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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 DAS GLUTAMATERGE SYSTEM
1.1.1 Glutamat

Glutamate (Abb.1) sind Salze oder Ester der Aminosaure Glutaminsaure (2-Aminoglutar-
saure), aber auch in der Medizin und der Biologie, in der die Glutaminséure vor allem disso-
ziiert vorliegt, wird sie als Glutamat bezeichnet. Dabei kann die Glutaminséure in zwei
Spiegelbildisomeren, so genannten Enantiomeren, vorkommen, wobei sie in der Natur fast
nur in der Konfiguration des L-(+)-Glutamats vorliegt. In vielen Proteinen, beispielsweise des
Quarks und Getreides, kommt Glutaminséure in hoher Zahl vor. Aber auch im menschlichen
Korper ist sie als proteinogene Aminosaure Baustein vieler Proteine, Bestandteil des
Zellstoffwechsels und an der Bildung anderer Aminosauren beteiligt. Sie bindet das beim
Aminosaureabbau entstehende Zellgift Ammoniak und ist der wichtigste exzitatorische
Neurotransmitter im zentralen Nervensystem (ZNS) der Wirbeltiere. Glutamat ist im Gehirn
wahrscheinlich an fast allen physiologischen Ablaufen, wie beispielsweise Gedachtnis,
Lernen und Kognition, beteiligt (Danbolt, 2001), aber auch bei der Entwicklung des ZNS
(McDonald et Johnston, 1990; Vallano, 1998), der Ausbildung neuronaler Fortsatze (Pearce
et al., 1987; Rajan et Cline, 1998), der Aktivitait GABAerger Neuronen (van den Pol et al.,
1998) und der Neuronenmigration (Komuro et Rakic , 1993; Rossi et Slater , 1993). Auch in

der Peripherie ist es in Organen, Geweben und Endokrinum ein unverzichtbarer Transmitter.

0 0
HD/H\/\HLDH
NH,

Abb.1 Strukturformel des Glutamats.

Im Gehirn ist der erregende Neurotransmitter Glutamat die einzige Aminosaure, die dort
oxidiert, transaminiert, aminiert und zu y-Aminobuttersdure (GABA), dem wichtigsten
inhibitorischen Neurotransmitter, decarboxyliert werden kann. Zudem spielt Glutamat bei
vielen ZNS-Funktionen, wie motorischer, mnestischer und kognitiver Funktionen eine
entscheidende Rolle (Danbolt, 1994). Des Weiteren wird freies Natrium-Glutamat als
Geschmacksverstarker mit der Geschmacksrichtung ,umani‘, was auch als finfte
Geschmacksrichtung bezeichnet wird und vor allem in Verbindung mit Kochsalz einen

intensiven wirzig-fleischigen Geschmack vermittelt, hauptsachlich in Japan und China
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verwendet. Aber auch in vielen Fertigprodukten ist Glutamat unter der Bezeichnungen E620-
E625 zu finden.

Glutamat kann unter bestimmten Bedingungen toxisch wirken, indem es tUber Aktivierung
spezifischer Glutamatrezeptoren zu akutem oder chronischem Neuronenuntergang fihrt,
man spricht auch von der ,Exzitotoxizitat®. Bei dieser toxischen Wirkung, die sich
experimentell durch den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antagonisten (NMDAR-Antagonis-
ten), wie beispielsweise Ketamin, hemmen lasst, spielen vor allem die NMDA-Rezeptoren
(NMDAR) eine entscheidende Rolle, da deren Aktivierung zu einem Kalziumioneneinstrom
und damit letztendlich zur Aktivierung kataboler Enzyme fihrt. Dieser Mechanismus wird
zurzeit im Zusammenhang mit Hypoxie, Hypoglykamie, Ischamie, Traumen und chronischen
neurodegenerativen Erkrankungen, wie der alkoholassoziierten Gehirnatrophie, diskutiert
(Bleich et al., 2000).

