kam ein Extinktionstest zum Einsatz, um ein

mdogliches Defizit im Extinktionslernen der Experimentalgruppe aufzudecken.

Methoden: 22 méannliche Wistar-Ratten wurden in drei Gruppen eingeteilt: Lasions-, Kontroll-
und schein-operierte Gruppe. Die 8 Ratten der Lasionsgruppe wurden einer bilateralen,
exzitotoxischen Lasion des dorsalen Hippocampus durch Ibotensaure-Injektionen unterzo-
gen, wahrend die 7 Ratten der schein-operierten Gruppe nur dem chirurgischen Eingriff un-
terzogen wurden und anstelle von Ibotensdure- Kochsalzlésung-Injektionen erhielten. Die
Kontrollgruppe blieb unbehandelt. Nach einer Erholungszeit von 14 Tagen wurde mit Hilfe
eines Objekt-Ort-Wiedererkennungstest die raumliche Lernfahigkeit aller Versuchstiere un-
tersucht. AnschlieRend begann die ca. 7 Tage andauernde Shaping-Phase, in welcher alle
Ratten auf das FR-13-Kriterium angelernt wurden. Es folgte eine 17-tdgige Trainingsphase,
in der alle Versuchstiere an das Leistungsmaximum trainiert wurden. Wahrend dieser Phase
wurden Reaktionszeit, Genauigkeit, Versuchszeit und Lange der Nachverstarkungspause
aufgezeichnet. Nach Abschluss der Trainingsphase wurden drei weitere Tests durchgefihrt:
Es kam ein sogenannter Sequence Violation Test zum Einsatz, in dem die Versuchstiere
erneut 20 FR-13-Sequenzen prasentiert bekamen. Allerdings wurde bei 6 dieser Sequenzen
das 9. Item der Sequenz Ubersprungen, womit eine Verletzung der erlernten Sequenz er-
zeugt wurde. In einem zweiten Test (Sequence-Random Test) wurden 10 der FR-13-
Sequenzen in der gewohnten sequenziellen Reihenfolge prasentiert. Mit Beginn der 11. Se-
guenz wurde jedoch auf eine pseudorandomisierte Stimulus-Prasentation gewechselt. In
einem finalen Extinktionstest wurden nach dem Ende der 10. FR-13-Sequenz die verwende-
ten Futterspender deaktiviert und alle Versuchstiere konnten beliebig viele FR-13-
Sequenzen abschlie3en. Das Programm endete automatisch, nachdem eine Ratte fur einen
Zeitraum von 5 Minuten keine Interaktion, d.h. korrekte oder inkorrekte nose pokes, mehr

gezeigt hatte.
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Ergebnisse: Die histologische Analyse der Rattengehirne zeigte, dass die Versuchstiere der
Lasionsgruppe ein um 46 i 58% verringertes Hippocampus-Volumen in beiden Hemisphéaren
im Vergleich zur Kontroll- und schein-operierten Gruppe aufwiesen. Der Objekt-Ort-
Wiedererkennungstest konnte ein klares Defizit der Lasionsgruppe in der rdumlichen Lernfa-
higkeit bestatigen (siehe Abbildung 2, Studie 1). Die Daten des SRTT-Trainings zeigten,
dass sich die drei Gruppen uber den Verlauf des Trainings nicht in ihrer Genauigkeit unter-
schieden. Auch fir die Reaktionszeit konnte nur ein signifikanter Unterschied am Beginn der
Trainingsphase festgestellt werden. Die Unterschiede zwischen den Gruppen verringerten
sich mit fortschreitender Trainingsdauer. Im Gegensatz dazu konnten jedoch deutliche Un-
terschiede zwischen der Lasionsgruppe und der Kontroll- bzw. schein-operierten Gruppe in
den Variablen der Versuchszeit und der Nachverstarkungspause gefunden werden: Die Ver-
suchstiere der Lasionsgruppe beendeten die individuellen Trainingssitzungen signifikant
schneller als die anderen beiden Gruppen (siehe Abbildung 5, Studie 1) und zeigten gleich-
zeitig zwei- bis dreifach geringere Nachverstarkungspausen als die Kontroll- und schein-
operierte Gruppe (siehe Abbildung 6, Studie 1). Wahrend des Sequence Violation Tests
zeigten Lasions- und Kontrollgruppe signifikant hdhere Reaktionszeiten am Ubersprungenen
9. Item der Sequenz. Dieser Effekt war jedoch nicht in den schein-operierten Tieren zu be-
obachten. Der Sequence-Random Test zeigte eine Verringerung der Reaktionszeiten und
der Genauigkeit wahrend der pseudorandomisierten Stimulus-Prasentation in allen drei
Gruppen. Der finale Extinktionstest zeigte eine deutliche Beeintrachtigung des Extinktions-
lernens bei den Ratten der Lasionsgruppe (siehe Abbildung 9, Studie 1).

Diskussion: Der Befund einer verbesserten Leistung im SRTT von Ratten mit einer Lasion
des dorsalen Hippocampus konnte auch mit einer festen Menge an Lernerfahrung pro Ver-
suchstier bestétigt werden. Die beobachteten Effekte traten nun jedoch nicht mehr, wie zuvor
bei Eckart et al. (2012), in den Variablen der Reaktionszeit und der Genauigkeit auf, sondern
konnten stattdessen anhand der verringerten Dauer der Versuchszeit und den kirzeren
Nachverstarkungspausen gefunden werden. Die geringere Versuchszeit der Lasionsgruppe
war vermutlich ein Teilresultat der kirzeren Nachverstarkungspause, auch wenn diese Ver-
kirzung die geringere Versuchszeit nicht vollstandig erklaren konnte. Die Annahme, dass es
noch zu weiteren Verhaltensénderungen bei den Versuchstieren mit einer Lasion des dorsa-
len Hippocampus kam, ist naheliegend. Frithere Studien zeigten, dass eine Lasion des Hip-
pocampus bei Ratten zu einer reduzierten Wahrnehmung aversiver oder ablenkender Stimuli
fuhren kann (Machado and Bachevalier 2008; Chudasama et al. 2008, 2009). Ebenso konn-
ten als Folge von Hippocampus-L&sionen eine Verringerung emotionaler Reaktionen, sowie
eine Verlagerung des Verhaltens in einen Zustand, in dem dieses vorrangig durch aul3ere

Stimuli und weniger durch motivationale Zustande gesteuert wird (vgl. habit learning), beo-
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bachtet werden (Kimble 1968; Coover et al. 1971; Isaacson and Kimble 1972; Hirsh 1974;

Simonov 1974, 1991). Die in der vorliegenden Studie gefundenen Defizite der Lasionsgruppe

im Extinktionslernen decken sich ebenfalls mit empirischen Daten aus friiheren Publikationen

(Coover et al. 1971; Hirsh 1974; Rawlins et al. 1980) und deuten im Zusammenhang mit den

verkurzten Nachverstarkungspausen und der reduzierten Versuchsdauer auf weitreichende

Ver haltensver2nderungen hin, die im Rahmen der
Theorie mit dem Verlust dorsaler Hippocampus-Funktionen und der daraus folgenden Star-

kung anderer Gedachtnissysteme, wie dem prozeduralen Gedachtnis, erklart werden kann.

4.2. Studie 2 und Studie 3: Entkopplung der Reaction  -Outcome -Kontingenz: Lasionen
des dorsalen Hippocampus fllhren zu instrumentellen Leistungsverbesser ungen,
beeintrachtigen jedoch die Verhaltensflexibilitat von Ratten

Hintergrund: Auf Basis der Befunde von Studie 1 wurden zwei weitere Experimente durchge-
fuhrt, um die Auswirkungen von dorsalen Hippocampus-Lasionen auf die Verhaltensablaufe
von Ratten im Kontext des SRTT zu untersuchen. Die Leistungsverbesserungen des instru-
mentellen Lernens in der Lasionsgruppe blieben auch bei einer konstanten Menge an Trai-
ning erhalten, waren jedoch vorrangig in der Versuchszeit zu beobachten. Gleichermalf3en
konnten deutlich kirzere Nachverstarkungspausen und eine Beeintrachtigung des Extinkti-
onslernens in der Lasionsgruppe gefunden werden. Die Befunde aus Studie 1 deuteten so-
mit auf weitreichende Verhaltensveranderungen bei den Ratten mit Lasionen des dorsalen
Hippocampus hin. Ein Interpretationsansatz fur diese veranderten Verhaltensablaufe lasst
sich in der AMul ti pl e -TRemriedihdere Die Mimo White BB st e ms i
McDonald (2002) postulierten in ihrer Theorie die Existenz einer gegenseitigen Einflussnah-
me verschiedener Gedachtnissysteme und deren zugrundeliegende neuronale Areale und
deuten damit eine mdgliche Konkurrenz zwischen hippocampalen und striatalen Gedachtnis-
systemen auf der Ebene neokorticaler Strukturen an (McDonald et al. 2004, 2007; Gruber
und McDonald 2012; McDonald und White 2013; White et al. 2013). Eine Lasion des Hippo-
campus konnte im Kontext dieses theoretischen Bezugsrahmens in einem Wegfall der kon-
kurrierenden Interaktion resultieren, wodurch striatale Funktionen und der Informationsfluss
in z.B. den préafrontalen Kortex gestarkt werden. Fir die Klarung dieser Frage musste jedoch
zuerst Uberprift werden, ob es sich bei der gefundenen Leistungsverbesserung um eine
spezifische Starkung des sequenziellen Lernens oder um eine Verbesserung allgemeiner,
instrumenteller Lernprozesse handelte. Hierzu wurden in Studie 2 alle Versuchstiere mit ei-
ner pseudorandomisierten Stimulus-Prasentation trainiert. Zusatzlich kam ein Devaluation-
Extinktionstest zum Einsatz, um ein mdogliches Defizit im Extinktionslernen auch bei einer
entwerteten Futterbelohnung aufzudecken. Wéhrend des gesamten Trainingszeitraums wur-
den Videoaufzeichnungen der Versuchstiere gemacht, um Verdnderungen von nicht-