1.1.2 Synthese, Metabolismus, Inaktivierung

Der Neurotransmitter Glutamat kann aus verschiedenen Quellen stammen. Da L-Glutamat
die Blut-Hirnschranke nicht passieren kann, wird das im ZNS vorkommende L-Glutamat

ausschlieBlich lokal in den Neuronen oder Gliazellen synthetisiert.

Zum einen kann Glutamat im so genannten Glutamatzyklus innerhalb des Citratzyklus aus
a-Ketoglutarsaure (2-Oxoglutarsdure) und Ammoniak gebildet werden. Dabei entsteht durch
Transaminierung Glutamat (Abb.2). Durch ein weiteres Ammoniumion kann Glutamat zu
dem Glutaminsynthetase-katalysiertem Glutamin metabolisiert werden, welches zur
Proteinsynthese und als Energielieferant der Enterozyten dient, oder durch Decarboxylierung

zu dem wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter GABA transformiert werden.
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Abb.2 Die Abbildung zeigt den Glutamatdehydrogenase-katalysierten Teil des Citratzyklus. Das
ubiqitar vorkommende Intermediarprodukt des Citratzyklus a-Ketoglutarséure (2-Oxo-
glutarsaure) wird katalysiert durch die Glutamatdehydrogenase zu L-Glutamat synthetisiert.

Eine andere Moglichkeit der Glutamatsynthese ist der Glutaminzyklus (Abb.3 D), wobei das
synaptisch freigesetzte Glutamat in die umliegenden Gliazellen transportiert wird, dort mittels
Glutaminsynthetase in Glutamin transformiert wird und bei Bedarf in glutamaterge Zellen

gelangt, um dort glutaminasekatalysiert in Glutamat und Ammoniak gespalten zu werden.

Prasynapse

Postsynapse

Glutamat-Rezeptor

Abb.3 Der Glutamatkreislauf am Neuron:
(A) Glutamatsynthese aus Glutamin durch das intrazellulare Enzym Glutaminase.
(B) Aufnahme und Speicherung des Glutamats in Vesikel.
(C) Glutamatfreisetzung in den synaptischen Spalt.
(D) Glutamataufnahme durch hochaffine Glutamattransporter in benachbarte Gliazellen.
(E) Abbau des Glutamats durch die gliale Glutaminsynthetase zu Glutamin.
(F) Rucktransport von Glutamin in die Prasynapse des glutamatergen Neurons.
(G) Wiederaufnahme des Glutamats durch hochaffine Glutamattransporter in das

glutamaterge Neuron.
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Glutamat kann aber auch direkt aus dem synaptischen Spalt in das Axoplasma
glutamaterger Neuronen aufgenommen werden (Abb.3 G), um dann mittels des elektroche-
mischen Protonengradienten in speziellen Vesikeln gespeichert und bei Bedarf freigesetzt zu

werden.

Um die glutamaterge Informationsibertragung zeitlich zu begrenzen, ist es noétig, die
Wirkung des synaptisch freigesetzten Glutamats, wie oben erwahnt, durch verschiedene
Mechanismen zu inaktivieren. Da es fur Glutamat keinen extrazellularen Metabolismus gibt,
wird es Uber drei verschiedene, energieabhédngige Transportersysteme, den natriumionen-
abhangigen, den chloridionenabhéangigen oder den protonenabhéngigen Transporter, wieder
zellular aufgenommen. Dadurch wird die extrazellulare Glutamatkonzentration reguliert
(Danbolt, 1994; Danbolt, 2001). Uber bisher fiinf bekannte spezifische natriumionen-
abhéngige Transporter, so genannte EAAT1-5 (exzitatorischer Aminoséaure-Transporter),
kann Glutamat zum einen in das prasynaptische, glutamaterge Neuron aufgenommen
werden, welches es dann vesikuldr speichert. Zum anderen kann es aber auch vorrangig
durch EAAT1 und EAAT2, in umliegende Gliazellen transportiert werden, um dann dem oben
beschriebenen Glutaminzyklus zugefihrt zu werden. Dadurch wird die extrazellulare
Glutamatkonzentration auf einem niedrigen Niveau gehalten. Ware dies nicht der Fall,
wirden erhdhte extrazellulare Glutamatkonzentrationen tber die osmotische Zellschwellung,
welche durch den erhéhten Natriumionen- und Wassereinstrom oder Aktivierung

enzymatischer Zellyse bedingt wird, neurotoxisch wirken.