aufgabenrelevanten Verhaltensablaufen zu analysieren. Eine Starkung striataler Prozesse
21



nach der Lasion des dorsalen Hippocampus kénnte aul3erdem zu einer Verlagerung der
Lernprozesse auf S-R-Assoziationen (habit learning) fihren (Dickinson et al. 1995; Graybiel
2008). Um diese Hypothese zu testen, wurde in Studie 3 jeweils eine weitere Lasions- und
Kontrollgruppe unter einer pseudorandomisierten Stimulus-Prasentation trainiert und nach
dem Ende der Trainingsperiode in einer R-O-Dissoziations-Aufgabe getestet. Mit diesem
Test sollten mogliche Defizite in der Erkennung von alternierenden R-O-Kontingenzen, sowie
in der allgemeinen Verhaltensflexibilitat aufgedeckt werden.

Methoden: Insgesamt wurden 41 mannliche Wistar-Ratten in beiden Studien verwendet. In
Studie 2 wurden 25 Tiere in drei Gruppen eingeteilt (Lasionsgruppe: n = 11; Kontrollgruppe:
n = 8; schein-operierte Gruppe: n = 6) und in Studie 3 wurden 16 Versuchstiere in zwei
Gruppen eingeteilt (Lasionsgruppe: n = 9; Kontrollgruppe: n = 7). Die verwendeten Operati-
ons- und Lasionsprozeduren waren identisch mit denen der ersten Studie. Fur die Trainings-
phase wurde in beiden Studien eine pseudorandomisierte anstatt einer sich wiederholenden
Stimulus-Prasentation verwendet.

Nachdem alle Versuchstiere in Studie 2 ihr Leistungsmaximum unter einer pseudorand-
omisierten Stimulus-Prasentation erreicht hatten, wurde flr 6 weitere Tage auf eine sich wie-
derholende Stimulus-Prasentation umgeschaltet, um die Moglichkeit einer weiteren Leis-
tungssteigerung zu untersuchen. Pseudorandomisierte und sich wiederholende Stimulus-
Prasentation wurden auf Unterschiede in der Reaktionszeit, Genauigkeit, Versuchszeit und
den Nachverstarkungspausen hin untersucht. Wahrend der gesamten Trainingsperiode wur-
den Videoaufzeichnungen aller Versuchstiere gemacht. Die Videoaufnahmen des 1. und 15.
Trainingstags wurden quantitativ auf finf verschiedene Verhaltensparameter untersucht:
Inaktivitat, Putzverhalten, Schniiffelverhalten, Aufrichteverhalten, aufgabenbezogenes Ver-
halten (flr eine detaillierte Beschreibung der Parameter siehe Material und Methoden von
Studie 2). Nach Abschluss der Trainingsphase wurde ein Devaluation-Extinktionstest durch-
gefuhrt, bei dem alle Ratten direkt vor dem Versuch ad libitum Zugang zu Futterpellets hat-
ten. Die erfolgreiche Sattigung konnte durch eine deutliche Gewichtszunahme am Tag des
Tests bestatigt werden. Wahrend des Devaluation-Extinktionstests wurde der Futterspender
deaktiviert und die Versuchstiere erhielten fiir erfolgreich abgeschlossene FR-13-Sequenzen
keine Futterbelohnung. Der Versuch endete automatisch, nachdem eine Ratte fiir einen Zeit-
raum von 3 Minuten kein instrumentelles Verhalten, d.h. keine korrekten oder inkorrekten
nose pokes, mehr gezeigt hatte.

Nach Beendigung der Trainingsphase in Studie 3 wurden alle Versuchstiere mit einer R-
O-Dissoziations-Aufgabe auf mogliche Defizite in ihrer Verhaltensflexibilitdt getestet. Hierzu
wurde der Ubliche FR-13-Verstarkerplan mit einer pseudorandomisierten Stimulus-

Préasentation verwendet. Nach 8 erfolgreich abgeschlossenen FR-13-Sequenzen wurde auf
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einen R-O-entkoppelten Verstarkerplan gewechselt: Die nose poke Offnungen wurden wei-
terhin in der pseudorandomisierten Abfolge beleuchtet und die Ratten konnten wie zuvor in
diese Offnungen poken. Die Tiere erhielten aber nicht mehr nach 13 korrekten pokes eine
Futterbelohnung. Stattdessen wurden nach dem Ablauf eines 30-sekiindigen Zeitintervalls
automatisiert 4 Futterpellets in die Raufe eingeworfen, unabhéngig von den Handlungen der
Versuchstiere. Nach 8 erneuten Futterbelohnungen wurde wieder auf den FR-13-
Verstarkerplan gewechselt, um dann nach 8 weiteren Belohnungen ein zweites Mal auf den
R-O-entkoppelten Verstarkerplan zu wechseln. Der Testablauf konnte somit in 4 Phasen
eingeteilt werden: R-O-gekoppelte Phasen (Phase C1 und Phase C2) und R-O-entkoppelte
Phasen (Phase D1 und Phase D2). Nach insgesamt 32 Futterbelohnungen wurde der Ver-
such beendet. Diese R-O-Dissoziations-Aufgabe wurde an 10 aufeinanderfolgenden Tagen
durchgefuihrt. Um ein vergleichbares Malf3 fiir die Leistung der Versuchstiere zwischen den
unterschiedlichen Phasen zu erhalten, wurden die pokes pro Sekunde (pokes per second;
PPS) errechnet. In dieses MalR flossen sowohl korrekte, als auch inkorrekte pokes ein. Ver-

glichen wurden Testtag 1, 5 und 10.

Ergebnisse: Die histologische Analyse der Rattengehirne zeigte, dass die Versuchstiere der
Lasionsgruppe in beiden Studien ein um 43 i 59% verringertes Hippocampus-Volumen in
beiden Hemispharen im Vergleich zur Kontrollgruppe aufwiesen. Alle Versuchstiere in Studie
2 erreichten ihr Leistungsmaximum nach 16 Trainingstagen. Vergleichbar zu den Ergebnis-
sen von Studie 1 gab es keine Unterschiede in der Genauigkeit zwischen den Gruppen. Die
schein-operierte Gruppe zeigte tber den Verlauf der Trainingsperiode eine signifikant hbhere
Reaktionszeit als die anderen beiden Gruppen, wahrend L&sions- und Kontrollgruppe keine
Unterschiede zueinander aufwiesen. Die Ratten der L&sionsgruppe beendeten die Versuche
erneut schneller als die Kontroll- und schein-operierte Gruppe und zeigten, ebenso wie in
Studie 1, signifikant kiirzere Nachverstarkungspausen. Der Wechsel von einer pseudorand-
omisierten Stimulus-Prasentation auf eine sich wiederholende Stimulus-Prasentation fur ins-
gesamt 6 weitere Tage an Trainingstag 17, brachte eine statistisch signifikante Leistungs-
verbesserung bei allen Versuchstieren mit sich. Die deskriptive Analyse (siehe Tabelle 1,
Studie 2) zeigte jedoch nur geringe Veranderungen in allen 4 getesteten Variablen nach dem
Wechsel auf eine sich wiederholende Stimulus-Prasentation. Der Devaluation-Extinktionstest
zeigte, dass die Lasionsgruppe bei ausbleibender Futterbelohnung insgesamt mehr FR-13-
Sequenzen abschloss und mehr Zeit bendtigte, bis das zeitliche Kriterium von 3 Minuten
Inaktivitat erreicht wurde, als Kontroll- und schein-operierte Gruppe. Die statistische Analyse
ergab jedoch nur Unterschiede auf einem Trend-Niveau. Die Auswertung der Verhaltensab-
l&aufe an Trainingstag 1 und Trainingstag 15 zeigte, dass Lasions- und Kontrollgruppe zu Be-

ginn der Trainingsperiode keine Unterschiede in 4 der 5 untersuchten Verhaltensparameter
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aufwiesen. Nur mit dem aufgabenbezogenen Verhalten verbrachte die Lasionsgruppe weni-
ger Zeit als die Kontrollgruppe. Im Verlauf des Trainingszeitraums vergro3erten sich jedoch
die Unterschiede: An Trainingstag 15 zeigte die Lasionsgruppe eine signifikante Verringe-
rung aller 5 Verhaltensparameter. Im Gegensatz dazu konnte bei der Kontrollgruppe nur eine
nicht signifikante Verringerung der Inaktivitat und eine statistisch signifikante Verringerung
der Zeit, die mit aufgabenbezogenem Verhalten verbracht wurde, beobachtet werden. Die
Parameter des nicht-aufgabenbezogenen Verhaltens (Putzverhalten, Schniffelverhalten und
Aufrichteverhalten) zeigten keine Veranderung gegeniiber Trainingstag 1 (siehe Abbildung 4,
Studie 2).

Die Daten des SRTT-Trainings in Studie 3 zeigten ein vergleichbares Muster wie es be-
reits in Studie 1 und 2 zu beobachten war: Lasions- und Kontrollgruppe unterschieden sich
im Verlauf des Trainings nicht in den Reaktionszeiten und der Genauigkeit. Die Versuchszeit
und die Nachverstarkungspausen waren in der Lasionsgruppe jedoch signifikant ktrzer. Alle
Tiere erreichten ihr Leistungsmaximum nach 18 Tagen SRTT-Training. In der anschlieBen-
den R-O-Dissoziations-Aufgabe zeigte die Kontrollgruppe am ersten Testtag ein eindeutiges
Sagezahnmuster, d.h. wahrend der C-Phasen waren mehr PPS und somit eine schnellere
Reaktionszeit als wahrend der D-Phasen zu beobachten. Die Lasionsgruppe zeigte zwar
weniger PPS wahrend der ersten D-Phase, blieb jedoch auf diesem Niveau bis zum Ende
der Testung (siehe Abbildung 7, Studie 3). Die unterschiedlichen Verhaltensmuster zeigten
sich an Testtag 5 noch deutlicher: Die Kontrollgruppe wies weiterhin das initiale Sdgezahn-
muster auf, wahrend die Lasionsgruppe ahnliche PPS zu allen 4 Phasen zeigte. Zuséatzlich
war ein moglicher Ermudungseffekt in beiden Gruppen zu beobachten, da sich die PPS Uber
den Verlauf einer Testung kontinuierlich verringerten. Am finalen Testtag wies die L&asions-
gruppe ein ahnliches Sagezahnmuster wie die Kontrollgruppe auf. Eine Analyse der abge-
schlossenen FR-13-Sequenzen wahrend der ersten D-Phase Uber alle 10 Testtage zeigte,
dass das Verhalten der Lasionsgruppe einer Glockenkurve entsprach, wahrend die Kontroll-
gruppe eine konstante Anzahl an FR-13-Sequenzen abschloss (siehe Abbildung 8, Studie 3).
Hingegen steigerte die Lasionsgruppe zuerst die Menge an abgeschlossenen Sequenzen bis
Testtag 4, 5 und 6, um dann bis zum finalen Testtag auf eine ahnliche Menge an abge-

schlossenen Sequenzen wie die Kontrollgruppe zu fallen.

Diskussion: Der Befund einer verbesserten Leistung im SRTT von Ratten mit einer Lasion
des dorsalen Hippocampus konnte auch mit der Verwendung einer pseudorandomisierten
Stimulus-Prasentation bestatigt werden. Zusétzlich konnte nur eine verhaltnismafiig geringe
Steigerung der Leistung beobachtet werden, als auf eine sich wiederholende Stimulus-
Prasentation gewechselt wurde. Dies kénnte jedoch auf einen Deckeneffekt zurtickzufiihren

sein. Da alle Versuchstiere in beiden Studien ihr Leistungsmaximum in einem vergleichbaren
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Zeitraum wie in Studie 1 erreichten, ist zu vermuten, dass es sich bei der lasionsbedingten
Leistungsverbesserung um einen allgemeinen Effekt des instrumentellen Lernens und nicht
um einen spezifischen Effekt des sequenziellen Lernens handelte. Die Auswertung der Ver-
haltensablaufe wéahrend des SRTT-Trainings zeigte, dass die Lasionsgruppe nicht nur die
Zeit verringerte, die die Tiere mit aufgabenbezogenen Verhaltensweisen verbrachten, son-
dern ebenfalls den Zeitaufwand fir nicht-aufgabenbezogene Verhaltensweisen reduzierte.
Zusatzlich konnte der Befund eines Defizits im Extinktionslernen bei Versuchstieren mit L&-
sionen des dorsalen Hippocampus erneut bestatigt werden. Die Ergebnisse der R-O-
Dissoziations-Aufgabe deuteten auf ein weiteres Defizit der Lasionsgruppe hin: Wahrend die
Kontrollgruppe von Beginn der Testreihe an die wechselnden Anforderungen der Aufgabe
erkennen konnte und die Ratten ihre Verhaltensablaufe entsprechend &nderten, bendtigte
die Lasionsgruppe mehrere Tage, um ein ahnliches Verhaltensmuster zu zeigen. Bis Testtag
6 waren die Ratten mit einer Lasion des dorsalen Hippocampus anscheinend nicht in der
Lage zu erkennen, dass ihre Handlungen wéahrend der entkoppelten Phasen keine Auswir-
kungen auf den Erhalt der Futterbelohnung hatten, weshalb sie bis zu diesem Zeitpunkt eine
konstant hohe Reaktionsfrequenz zeigten. Ein weiterer Interpretationsansatz dieser Be-
obachtung besteht darin, dass die Tiere mit einer dorsalen Hippocampus-Lasion zwar in der
Lage waren die alternierenden R-O-Kontingenzen zu erkennen, jedoch die fiir das zielorien-
tierte Verhalten notwendige Verhaltenskontrolle zu Gunsten des DLS, und somit dem habit-
System, verschoben war.

Dieser Befund deutet zum einen auf ein Defizit in der Verhaltensflexibilitat dieser Tiere
hin, da diese deutlich mehr Zeit bendtigten, um ihr Verhalten an die alternierenden R-O-
Kontingenzen anzupassen. Zum anderen lasst sich das Verhalten der Lasionsgruppe als
eine Praferenz fur eine unterschiedliche Handlungsstrategie interpretieren: Durch den Ver-
lust der hippocampalen Funktionen kam es zu einer Praferenz fir das Lernen von Reiz-
Reaktions-Mustern (S-R) bei den betroffenen Ratten. Da das Lernen von Reiz-Reaktions-
Mustern in Verbindung mit habit learning und dem DLS gebracht wird, kénnte die L&sion des
dorsalen Hippocampus einen negativen Effekt auf die Verarbeitung von R-O-Assoziationen
im DMS erzeugt haben. Eine Praferenz flr das Lernen von S-R-Assoziationen hatte dann
wiederum zu einer starkeren bzw. schnelleren Bildung eines habits Uber den Verlauf des
langen Trainingszeitraums gefiihrt, was es den Tieren erschwerte, ihre Verhaltensablaufe bei
einem plotzlichen Wechsel der Aufgabenbedingungen anzupassen. Diese Fahigkeit war je-
doch nicht verloren, die Ratten der L&sionsgruppe bendtigten aber deutlich langer als die
Kontrollgruppe, um sich den verénderten Bedingungen anzupassen. Daten aus neuroanato-
mischen Studien bestétigen das Vorhandensein von ein- und ausgehenden Verbindungen
zwischen Hippocampus und Striatum (Krayniak et al. 1981; Swanson und Kéhler 1986; Gro-

enewegen et al. 1987; McGeorge and Faull 1989), was auf eine gegenseitige Beeinflussung
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hindeutet. Zuséatzlich kbnnte es zu einer Veranderung der Informationsverarbeitung innerhalb
des Hippocampus gekommen sein. Auch hier berichten neuroanatomische Studien von star-
ken intrahippocampalen Verbindungen (Amaral und Witter 1989; Bast et al. 2009). Ebenso
i st eine I nterpretation i m Rah memEdaiezuldsMg | t i pl e
wobei es durch den Verlust hippocampaler Verarbeitungsprozesse zu einer Verringerung der
Konkurrenz bzw. Interferenz zwischen Hippocampus und Striatum kam. Diese Veranderung
hatte dann eine Verschiebung der Verhaltensablaufe und Lernprozesse hin zu S-R-

Assoziationen fordern kénnen.

5. Allgemeine Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit konnte der Befund einer prozeduralen Leistungsverbesserung im Paradigma
des SRTT nach der exzitotoxischen L&asion des dorsalen Hippocampus in drei unabhéngig
voneinander durchgefihrten Studien repliziert werden. Zusétzlich war es mdglich, ein Profil
der damit einhergehenden Verédnderungen der Verhaltensablaufe bei den betroffenen Ver-
suchstieren zu erstellen.