1.1.3 Glutamat-Rezeptoren

Bei den Glutamatrezeptoren (GIuR) handelt es sich um transmembranare Glykoproteine,

deren zelluldre Effekte von dem Neurotransmitter Glutamat vermittelt werden.

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Transmitter, anndhernd 50 Prozent aller Neuronen
werden durch diesen Transmitter moduliert. Dabei bindet Glutamat sowohl an post-
synaptische Rezeptoren als auch an Autorezeptoren der prasynaptischen glutamatergen
Nervenzelle (Lynch et Guttmann, 2001). Die Aktivierung prasynaptischer GIuR, den so
genannten Autorezeptoren, fuhrt zu einer negativen Rickkopplung der Neurotransmission,
beispielsweise durch Hemmung spannungsabhangiger Kalziumionenkanéle oder direkter
Regulation des Exozytoseapparates (Pin et Bockaert, 1995; Pin et Duvoisin, 1995a et 1995b;

Ikeda, 1996; Takahashi et al., 1996). Glutamaterge, exzitatorische Synapsen spielen im

4
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ZNS bei einer Vielzahl neuronaler Prozesse, wie beispielsweise dem Lernen und der
neuronalen Plastizitat (Collingridge, 1987; Nakanishi, 1992), aber auch bei der schon
erwahnten Neurotoxizitat durch tberhdhten Kalziumioneneinstrom (Coyle et Puttfarcken,
1993), eine entscheidende Rolle.

Ein Aktionspotential fuhrt zur prasynaptischen Ausschittung von Glutamat in den
synaptischen Spalt. Hier kann es sowohl ionotrope Glutamatrezeptoren (iGIUR) als auch
metabotrope Glutamatrezeptoren (mGIuR) aktivieren (Abb.4). iGluRs (Abb.4, grau darge-
stellt) sind pra- und postsynaptisch lokalisiert. Die mGIuRs der | Gruppe (Abb.4, gelb darge-
stellt) liegen vor allem postsynapisch, mGIluRs der Gruppe Il (Abb.4, grin dargestellt) sind
hingegen vorwiegend in der Peripherie der synaptischen Membranen lokalisiert und die
MGIuRs der Gruppe Il (Abb.4, rot dargestellt) liegen hauptsachlich prasynaptisch (Ottersen
und Landsend, 1997).

Glutamat-Rezeptoren:

Aktionspotential

QMitochondrium

LR Crunbe
mGluR Gruppe |

mGIuR Gruppe Il

Kalzium-
Kanal
@ Vesikel
Glutamat s . . -
- 4 g :’ :. : .. B i
e . . C .
W Kalzium- Milieu o 0 EIEER . ? E

.
. G-Protein

Abb.4 Schematische Darstellung einer glutamatergen Synapse mit der Lokalisation der

verschiedenen GluRs.

1.1.3.1 lonotrope und metabotrope Glutamat-Rezeptoren

Glutamatrezeptoren werden auf Grund ihrer verschiedenen Signaltransduktion in zwei
Klassen unterteilt (Abb.5 und Abb.6), die mGluRs und die iGluRs (Kornhuber et al., 1999).
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metabotrope
Glutamat-Rezeptoren
|
1 ] 1 ]
Gruppe I Gruppe IT Gruppe ITT non-NMDA-
wGR1, mGuRS | | mGluR2. mGluR3 | |[mGluR4, mGIuRS5-8 Rezeptoren

SRR

Abb.5 Einteilung der zwei verschiedenen Glutamat-Rezeptor-Klassen. Die Zugehorigkeit des NMDA-

Rezeptors ist farblich besonders hervorgehoben.