Die Leistungsverbesserungen konnten bei der Einhaltung einer konstanten Lernmenge,
im Gegensatz zur vorangegangenen Studie von Eckart et al. (2012), nicht mehr in den Vari-
ablen der Reaktionszeit und der Genauigkeit, sondern in denen der Versuchszeit und Nach-
verstarkungspause nachgewiesen werden (Studie 1). Es konnte gezeigt werden, dass die
gefundenen Leistungsverbesserungen auf der Ebene des instrumentellen Lernens stattfin-
den und nicht auf das sequenzielle Lernen beschrankt sind (Studie 2). Als Folge der Lasio-
nen des dorsalen Hippocampus konnten Defizite im Extinktionslernen gezeigt werden
(Studie 1 und 2). Neben den Unterschieden im aufgabenbezogenen Verhalten, konnte auch
eine deutliche Reduzierung des nicht-aufgabenbezogenen Verhaltens bei den ladierten Tie-
ren beobachtet werden (Studie 2). Weiterhin waren Einschrankungen in der Verhaltensflexi-
bilitdt von Ratten mit Lasionen des dorsalen Hippocampus vorhanden. Diese Tiere bendtig-
ten signifikant langer, um ihr Verhalten an sich verandernde R-O-Kontingenzen anzupassen
(Studie 3).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Ursachen fir die beobachteten Leis-
tungsverbesserungen nicht zwangslaufig auf eine Starkung von instrumentellen Lern- und
Gedachtnisprozessen zuriickzufiihren sein missen. Eine gleichwertige Interpretation stellt
die Moglichkeit dar, dass die gezeigten Leistungsverbesserungen die Folge einer Reihe
komplexer Veranderungen von Verhaltensabldufen sind und somit nur einen Nebeneffekt der
eigentlichen Manipulation darstellen. Dass dieser Nebeneffekt in der vorliegenden Arbeit und
der vorangegangenen Studie von Eckart et al. (2012) beobachtet werden konnte, wéare somit
den speziellen Anforderungen des SRTT-Paradigmas geschuldet. Das bedeutet jedoch
nicht, dass leistungsverbessernde Effekte von dorsalen Hippocampus-L&sionen nicht auch

bei der Verwendung anderer instrumenteller Paradigmen auffindbar sind. Eine Vielzahl an
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Publikationen stutzt diese Vermutung (siehe z.B. Clark und Isaacson 1965; Means et al.
1970; Devenport und Holloway 1980; Packard et al. 1989, Schmelzeis und Mittleman 1996;
Guillazo-Blanch et al. 2002; Compton et al. 2004; Kwok und Buckley 2009; Sanderson et al.
2012). Zusétzlich sind jedoch weitere systematische Untersuchungen anzuraten, da das
Phéanomen der Leistungsverbesserung nach der Hirnlasion in vielen Publikationen als uner-
warteter Zufalls- oder Nebenbefund bewertet wird. Stattdessen sollte in Betracht gezogen
werden, dass dieser Befund eines von vielen moglichen Resultaten nach der Manipulation

eines Netzwerks aus verschiedenen Gedéachtnissystemen sein kann.

5.1. Limit ationen der Arbeit

Da die erhobenen Daten aller drei Studien auf der Methode der exzitotoxischen Hirnlasion
basieren, mussen die unvermeidlichen Einschrankungen dieses manipulativen Eingriffs bei
der Interpretation der beobachteten Verhaltensverdnderungen beachtet werden. Da sich der
dorsale Hippocampus unterhalb des Neokortex befindet, ist eine Verletzung neokortikaler
Regionen bei der Injektion der verwendeten Ibotensdure unumganglich. Zusatzlich kann es
durch die Diffusion des Neurotoxins zur ungewollten Zerstérung von an das Lasionsziel an-
grenzender Areale kommen. Auch lasst sich nicht feststellen, ob die beobachteten Effekte
eine direkte Folge der Hirnlasion sind oder durch kompensatorische Mechanismen anderer,
nicht betroffener Hirnareale zustande kommen. Ebenso kdnnen die betroffenen Versuchstie-
re Verhaltensablaufe ausbilden, die dem funktionellen Verlust eines Hirnareals
entgegenwirken.

Die operativen Eingriffe stellen eine zusatzliche Quelle fir unerwiinschte Einflisse auf
die Versuchstiere dar. Um eine Kontrolle fiir diese Stdrfaktoren zu gewdahrleisten kamen
schein-operierte Gruppen zum Einsatz. In der Literatur findet sich eine Vielzahl an Berichten
Uber neurochemische und mnestische Veranderungen, ausgeldst durch schein-operative
Eingriffe (Adams et al. 1994; Raghavendra Rao et al. 2000; Grossman et al. 2003; Hirshler et
al. 2010). Die eingesetzten schein-operierten Gruppen zeigten in Studie 1 und 2 eine
schlechtere Leistung wéahrend des SRTT-Trainings, die sich in langeren Reaktionszeiten,
Versuchszeiten und Nachverstarkungspausen ausdriickte. Da die operativen Prozeduren fiir
Lasions- und schein-operierte Gruppen identisch waren und sich nur in der injizierten Sub-
stanz unterschieden (Ibotensdure vs. Kochsalzldsung), ist davon auszugehen, dass auch die
Lasionsgruppe vergleichbare Defizite wie die schein-operierte Gruppe aufwies. Diese Defizi-
te wurden jedoch durch den leistungssteigernden Effekt der dorsalen Hippocampus-L&sion
Uberschattet. Warum die schein-operierten Gruppen in den zwei durchgefuhrten Studien,
und auch bereits in der Studie von Eckart et al. (2012), schlechtere Leistungen im SRTT er-
zielten, lasst sich auf Basis der erhobenen Daten nicht abschlieRend klaren. Die unklaren
Ergebnisse der schein-operierten Gruppen aus Studie 1 und 2 fiihrten daher zu der Ent-

scheidung, auf eine schein-operierte Gruppe in Studie 3 zu verzichten.
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Bei den durchgefihrten Extinktionstests lasst sich nicht abschlieRend klaren, ob das be-
obachtete Extinktionslernen ausschlie3lich durch die fehlende Futterbelohnung produziert
wurde. Da die eingesetzten Futterspender bei jedem Einwurf eines Futterpellets ein eindeu-
tiges Gerausch erzeugten, konnte auch das Ausbleiben dieser Gerdusche durch die Ab-
schaltung der Futterspender einen diskriminativen Hinweisreiz fur die Versuchstiere darge-
stellt haben. Eine Interaktion zwischen ausbleibender Belohnung und fehlendem Futterspen-
der-Gerausch ist daher moglich, weshalb diese Einschrankungen bei der Interpretation der
Daten bedacht werden mussen.

5.2. Erklarungsansatz fur die gefundenen  Effekte
Die AMultiple Par a-THewi¢ bieMeemenrajgemdiges Erklanmgsansatz
fur die in dieser Arbeit gefundenen prozeduralen Leistungsverbesserungen nach der Lasion
des dorsalen Hippocampus, dessen funktionelle Rolle primar dem episodischen Gedéachtnis-
system zugeschrieben wird. Die Betrachtung des Phdnomens als Folge einer ausbleibenden
Interferenz zwischen hippocampalen und striatalen Regionen ist zwar schlissig, bleibt je-
doch eine unspezifische und daher auch nur eine relativ oberflachliche Erklarung. Aus die-
sem Grund soll hier die Interaktion zwischen der Hippocampus-Formation und dem DMS
sowie DLS naher beleuchtet werden, um dann einen weiteren Interpretationsansatz fur die
gefundenen Ergebnisse darlegen zu kdénnen.
Die Autoren Gruber und McDonald beschreiben in einem Ubersichtsartikel aus dem
Jahr 2012 ein Netzwerk aus verschiedenen Hirnarealen im Gehirn der Ratte, welches moti-
vationale, bewusste und unbewusste Verhaltensablaufe kontrolliert und steuert (siehe Abbil-
dung 5). FlUr das Striatum als zentrale Schnittstelle dieses Netzwerks postulieren sie drei
funktionell getrennte Absch®pAirtetad:n,1 weDadedorf g0l
rung komplexer Bewegungsablaufe und habits verantwortlich ist (egozentrisches Referenz-
system; S-R-Assozi ationssystem). 2. Bar se adl ofir, s owneelidci hael se  FA
téat in Bezug auf verschiedene Verhaltensstrategien und zielorientierte Verhaltensablaufe
vermittelt (allozentrisches Referenzssystem, R-O-Assoziationssystem). 3. Das ventrale Am-i
bi sche Arealin, welches den Kern und die Schal enrt
und u.a. mit der Bewertung von Belohnung/Bestrafung, Kontextualisierung von sensorischen
Informationen, sowie Pawlowscher Konditionierung in Verbindung gebracht wird. Diese drei
Areale erhalten Projektionen aus dem Neokortex, der Hippocampus-Formation, der Amygda-
la und dem Hypothalamus. Auf die Verarbeitung der eingehenden Informationen folgt die
Weitergabe an nachgeschaltete Strukturen wie Thalamus, Teilbereiche des Neokortex und
der Substantia nigra. Die anschlieRende Informationsweitergabe erfolgt an das motorische

System und resultiert letztendlich in dem Ausfuhren von Verhaltensablaufen.
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Abbildung 5: Modell des neuronalen Netzwerks von ausgewahliten Verbindunge n zwischen verschiedenen Hirnstrukt  u-
ren, die Einfluss auf die Verhaltenskontrolle bei Nagetieren ausiiben (aus Gruber und McDonald 2012). Vier anatomisch

bzw. drei funktionell unterteilte Regionen des Striatum sind mit Abkiirzungen und einem Farbgradienten markiert. Der Farbgra-
dient kennzeichnet die zur Tabelle korrespondierenden, afferenten Projektionsbahnen (nach Voorn et al. 2004) und ein &hnli-
cher Farbegrad in unterschiedlichen Strukturen reprasentiert eine vergleichbare Topographie der Projektionsbahnen. Die zuge-
spitzten Pfeile zeigen konvergenten Informationseingang in Abhangigkeit der Pfeildicke. Abkiirzungen der Tabelle: Stimulus (S),
Kontext (C), emotionale/motivationale Konsequenz (Oa), Reaktion (R), instrumentelle, zielorientierte Konsequenz (O). Abkiir-
zungen des Schaubilds: Dorsolaterales Striatum (DLS), dorsomediales Striatum (DMS), Kern des Nucleus accumbens im vent-
ralen Striatum (VSc), Schalenregion des Nucleus accumbens (VSs), ventrales Tegmentum (VTA), Substantia nigra pars com-
pacta (SNc), Substantia nigra pars reticulata (SNr), Globus pallidus (P), subthalamischer Kern (STN), dorsaler Hippocampus
(dH), ventraler Hippocampus (vH), entorhinaler Kortex (ENT), basolateraler Kern der Amygdala (BLA), zentraler Kern der
Amygdala (CN), infralimbischer Kortex (IL), pralimbischer Kortex (PL), orbitofrontaler Kortex (OF), Gyrus cinguli (CG), parietaler
Kortex (PP), somatomotorischer Kortex (SMA), Dopaminrezeptor (D1 und D2).

Die Hippocampus-Formation erhalt in groem Umfang sensorische Informationen aus allen
kortikalen Hirnarealen, die im Zusammenhang mit der sensorischen Informationsverarbei-
tung stehen (Lavenex und Amaral 2000; Witter und Amaral 2004). Diese Informationen wer-
den Uber die perirhinalen und entorhinalen Kortizes an die Hauptstruktur des Hippocampus
weitergeleitet und dort entlang der septo-temporalen Achse verarbeitet (Bast und Feldon
2003; Bast et al. 2009). Der Informationsausgang erfolgt unterschiedlich entlang der septo-

temporalen Achse: Der dorsale (septale) Hippocampus projiziert vorrangig in Strukturen des

Temporallappens, wie Subiculum und entorhinaler Kortex, welche dann wiederum in neokor-
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tikale (z.B. prafrontaler Kortex und Gyrus cinguli) und striatale Areale projizieren. So erhalt
das DMS indirekte Informationseingange des dorsalen Hippocampus durch Projektionen des
entorhinalen Kortex und den posterioren Gyrus cinguli (Sutherland et al. 1988; Lavenex und
Amaral 2000; Cenquizca und Swanson 2007). Da der dorsale/intermedidre Hippocampus
wichtige Funktionen bei der Verarbeitung kontextabhangiger sowie relationaler Informationen
und Assoziationen Ubernimmt und Uber indirekte Projektionen mit dem DMS in Verbindung
steht, ist zu vermuten, dass ein Verlust dorsaler Hippocampus-Funktionen einen negativen
Einfluss auf die Informationsverarbeitung in Arealen des DMS hat.

Studien zeigen, dass der Hippocampus eine wichtige Rolle fur die Verhaltensflexibilitat
spielt (z.B. bei win-shift Aufgaben: Packard und McGaugh 1996; Packard und Knowlton
2002) und sich die Frequenzen der neuronalen Erregungsmuster des Striatum und Hippo-
campus beim Lernen von prozeduralen Aufgaben angleichen bzw. synchronisieren (De-
Coteau et al. 2007). Die Interaktion zwischen Hippocampus und DMS ist entscheidend fur
die Verarbeitung allozentrischer Orientierung und Wahrnehmung (McDonald und White
1994; Devan und White 1999; Packard 1999), sowie dem Erkennen von sich verandernden
R-O-Kontingenzen (Lex und Hauber 2010). Im Gegenzug konkurrieren das allozentrische
System aus Hippocampus und DMS und das egozentrische DLS-System um die
Verhaltenskontrolle (Gruber und McDonald 2012), weshalb auch hier ein Interferenz-Effekt
zu erwarten ist.

Das in dieser Arbeit verwendete Paradigma des SRTT verlangt priméar prozedurale Ge-
dachtnisleistungen und das Verhalten der Versuchstiere wird besonders wéhrend der
Shaping- und zu Beginn der Trainingsphase durch R-O-Assoziationen vermittelt. Wie jedoch
bereits gezeigt werden konnte, ist im Verlauf einer andauernden Trainingsphase eine Verla-
gerung der Verhaltenskontrolle auf S-R-Assoziationen und somit auf das habit-System bzw.
auf das DLS zu erwarten (Graybiel 2008). Eine solche Verlagerung wirde sich in einer Re-
duktion der Verhaltensflexibilitait und einer erhdhten Extinktionsresistenz ausdriicken. Zu-
satzlich sollte allozentrisches Verhalten, d.h. basierend auf externen Veradnderungen (z.B.
der Umgebung oder von diskriminativen Hinweisreizen), mit zunehmender Verhaltenskontrol-
le durch das DLS, eine untergeordnete Rolle gegenliber egozentrischem Verhalten spielen.
Zielgerichtes Lernen und Verhalten, welches vom Wert einer Belohnung abhéngig ist, wirde
somit einen geringeren Anteil an der Kontrolle des ausgefiihrten Verhaltens haben.

In diesem funktionellen und anatomischen Netzwerk aus Hippocampus-Formation, Neo-
kortex und DMS ubernimmt der dorsale Teil des Hippocampus mdglicherweise die Rolle ei-
nes Signalgebers fur bisher unbekannte Informationen oder Informationen tber Veranderun-
gen der Umwelt und ist fur die Kontextualisierung dieser Informationen verantwortlich. Diese
Informationen werden an neokortikale und striatale Areale weitervermittelt und sind ent-

scheidend fir die allozentrische Orientierung und Wahrnehmung der Ratte. Fehlen diese
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Informationen bzw. existiert ein funktionelles Defizit in der Hippocampus-Formation, kommt
es zu einer beschleunigten Ubertragung der Verhaltenskontrolle an das DLS und damit zu
einer starkeren und friheren Ausbildung eines habits bei andauerndem, instrumentellem
Training. Wenn es durch die Schadigung des dorsalen Hipppocampus bei den Versuchstie-
ren dieser Arbeit zu einer starkeren und friiheren Ausbildung eines habits gekommen ist,
wirde dies erklaren, warum die Ratten der jeweiligen Experimentalgruppen eine hohere Ex-
tinktionsresistenz 7 mit und ohne Devaluation der Futterbelohnung i zeigten und sich nur
deutlich verzogert verandernden R-O-Kontingenzen anpassen konnten. Die Tiere der L&si-
onsgruppe waren jedoch sowohl in der Lage, die Anforderungen des SRTT durch initiale R-
O-Assoziationen zu lernen, als auch nach einer andauernden Konfrontation mit stetig wech-
selnden Kontingenzen zwischen Reaktion und Konsequenz ihr Verhalten anzupassen. Der
Verlust dorsaler Hippocampus-Funktionen reduzierte also die Sensitivitat der Versuchstiere
gegenlber Situationen, in denen unterschiedliche Verhaltensstrategien vorteilhaft waren, lies
aber die eigentliche Funktionalitat des DMS intakt.

Zusatzlich kénnte eine Reduzierung der allozentrischen Orientierung und Wahrnehmung
erklaren, warum Ratten mit einer Lasion des dorsalen Hippocampus nach andauerndem
Training ihr nicht-aufgabenbezogenes Verhalten reduzierten. Das Putzverhalten von Ratten
wird primar von Neuronen des DLS gesteuert (Aldrige und Berridge 1998) und Veranderun-
gen des dopaminergen Systems kdnnen die Intensitat des Putzverhaltens modulieren (Berri-
dge et al. 2005). Eine Verschiebung der Verhaltenskontrolle auf das DLS kdnnte auch eine
Anpassung der Dopamin-bedingten Signaltransduktion nach sich ziehen, welche sich dann
in Veranderungen der Art oder der Haufigkeit des Auftretens von inharenten Verhaltenswei-
sen wie Aufrichte-, Schnuffel- oder Putzverhalten ausdriicken konnte.

Die identischen Reaktionszeiten und Genauigkeiten von Kontroll- und L&sionsgruppen
im spateren Verlauf des SRTT-Trainings lassen im Zusammenhang mit den gleichzeitig re-
duzierten Versuchszeiten und Nachverstarkungspausen der Lasionsgruppen den Schluss
zu, dass die beobachteten Leistungsverbesserungen primar ein Resultat von Lasions-
bedingten Veranderungen von Verhaltensablaufen und nicht von einer eigentlichen Verbes-
serungen der Lernprozesse war. Verhaltensablaufe, welche starker der Kontrolle des habit-
Systems unterliegen, erzeugten fir die betroffenen Ratten offenbar einen Vorteil im Rahmen
der Anforderungen des SRTT.