Die iGluRs fuihren zu einer schnellen Signaltransduktion mit einer Latenz zwischen
Rezeptorbindung und Effekt von unter finf Millisekunden, sie gehdren zu den
ligandengesteuerten lonenkanalen. Bei ihnen befinden sich Glutamatbindungsstelle und
lonenkanal als zellularer Effektor vereint in einem transmembranéren Makromolekul. Bei den
MGIuRs ist die Glutamatbindungsstelle hingegen raumlich getrennt von den zellularen
Effektoren. Sie zahlen zu den phylogenetisch altesten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
und lésen langsamere postsynaptische Potentiale aus. Dabei aktivieren sie rezeptor-
assoziierte Enzyme, welche wiederum metabolische Prozesse im Zellinneren in Gang setzen
und somit indirekt die Membraneigenschaften beeinflussen. Die Latenz der synaptischen
Ubertragung bei mGIuRs von der Glutamatbindung an den Rezeptor bis zum Eintritt des
Effekts betragt Uber zehn Millisekunden, allerdings fuhren sie auch zu langer anhaltenden

(Sekunden bis Minuten) synaptischen Vorgangen.
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Metabotroper GIuR ionotroper GluR

/ l

NMOAR AMPAR Kainat-R

L]
melianger

Abb.6 Unterschiedliche Wirkungsweise der einzelnen Glutamatrezeptoren. Wéahrend mGIuRs ihre
Signale uUber G-Protein in das Zellinnere weiterleiten und nur indirekt das Membranpotential
beeinflussen, fuhrt die Glutamtbindung an einem iGIuR direkt zu Veranderungen der Leit-

fahigkeit des im iGIuR integrierten lonenkanals.

Die metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIuR)

Die bisher acht bekannten mGIluRs werden chronologisch, entsprechend ihrer Entdeckung,
von GIuR1 bis GIuR8 durchnummeriert. Dabei werden die verschiedenen mGIuRs, die alle
zu den Guaninnukleotid-bindenden-Protein (G-Protein) gekoppelten Rezeptoren gehéren,
auf Grund ihres Rezeptoraufbaus, der Signaltransduktion und ihrer pharmakologischen

Eigenschaften wiederum in drei Gruppen eingeteilt (Stark et al., 2000).

Alle drei Rezeptortypen der mGIuR-Gruppen bestehen aus einem Multi-Doméanen-Protein,
welches als Dimer in die Zytoplasmamembran eingefligt ist (Abb.7). Das aminoterminale
Ende (N-Terminus) liegt extrazellular und beinhaltet eine Ligandenbindungsregion, die in
zwei deutliche Subdoméanen unterteilt ist und in deren Furche das Glutamat bindet; man
spricht auch von der Glutamatbindungstasche. Daran schlief3t die transmembrane Region
an, welche die Membran siebenmal durchkreuzt. Die zweite (Abb.7: i2), der insgesamt drei

intrazellularen Schleifen Ubernimmt dabei hauptsachlich, mittels einer amphiphilen a-Helix,
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die Interaktion mit dem C-Terminus der a —Untereinheit des G-Proteins (Pin et al., 1995;
Gomeza et al., 1996a et 1996b), bei allen anderen G-Protein gekoppelten Rezeptoren
interagiert die dritte intrazellulare Schleife mit der a-Untereinheit des G-Proteins. Zudem ist
sie an der G-Protein Kopplung beteiligt (Pin et Duvoisin, 1995a) und Bindungsstelle fir
zahlreiche regulatorische Proteine, wie beispielsweise die Kinasen. Innerhalb einer Gruppe
weisen die verschiedenen mGIuRs eine Aminoséaureidentitat von 70 Prozent auf, zwischen

den Gruppen liegt sie nur bei 45 Prozent (Nakanishi, 1992).