5.3. Ausblick

Aufgrund der dreimaligen Replikation des Befundes einer prozeduralen Leistungsverbesse-
rung nach der Lasion des dorsalen Hippocampus, wie er in der Studie von Eckart et al.
(2012) gezeigt wurde, kann von einem nachweislich gesicherten Effekt ausgegangen wer-
den. Inwiefern dieser Effekt jedoch in anderen instrumentellen Lern- und Gedachtnisaufga-

ben als dem SRTT auffindbar ist und welcher kausale Zusammenhang zwischen der proze-
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duralen Leistungsverbesserung und dem funktionellen Verlust des dorsalen Hippocampus

besteht, bleiben weiterhin offene Fragen. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich

folgende Ansatze fir zukinftige Untersuchungen:

1

T

Um die Frage zu klaren, ob eine L&asion des dorsalen Hippocampus primér einen Ef-
fekt auf die eigentlichen Lernprozesse, auf das Abrufen der Lerninhalte oder auf die
Veradnderungen von Verhaltensablaufen hat, die sich im Kontext des SRTT als vor-
teilhaft erweisen, sollten die Zeitpunkte der Hirnlasion variiert werden. Eine L&sion
kénnte z.B. erst nach Abschluss des SRTT-Trainings vorgenommen werden. Eine
anschlie3ende Verénderung der Leistung im SRTT konnte dann nicht auf einen Ef-
fekt in Bezug auf die eigentlichen Lernprozesse zuriickzufihren sein. Lasionen nach
der Shaping- und vor der Trainingsphase oder Lasionen zu verschiedenen Zeitpunk-
ten innerhalb der Trainingsphase kénnten ebenfalls weitere Erklarungen fir die Ursa-
chen der beobachteten Leistungsverbesserungen und Verhaltensveranderungen lie-
fern. Eine zeitlich begrenzte, pharmakologische Deaktivierung des Hippocampus, ggf.
durch den Einsatz optogenetischer Verfahren, zu verschiedenen Zeitpunkten der
Trainingsperiode ist zusatzlich zu empfehlen, da sich so die Moglichkeiten der Da-
tenerhebung flexibler gestalten lassen. Auch lieen sich hiermit einige lasions-
spezifische Artefaktquellen ausschliel3en.

Die Rolle neokortikaler Areale sollte zusatzlich untersucht werden. Unter der Annah-
me , dass die von der AMul t-Thpdriepostbertea Infere |
aktionen oder Interferenzen zwischen verschiedenen Gedachtnissystemen auf der
Ebene des Neokortex (wie z.B. prafrontaler Kortex oder Gyrus cinguli) korrekt sind,
mussten sich vergleichbare Leistungsverbesserungen finden lassen, wenn Faserver-
bindungen vom dorsalen Hippocampus oder angrenzenden Arealen zu Strukturen
des Neokortex permanent oder temporér ausgeschaltet werden.

Weitere Verhaltensuntersuchungen an Versuchstieren mit dorsalen Hippocampus-
Lasionen sind anzuraten, vor allem nach einem fortgeschrittenen, instrumentellen
Training. Die erhobenen Verhaltensdaten aus Studie 2 deuten auf signifikante Veran-
derungen des nicht-aufgabenbezogenen Verhaltens nach andauerndem Training im
SRTT hin, welche mdéglicherweise mit einer starkeren Tendenz zur Ausbildung von
habits bei Versuchstieren mit dorsalen Hippocampus-Lasionen zusammenhangen.
Zusatzlich sollten neurophysiologische Veranderungen des DMS und DLS nach an-
dauerndem SRTT-Training analysiert werden. Hierzu konnten histologische und
elektrophysiologische Messmethoden in Betracht gezogen werden. Mogliche Befun-
de wéren z.B. Veradnderungen neuronaler Erregungsmuster oder der Dopamin-

bedingten Signaltransduktion.
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5.4. Fazit

Mit der vorliegenden Arbeit konnte der Befund einer prozeduralen Leistungsverbesserung
nach der exzitotoxischen L&sion des dorsalen Hippocampus repliziert und gefestigt werden.
Im Zusammenhang mit diesen Resultaten konnte auf3erdem ein verandertes Verhaltensprofil
der betroffenen Ratten aufgezeigt werden, welches auf eine Verschiebung der Verhaltens-
kontrolle innerhalb des Striatum hinweist. Auf Basis dieser empirischen Befunde kdnnen wei-
tere Ansétze verfolgt werden, um die Interaktionen zwischen hippocampalen, striatalen und
neokortikalen Arealen umfassender zu untersuchen. Der Fokus zukinftiger Studien sollte
hierbei nicht nur auf beobachtbaren Verhaltensverdnderungen nach einer Hirnlasion liegen,
sondern auch die Mdglichkeit morphologischer und physiologischer Anpassungen in angren-

zenden Hirnstrukturen in Betracht ziehen und untersuchen.
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Abstract It is widely agreed upon that hippocampal
function is linked to episodic-like and spatial memory across
various species, for example, rodents. However, the inter-
play between hippocampal function and other types of
learning and memory, like procedural stimulus-response or
sequential learning, is less clear. Recently (Eckart et al. in
Hippocampus 22:1202-1214, 2012), we showed that exci-
totoxic hippocampal lesions, which mainly affected its
dorsal part, led not only to the expected deficits in a spatial
and episodic-like memory task, namely the object place
recognition test, but also to substantial improvements in
terms of speed and accuracy in a rat adaption of the human
sequential reaction time task (SRTT). The design of that
experiment, however, which included fixed test durations
per training day, led to the fact that lesioned animals gained
more instrumental experience, which may partly have
accounted for their enhanced performance. In order to rule
out such a potential confound, we performed the present
experiment on rats with similar ibotenic lesions aiming at
the dorsal hippocampus, but we now kept the amount of
correct instrumental responses and reinforcements on the
same level as in controls. Our data revealed that lesioned
animals were still able to complete the SRTT in a substan-
tially smaller amount of time, when compared to control and
sham-operated animals, although no differences were
observable in terms of speed or accuracy. Also, the animals
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with lesions showed impaired extinction in a subsequent test
where rewards were omitted. The former effect can pri-
marily be attributed to shorter post-reinforcement pauses in
the lesioned animals, and the possible mechanisms of this
and the extinction effect will be addressed in the discussion.

Keywords Sequential learning - Excitotoxic lesions -
Dorsal hippocampus - SRTT - Declarative memory - Rat

Introduction

Since White and McDonald (2002) proposed their “multiple
parallel memory theory,” in which they stated the existence
of a competitive interaction between declarative (e.g. spatial
learning and memory in animals) and non-declarative
memory systems represented by the hippocampus, the dorsal
striatum, and the amygdala, respectively, evidence sup-
porting this theory has been accumulated (McDonald et al.
2004, 2007; Gruber and McDonald 2012; McDonald and
White 2013; White et al. 2013).

Regarding the possible interplay of these brain struc-
tures, strong evidence for competitive interaction between
the dorsal striatal and hippocampal learning and memory
system was presented in a study by McDonald and White
(1994), in which rats with dorsal striatal versus hip-
pocampal lesions showed different strategies (cue-response
or place-response) of reaching a platform in a Morris water
task, while control animals chose both strategies in an
equal distribution. In parallel with direct competitive
interaction, White and McDonald (2002) suggested that
there could also be an output competition between memory
systems, namely at the level of the prefrontal cortex.
Several neurotoxic lesion and microinfusion studies have
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supported this hypothesis (Killcross and Coutureau 2003;
Coutureau and Killcross 2003; McDonald et al. 2007; Tait
and Brown 2007), and other evidence suggests that pre-
frontal neurons coordinate and predict which kind of
strategy (hippocampus-based place-learning response or
dorsolateral striatum-based egocentric response) a rat will
use in a plus-maze learning task (Rich and Shapiro 2007,
2009). Overall, the current evidence suggests that lesions
or temporary inactivation of structures that are part of these
interacting memory systems, lead to deficits in behavioural
flexibility, but can have other adverse or even beneficial
effects (Wirth et al. 1998, Cheung and Cardinal 2005; Ito
et al. 2005) depending on the given task.

On a further note, functional differences of the hip-
pocampus were proposed (Ferbinteanu and McDonald
2000; Bast and Feldon 2003; Bast et al. 2009; Gruber and
McDonald 2012) which are also of importance in order to
understand the theory of interacting memory systems
mentioned above. While the dorsal hippocampus has been
associated preferentially with spatial and relational learn-
ing (Fanselow and Dong 2010), as well as timing processes
(Tam et al. 2015), the ventral hippocampal connections to
amygdala, prefrontal cortex, and nucleus accumbens
(Kelley and Domesick 1982; Verwer et al. 1997; Pitkidnen
et al. 2000) are probably responsible for influencing and
facilitating sensorimotor processes (Bast and Feldon 2003),
as well as fear conditioning (Bast et al. 2001; Zhang et al.
2001). It can therefore be assumed that inactivation of the
dorsal hippocampus may primarily change behaviour that
relies strongly on sensory input and procedures that are part
of the processing of contextual information in a given
learning task, as well as behaviour that is sensitive to
temporal aspects of learning and performance (e.g.
response timing).

Eckart et al. (2010a, b) showed that sequential learning,
a type of procedural, i.e. non-declarative learning, is
dependent on the availability of striatal dopamine and can
therefore be impaired in rats by lesions of the basal ganglia.
While the role of the hippocampus still remains ambiguous
in this context, several studies have shown that impairment
of the hippocampus may not only spare sequential learning
abilities in humans (Nissen 1987; Hopkins et al. 2004;
Nagy et al. 2007) but may even increase performance in
sequential learning tasks that only require minimal spatial
cues in rats (Compton 2004; Eckart et al. 2012; Will et al.
2013). This boosting effect is probably due to the reason
that the lesion prevented the competitive impact of the
hippocampus in a procedural task which requires no hip-
pocampal information processing.