Cystein-reiche Doméine

G-Protein-Kopplung

intrazellulire Schlaufen
11 bis 13 und C-Terminus

Abb.7 Schematische Darstellung eines metabotropen Glutamatrezeptors.

Bei den mGIluRs liegen, im Gegensatz zu den iGluRs, die Ligandenbindungsstelle und die
zellularen Effektoren als getrennte Einheiten vor, wobei das trimetrische G-Protein,
bestehend aus den Untereinheiten Ga, GB und Gy, die Verbindung zwischen beiden
herstellt. Die verschiedenen mGIuRs aktivieren U(ber verschiedene G-Proteine
unterschiedliche Signalkaskaden mit unterschiedlichen Effekten (Abb.8; Zusammenfassung:
Tab.1).
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Tab.1 Charakterisierung der drei verschiedenen metabotropen Glutamatrezeptor Gruppen.

mGIuR1 mMGIuR2 mGIluR4
mGIuR5 mGIuR3 mGIuR6
mGIuR7
mGIuR8
postsynaptisch perisynaptisch prasynaptisch
Gaa Gao/i Gao/i
aktivieren hemmen hemmen
Phospholipase C Adenylatcyclase Adenylatcyclase
(PLC)
,Erhohte neuronale | ,Reduzierte .Reduzierte
Aktivitat neuronale neuronale
(Excitabilitat)” Erregbarkeit” Erregbarkeit”

Aktiviert PLC
— IP3 (Kalzium 1)
— DAG (PKC)

exzitatorisch

— intrazelluléares
CAMP |
— aktiviert Kalium-

ionenkanale

(Hyperpolarisation)
— blockt Kalzium-
lonenkanéle

inhibitorisch

— intrazelluléares
CAMP |
— aktiviert Kalium-

ionenkanale

(Hyperpolarisation)
— blockt Kalzium-
lonenkanéle

inhibitorisch

Wie schon erwahnt, unterscheiden sich die einzelnen Gruppen nicht nur in ihren intra-
zellularen Signalwegen, sondern auch in ihrer synaptischen Lokalisation. Die GluRs der
Gruppe |, welche hauptsachlich postsynaptisch liegen, sind an der Regulation der koloka-
lisierten, ionotropen NMDARSs beteiligt (Alagarsamy et al., 1999a et 1999b), wohingegen die
meist perisynaptisch lokalisierten mGIuRs der Gruppe Il vermutlich nur indirekt an der
Regulation der Neurotransmission beteiligt sind. Vorrangig prasynaptisch lokalisiert sind die

mGIuRs der Gruppe Ill, mit Ausnahme des pra- und postsynaptischen mGIuR6 der Retina

9
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(Nomura et al.,, 1994); sie spielen wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der direkten

Regulation der Neurotransmission.

Metabotrope
Rezeptoren

mGIuR
COOH

HOOC NH,
Glutamat

mGIuR P

Abb.8 Die verschiedenen Wirkungen der unterschiedlichen Gruppen der mGluRs. Wé&hrend die
mMGIuRs der Gruppe | exzitatorisch wirken, fiihrt die Aktievierung der mGluRs der Gruppe I

und Il infolge der Hyperpolarisation zu einer inhibitorischen Wirkung.

Die ionotropen Glutamatrezeptoren (iGIuR)

Alle iGIuRs wirken exzitatorisch und dienen der schnellen synaptischen Ubertragung. Dabei
werden die iGIuRs grob in zwei Klassen, die NMDA- und non-NMDA-Rezeptoren (AMPA-
und Kainat-Rezeptoren) unterteilt (Abb.5). Bezeichnet werden die iGIuRs nach ihren
selektiven Agonisten als a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionsaure- (AMPAR), N-
Methyl-D-Aspartat- (NMDAR) und Kainat-Rezeptoren. Glutamat bewirkt an iGIuRs ein
biphasisches, depolarisierendes Potential. Die non-NMDA-Rezeptoren sind fur den schnellen
Anteil der Signaltransduktion des exzitatorischen, postsynaptischen Membranpotentials
(EPSP) verantwortlich. Dies wird durch eine hohe, selektive Permeabilitat fur die mono-
valenten Natrium- und Kaliumionen gewahrleistet. Der NMDAR ist hingegen fur die
langsamere, aber auch langer anhaltende Komponente des ESPS verantwortlich. Neben der
hohen Permeabilitat fir Natrium- und Kaliumionen zeichnet er sich durch eine zusatzliche

sehr hohe Permeabilitat fir Kalziuminonen aus (Stark et al., 2000).

Die iGluRs bestehen entweder aus vier (NMDAR und AMPAR) oder funf (Kainat-Rezeptor)

Untereinheiten, welche zusammen den lonenkanal bilden. Dabei enthalt jede Untereinheit

10
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drei, die Membran durchspannende Segmente (Abb.11: M1, M3 und M4), sowie einem
Segment (M2). M2 tritt von der cytoplasmatischen Seite in die Zellmembran ein- und wieder
aus (reentrant loop), ohne die Membran dabei vollstandig zu durchqueren. Die dadurch
gebildete Pore scheint fur die Kationenselektivitat verantwortlich zu sein. Der pentamere
Kainat-Rezeptor setzt sich aus insgesamt flinf verschiedenen Untereinheiten, den GIuR5-
bis GluR7-sowie den KA1- und KA2-, der tetramere AMPAR aus vier verschiedenen, den
GluR1- bis GluR4- und der tetramere NMDA-Rezeptor (Abb.9) aus sieben verschiedenen,
den NR1-, NR2A-, bis NR2D- sowie NR3A- und NR3B-Untereinheiten zusammen.

N

Ligand Binding Site

Abb.9 Schematische Darstellung eines tetrameren iGluRs.

1.1.3.2 Der NMDAR

Namensgebend ist die synthetische Aminosaure N-Methyl-D-Aspartat, fur die der NMDAR
im Vergleich zu den anderen Glutamatrezeptoren die hochste Selektivitat aufweist. Daneben
wirken noch die endogenen exzitatorischen Aminoséauren L-Aspartat und L-Glutamat
(Abb.10), fur die der NMDAR die hdchste Affinitat besitzt, agonistisch auf den NMDAR.

HO
O COOH
H.C [
H,N *>N TCooH
—0 H
L-Glutaminsaure NMDA

11
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Abb.10 Strukturformel der beiden wichtigsten NMDAR-Liganden.

Der tetramere NMDAR (Abb. 9) setzt sich wie bereits erwéhnt aus den funf verschiedenen
Untereinheiten, NR1, NR2A bis NR2D, NR3A und NR3B zusammen, wobei die beiden NR3-
Untereinheiten bisher nur beim Nagetier charakterisiert wurden (Matsuda et al, 2002). Die
Zusammensetzung der verschiedenen Untereinheiten scheint dabei die biophysikalischen
Eigenschaften des Rezeptors zu bestimmen und variiert in Abh&ngigkeit vom
Entwicklungszustand und der betrachteten Gehirnregion. Der funktionelle NMDAR besteht
aus vier Untereinheiten, allerdings wird auch die Maoglichkeit der pentameren Struktur
diskutiert (Williams, 2001; Magazanik et al., 2002). Dabei bilden zwei NR1- und zwei der
mdglichen NR2A-D-Untereinheiten, beim Kaninchen auch die NR3-Untereinheiten, den tetra-
meren Rezeptor (Dingledine et al., 1999). Die NR1-Rezeptoruntereinheit, die die Glycin-
Bindungsstelle beinhaltet, ist bei jedem NMDAR essentiell, denn nur so ist der Rezeptor
funktionsfahig (Stephenson, 2001; Danysz et Parsons, 1998). Die Verteilung der NR2A-D-
Untereinheiten, auf welchen sich die L-Glutamat-Bindungsstelle befindet, variiert, was die
Kanaleigenschaften und die Sensitivitat gegentiber Antagonisten bedingt (Monyer et al.,
1994; Buller et Monaghan, 1997; Danysz et Parsons, 1998; Meldrum, 2000). Verschiedene
Kombinationen bedingen beispielsweise zum einen die spater naher erlauterte,
unterschiedlich starke Spannungsabhangigkeit des Magnesiumkanalblocks der NMDA-

Rezeptoren und zum anderen eine unterschiedliche Wirkungsdauer (Monyer et al., 1994).