Continuing on our previous study (Eckart et al. 2012),
the present study investigated the effects of ibotenic acid
lesions aimed at the dorsal hippocampus on sequential
behaviour, as assessed with our food-reinforced rodent
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version of the SRTT (Domenger and Schwarting 2005,
2006, 2007, 2008; Schwarting 2009). Three groups (le-
sioned animals, sham-injected animals, and control ani-
mals) were trained in the SRTT on a specific sequence
under a fixed ratio schedule (FR13 run) until they reached a
stable level of performance. After training, three tests were
conducted. First, we presented violated sequences that
skipped one sequential item on distinct positions in the
presented FR13 run (sequence violation test). In a second
test, sequential performance was tested against random
stimulus presentation (S-R test). During the third and final
test, food was omitted after a fixed amount of FR13 runs to
investigate behaviour under extinction conditions.

Even though our previous findings showed superior
sequential performance in hippocampus lesioned animals
during the SRTT, in comparison to sham and control
animals, the underlying mechanism causing the substan-
tial increase in learning performance remained partly
unclear. Since training lasted 20 min per day, lesionded
animals, which were faster than sham or control animals,
gained more learning experienced, since they completed a
greater amount of FR13 runs in the same period of time.
In order to avoid this confound, we changed the testing
schedule during the SRTT to a fixed amount of 20 FR13
runs per day, leading to the same amount of training and
learning experience for every individual over the whole
training period. Additionally, this procedure allowed us to
analyse differences in the time each animal needed to
complete all FR13 runs per trial (session time). If the
assumption is correct that our previous hippocampal
lesion effects on SRTT performance were due to differ-
ences in training amount, then one should expect that
providing identical training amounts in term of FR13 runs
should abolish the previously observed boosting effect of
the lesion. In order to extend our analyses of hippocampal
lesion effects on performance in the SRTT tasks, we
added an extinction test, since previous studies in
instrumental tasks showed that hippocampal lesions may
lead to impaired extinction (Coover et al. 1971; Hirsh
1974; Rawlins et al. 1980).

Materials and Methods
Animals and Maintenance

Twenty-two male Wistar rats (Harlan Laboratories GmbH,
Netherlands), weighing 250-274 g on the day of surgery,
were used. They were kept in an animal room (21-25 °C;
31-47 % humidity) under a 12:12 h light/dark cycle and
were housed individually with ad libitum access to water.
After their arrival, the animals were handled on the first
three days (5 min each). Experiments were conducted in
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accordance with the ethical regulations for animal experi-
mentation at the Philipps-University of Marburg.

Surgery

Surgery was performed under isoflurane (Baxter Deutsch-
land GmbH, Germany) anaesthesia. The coordinates from
bregma and the injection volumes for hippocampus lesion
were adopted from Bast et al. (2009) and are summarized
in Table 1. Injections were made using a home-made
injection system with a 1 pl SGE syringe (26 ga, 0.47 mm
diam. needle; SGE Analytical Science) that was connected
via a polyethylene tube (0.38 mm x 1.09 mm diam.;
Plastics One Inc., USA) to the injection cannula (gauge 26,
Plastics One Inc., USA). After each injection, the syringe
remained in place for about 2 min to allow the neurotoxin
to diffuse. The lesion group (n = 8) was injected with
ibotenic acid (10 mg/ml in 0.1 M phosphate-buffered sal-
ine; RandD Systems GmbH, Germany). The sham group
(n = 7) underwent the same surgical procedure but was
injected only with phosphate-buffered saline. The control
group (n = 7) was not anaesthetized or underwent surgery.
After surgery, the animals were given 14 days to recover.

Exploration time displaced object

without any test objects for 20 min each. Diffuse white
light provided an illumination density of approximately 5
lux at the centre of the box. Twenty four hours after the
habituation session, the actual test was conducted. Each rat
was presented with two identical sample objects in the first
(T,) and second (T5) trials. For each rat, we used two silver
iron cylinders (5 cm in diameter, 8 cm high). In T, each
object was placed in one of the back corners of the box,
with the objects situated 15 cm away from the walls. Prior
to T, one of the objects was displaced to one of the front
corners of the activity box. In T, and T, the animal was
placed near the front wall and allowed to explore apparatus
and objects for 5 min. During the inter-trial interval, the
animal was returned to its home cage for 15 min. Beha-
viour was assessed by measuring distance travelled and
time of object exploration. Object exploration was scored
when the animal’s nose touched the object or when its head
was directed towards it within a distance of 5 cm. The
object place recognition data were analysed with the
VIEWER2™ programme (Biobserve GmbH, Germany). For
statistical analysis, the discrimination ratio during T, was
calculated as follows (Bevins and Besheer 20006):

Exploration time displaced object + Exploration time stationary object

Object Place Recognition Test

The principle set-up and the procedures of the object place
recognition test have been described previously (Eckart
et al. 2012). In short, 14 days after surgery, the animals
were habituated to the test apparatus (home-made open
field, 60 x 60 x 40 cm) by placing them into the box

Table 1 Injection coordinates adopted from Bast et al. (2009)

AP (mm from ML (mm from V (mm Volume
bregma) bregma) from dura) (ul)
—-24 +1.0 -32 0,05
=3 +3.0 -29 0,1
+1.4 =23 0,05
-3,1 0,05
—4 +3.7 -2,7 0,1
+2,6 -2,0 0,05
—3,0 0,05
-5 +5 —4.0 0,05
+3.9 -3.1 0,05

SRTT

Training started 21 days after surgery. During this time
period, the animals were food-deprived and received food
only during (food pellets, see below) and directly after
daily instrumental sessions (Altomin rat chow; Altrumin,
Germany), which took place between 9:00 am and 4:00 pm
(CET; i.e. the light phase). In order to ensure that the
animals maintained 80-85 % of their free feeding weight,
they were fed individually after their instrumental sessions
with weighted portions of Altromin chow according to
their body weight.

For SRTT training and testing (for details see Domenger
and Schwarting 2008; Eckart et al. 2012), we used modi-
fied operant chambers (MedAssociates Inc., UK) with four
LED-equipped holes (i.e. nose-poke holes) arranged in a
small recess in a semi-elliptic way tilted towards the pellet-
receptacle (photographs of the set-up can be found in
Schwarting 2009). The holes were numbered as follows:
(1) upper left, (2) upper right, (3) bottom left, and (4)
bottom right. The pellet-receptacle was connected to a
dispenser, which delivered adjustable pellet amounts
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(dustless precision pellets, 45 mg each; Bioserve, Bilaney
Consultants, Germany). During the training session, the
animals had to respond to visual stimuli by poking into the
illuminated (i.e. active) hole. After a correct response, the
light was immediately lit in another hole. The order of the
illuminated holes was either pseudo-random (i.e. the same
hole was never lit twice in a row) or followed a 12-item-
sequence (3-2-4-1-3-4-2-1-2-3-1-4), which is a so-called
second-order conditional sequence (Reed and Johnson
1994) since at least two consecutive items are necessary to
predict the next one. Responding was reinforced on a fixed
ratio schedule of 13 (FR 13), i.e. the reward was delivered
after every 13th correct poke. The FR13 schedule com-
bined with a 12-item-sequence ensured that sequence and
reinforcement were dissociated, i.e. specific items or parts
of the sequence could not be associated with reward
delivery.

Basic Training

The basic training and shaping procedures have been
described previously (Eckart et al. 2012). In short, the
animals were trained daily (20 min each) until they reached
the criterion of FR 13. Basic training, which was controlled
by the investigator who always ran four animals simulta-
neously, consisted of three different shaping phases. The
first phase was started by placing the animals into the
operant chamber, where hole 3 was illuminated and rein-
forced on FR 1. Animals were shaped until they showed a
stable level of poking into hole 3 and subsequent food
consumption. When this criterion was reached, the proce-
dure was repeated with the other holes in the following
succession: 3-4-2-1. Incorrect pokes (i.e. pokes into any
non-lit hole) resulted in a discriminative stimulus by
turning on a bright light (house light) and a high-pitched
tone (duration: 2s). In the second shaping phase, the
number of pokes before switching the position of the active
hole was gradually decreased, until the position was swit-
ched after each correct poke. In the third shaping phase, the
FR criterion was gradually increased, until the animals
reached the necessary FR 13 criterion. Afterwards, a 5 s
time limit for poking was applied, i.e. the active hole was
illuminated until the animal poked (correct or incorrect) or
until the 5 s time limit had expired (termed omission).

SRTT Training

Using the FR 13, the animals were trained daily for an
amount of 20 complete FR13 runs, i.e. the number of
reinforced runs was identical between subjects, whereas
depending on speed and/or accuracy of each subject, the
test duration differed. Training proceeded until all groups
showed stable levels of performance in terms of no further
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significant changes in reaction time, response accuracy, or
total session time over three consecutive days. This level
was reached after 17 days of training.

Analysed Parameters

Incorrect/Correct Pokes: All pokes into non-illuminated
holes, excluding double pokes (two pokes into the same
hole within 1 s) were termed “incorrect pokes.” All pokes
into illuminated (i.e. active) holes within the 5 s time limit
were termed “correct pokes”. Response accuracy (Acc.):
Here, we calculated the percentage of correct pokes from
the total pokes (correct and incorrect pokes). Reaction time
(RT): For RT analysis, only correct pokes on FR positions
2-13 were taken into account. The latency until the first
nose-poke after reward delivery was analysed separately,
since it is determined by the post-reinforcement pause
(PRP) and therefore substantially longer than all following
responses of an FR run. Session time: The time required to
complete 20 FR runs.

Sequence Violation Test

In this test, which was conducted on day 18, the stimuli
were presented in the trained sequential order, but 6 out of
the 20 FR 13 runs were violated by skipping the item on the
9th FR position (Domenger and Schwarting 2007). By
linking the violations to the FR, the errors occurred on
different positions of the sequence. We analysed the effects
of violation on reaction times and the amount of errors
made by the animals. After this test, three more days of
SRTT training were conducted before the subsequent test
was performed.

S—R Test

During this test, which was performed on day 22, condi-
tions alternated between two sequence blocks of 10
sequential and 10 random stimulus presentations. The time
limit for responding was 5 s, but the active hole was only
illuminated for | s. In this test, performance should be
superior during sequential stimulus presentation, i.e. faster
RTs and higher accuracy. After this test, three more days of
SRTT training were conducted before the subsequent test
was performed.

Extinction Test

In this test, which was performed on day 26, the same
FR13 schedule as during the SRTT training was used, but
reward omission started after completion of the 11th FR13
run. In contrast to SRTT training, there was no limit in the
amount of FR13 runs to complete. The programme stopped
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automatically if an animal had ceased poking for at least
5 min (cut-off). Total time needed to complete each FR13
run (time per run) and RTs were analysed and compared
between the groups.

Histological Analysis

At the end of the experiment, the rats were deeply anaes-
thetized with sodium-pentobarbital (Release 300 mg/ml,
WDT, Germany) and perfused transcardially with 0.9 %
saline and 4 % paraformaldehyde in 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.4. Brains were removed, post-fixed, and cryo-
protected (4 % paraformaldehyde—30 % sucrose solution,
home-made). Coronal sections of 50 um were cut on a
cryostat (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Germany).
Every fourth slice was mounted on a glass slide and stained
with cresylviolet. Planimetric measurement was used in
order to quantify the cross-sectional area of the hip-
pocampus for all 22 brains on an Axio Imager.M2 micro-
scope (Zeiss, Germany) with a magnification of 2.5x.
For each brain, the area (um?) of the remaining intact
hippocampal tissue (CA1-3 fields, dentate gyrus; excluding
the subiculum) in the left and right hemisphere was man-
ually traced with Stereo Investigator 9 (MicroBrightField
Inc., USA). In order to derive the estimated volumes
(mm?®), the area values for each hemisphere were summed
and then multiplied with the slice thickness. Mean values
of the control and sham group were defined as baseline
(100 %) and used for comparison with the lesion group.

Statistical Analysis

The statistical analysis was done using SPSS (Version
19.0). All data were checked for normal distribution by
Kruskal-Wallis tests. Since they fitted the normal distri-
bution, only parametric tests were applied, i.e. t tests,
ANOVAs (Greenhouse-Geisser-corrected if a violation of
sphericity was present) and Tukey-corrected post-hoc tests.
The second trial of the object place recognition test was
analysed by one-tailed t tests (because of the directional
hypothesis of an impairment in the lesion group). For this
test, the mean discrimination ratios were compared
between groups as well as the differences of the mean
discrimination ratio from chance. Results from the
extinction test were also analysed by one-tailed t tests since
we expected impaired extinction in the lesion group. Here,
averaged RTs and times per run of different segments of
the extinction test between all groups were compared. In
the sequence violation test, RTs at the 9th-position of
violated versus non-violated sequences, as well as RTs at
the violated 9th-position versus the preceding 8th position
were compared by two-tailed t tests. In order to control for
the family-wise error rate, all multiple comparisons, which

were not automatically corrected by SPSS, were manually
Bonferroni-Holm-corrected and respective p values were
labelled with p,q;. For the calculation of the RTs, only
correct pokes (i.e. into illuminated holes) were taken into
account. For accuracy, we calculated the percentage of
correct pokes from the total pokes (correct and incorrect
pokes). P values were defined as follows: <0.05 significant;
<0.1 trend; >0.1 no difference. All results are expressed as
mean £+ SEM.

Results
Hippocampal Tissue Reduction

Histological analysis (Fig. 1) descriptively showed distinct
lesions of the dorsal hippocampus in all animals of the
lesion group plus minor damage of the ventral hippocam-
pus and bordering neocortex (prevalently near the injection
tracts) in some of the lesioned animals. Furthermore,
damage of the dorsal but not the ventral subiculum was
visible in all lesioned animals. In all subjects of the sham
group, injection tracts were visible, but no gross hip-
pocampal damage was observable.

Histological analysis of the 22 brains revealed total
hippocampal estimated volume reductions in the lesion
group as compared to controls (left: —58.22 + 5.44 %,
right: —47.88 + 3.22 %) and sham-operated rats (left:
—50.27 &+ 6.36 %, right: —45.73 £ 4.28 %). In addition,
comparison of the total hippocampus tissue between control
and sham group showed smaller estimated volumes in both
hemispheres of the sham animals (left: —15.98 + 3.42 %,
right: —3.96 £+ 1.97 %). Statistical analysis of the summed
estimated volumes for both hemispheres revealed signifi-
cant group differences (F>.;9 = 96.636; p < 0.001). Sub-
sequent post-hoc tests showed significant differences
between lesion and control group (p < 0.001), as well as
between lesion and sham group (p < 0.001), but not
between control and sham animals (p = 0.153).

Object Place Recognition Test

During T,, none of the groups showed a preference in
exploratory behaviour towards one of the objects nor did the
groups differ in the time spent exploring the objects as
indicated by an ANOVA with groups as between group
factor and objects as repeated measurement factor (group
factor: Fs.0 = 0.402; p = 0.675; repeated measurement
factor: Fy. 1o = 0.001;p = 0.971), whereas there was a trend
for an interaction between these factors (F,.;o = 3.467;
p = 0.052). Exploration time of object | was 17.43 &+ 1.54 s
(control); 17.00 £ 2.61 s (sham); and 19.00 £ 1.19 s (le-
sion), and exploration time of object 2 was 17.43 4+ 1.83 s
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Fig. 1 Examples of cresylviolet stained brain sections from each
group. Pictures were obtained by using an Axio Imager.M2 micro-
scope (Zeiss, Germany). Twelve pictures per slice were taken (2.5x
zoom) and where composed into one picture afterwards. The control
animal shows an intact dorsal hippocampus, while intense tissue
damage is apparent in case of the lesion. Minor tissue damage, caused
by the injection tracks, is visible in the sham example

(control); 21.14 £ 2.49 s (sham);
(lesion).

During T», the groups showed the following exploration
times (A) of the displaced object: 13.43 + 2.18 s (control);
13.57 + 1.75 s (sham); and 12.13 + 2.66 s (lesion) and
(B) of the stationary object: 8.43 + 1.57 s (control);
7.57 £ 0.68 s (sham); 11.50 = 1.56 s (lesion). Statistical

and 15.00 &£ 2.29 s
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analysis of the mean discrimination ratio (Fig. 2) revealed
a significantly lower relative preference of the lesion group
towards the displaced object as compared to controls
(113 = 2.34; pagj = 0.039) and the sham group (7,3 = 2.88;
Pagj = 0.035). The discrimination ratios of the control and
the sham group differed significantly from chance (control:
16 = 3.768; pagj = 0.036; sham: 15 = 5.793; pag; = 0.0006),
while the lesion group showed no such difference

(t = 0.178; pog; > 0.1)
SRTT

During the 17-day training period, RTs of the correct pokes
(Fig. 3) decreased over days and became asymptotic in all
groups (factor days: F3 31,6205 = 51.963; p < 0.001). The
lesion group descriptively showed slightly faster RTs at the
beginning of the training period, and these differences
diminished over time. Statistically, there was no significant
group difference (17-day training period; factor groups:
Fr,9 = 2.889; p = 0.080), but a significant interaction
between training days and groups (Fge3.62095 = 3.677;
p = 0.003). Post-hoc tests on the first and the last training
days revealed a significant difference between lesion and
sham group on training day 1 (p.q; = 0.005), while there
were no significant group differences on day 17.
Response accuracy (Fig. 4) increased over training in all
three groups (factor days: F390.74.16 = 14.531; p < 0.001).
There were no significant difference between groups
(Fa.10 = 0.837; p = 0.448) and no significant interaction
between training days and groups (Figi7a16 = 1.12;
p = 0.36). All groups reached a performance level of more
than 90 % correct pokes after about 12 days of training
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Fig. 2 Object place recognition test: discrimination ratio in Trial 2
(means + SEM), where one of the objects presented in Trial 1 was
displaced, whereas the other object was kept in place. Values above
0.5 indicate a preference towards the displaced object; chance
discrimination is indicated by the dashed line. *p,q; < 0.05 (between
groups); §pad_,- < 0.05, §§pndj < 0.01 (as compared with chance)
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