Allgemein besteht jede Untereinheit des NMDAR (Abb.11) aus einem extrazellularen N-
Terminus, vier hydrophoben Membrandoméanen (Abb.11: M1, M2, M3 und M4) und einem
intrazellularen C-Terminus. Der N-Terminus scheint eine wichtige Rolle bei der
untereinheitspezifischen Assemblierung zu spielen (Ayalon et Stern-Bach, 2001a et 2001b;
Meddows et al., 2001), daneben binden Modulatoren an dieser Stelle und beeinflussen durch
allosterische Mechanismen die Kanaloéffnung (Masuko et al., 1999; Paoletti et al., 2000;
Zheng et al., 2001; Perin-Dureau et al., 2002). Die Ligandenbindungsstelle befindet sich
extrazellular (Williams, 2001), der Ligand wird Uber einen Venusfliegenfallenmechanismus
durch Einschluss zwischen S1 und S2 gebunden (Oh et al., 1993). Wahrend M1, M3 und
M4 die Membran vollstandig durchziehen, ist M2 als Schleife von der cytoplasmatischen
Seite in die Membran eingelagert (reentrant loop). Die M2-Domanen aller Untereinheiten
bilden die Kanalpore nativer Rezeptorkomplexe (Williams, 2001), wobei der reentrant loop
wesentlich die elektrophysiologische Eigenschaften des Kanals bestimmt (Wood et al., 1995;
Panchenko et al., 2001). Durch Kinasen, wie beispielsweise die Kalzium Kalmodulinkinase Il
(CaMK II), die Proteinkinase A und C oder die Tyrosinkinase (Chen et Huang, 1992; Leonard
et Hell, 1997; Omkumar et Kiely, 1996), kommt es zu einer Phosphorylierung der C-
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Terminal. Dadurch wird die Kanalleitungsfahigkeit des NMDARS, mittels einer Potenzierung
der Kanaloffnungsfrequenz und Offnungswahrscheinlichkeit bei der Ligandenbindung (Kim et

Huganir et al., 1999), reguliert.

HOOC
Abb.11 Topologie des NMDARSs. In der NR1-Untereinheit befindet sich die Bindungsstelle
fur den Koagonisten Glycin, wahrend die NR2-Untereinheit die Bindungsstelle fur den Ago-
nisten L-Glutamat bzw. NMDA besitzt. Die M2-Domaéanen aller Untereinheiten bilden die

Kanalpore des Rezeptors.

Wie bereits oben erwahnt, weist der NMDAR einige besondere Merkmale im Vergleich zu
den anderen non-NMDARs auf. So besitzt er neben der Permeabilitdt fur Natrium- und
Kaliumionen, welche alle iGluRs aufweisen, auch eine hohe Durchlassigkeit far
Kalziumionen. Dadurch werden Signale nicht nur wie bei den non-NMDARs tber Membran-
depolarisation weitergeleitet, sondern mittels des Kalziumstroms verschiedene Second-
Messenger-Systeme aktiviert, die allerdings bei Uberaktivierung auch cytotoxisch wirken
kénnen (Lynch et Guttmann, 2002). Als weitere Besonderheit ist ihr lonenkanal spannungs-
abhangig von extrazellularen Magnesiumionen blockiert, welche innerhalb des Kanals
gebunden sind und somit den Durchtritt anderer Kationen durch die Kanalpore verhindern
(Mayer et Westbrook, 1987; Sobolevskii et Khodorov, 2002). Einzigartig unter allen
ligandengesteuerten lonenkandlen ist der Koagonismus von L-Glutamat und Glycin des
NMDARs (MacDermott et al., 1986; Thomson et al., 1989; Lummis et al., 2002).

Damit ein NMDAR aktiviert wird, missen drei Voraussetzungen erfillt sein. Zuerst einmal
muss die Membran depolarisiert werden, beispielsweise Uber kolokalisierte AMPARS,

wodurch der spannungsabhéangige Magnesiumblock des lonenkanals aufgehoben wird. Bei
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einer geringen synaptischen Glutamatfreisetzung werden allerdings nur AMPARSs aktiviert,
und somit erfolgt die Signaltransduktion lediglich durch eine Membrandepolarisierung der
AMPARs. Erst bei hoherer, langer andauernder oder wiederholter Glutamatausschittung
wird auch der NMDAR aktiviert. Zudem mussen sich, damit der NMDAR aktiviert wird, die
beiden Koagonisten L-Glutamat und Glycin gleichzeitig an ihren Bindungsstellen des
Rezeptors anlagern (Lynch et Guttmann, 2001). Der NMDAR wird auch als molekularer
Koinzedenzdetektor bezeichnet, da er erst bei Membrandepolarisation und dem
gleichzeitigen Vorhandensein von Glutamat und Glycin den lonenkanal 6ffnet und somit erst
bei gleichzeitiger pra- und postsynaptischen Aktivitat leitfahig ist. Daneben kdnnen auch
noch andere Stoffe Uber weitere allosterische Bindungsstellen die Rezeptoreigenschaften
beeinflussen (Stark et al., 2000).

Der Kalziumeinstrom bedingt nicht nur eine Membrandepolarisation, sondern bewirkt auch
als intrazellularer Botenstoff langer andauernde Veranderungen, wie beispielsweise die
Expression von Genen, was als Grundlage fur Lern- und Gedachtnisprozesse diskutiert wird
(Maren et Baudry, 1995; Asztely et Gustafsson, 1996). Der NMDAR spielt aber auch eine
essentielle Rolle beim Prozess der Induktion von plastischen Verdnderungen an
Kontaktstellen zwischen Neuronen. Damit nimmt er vermutlich eine herausragende Stellung
bei der Gedachtnisbildung ein (Gnegy, 2000; Platenik et al., 2000). Der NMDAR ist auch an
dem Prozess der ,Long Term Potentiation® (LTP) beteiligt, einer lang anhaltenden
stimulusinduzierten Plastizitat synaptischer Kommunikationen im Hippokampus (HIPP). Dies
bildet die Grundlage fur Lernvorgdnge, Emotionen und Gedachtnisbildung. Dabei beschreibt
das LTP die Steigerung der Feuerungsrate postsynaptischer Zellen nach tetanischer
Stimulation und Potenzierung der Reaktion von Pyramidenzellen auf nachfolgende Stimuli,
die wochenlang anhalten kann (Bliss et Gardner-Medwin, 1973; Bliss et Lomo, 1973). Die
besonderen Merkmale des NMDRs fiihren zu einer Art Konditionierbarkeit der Neuronen,
wodurch die Mdoglichkeit der logischen Verknupfung besteht und mittels Ausbildung
neuronaler Schaltkreise die Anpassung an veranderte Umweltbedingungen mdglich wird.
Dies wird auch als NMDAR-vermittelte, synaptische Plastizitat bezeichnet (Stark et al.,
2000).

Der NMDAR wird wie alle GluRs hauptsachlich im ZNS exprimiert, allerdings wurde er in
letzter Zeit auch in Zellen des peripheren, nicht-neuronalen Gewebes nachgewiesen, so
beispielsweise in Osteoblasten, -klasten, Keratinozyten, Inselzellen und Thrombozyten, des
weiteren aber auch in Zellen von Lunge, Dinndarm, Herz und Nebenniere (Skerry et
Genever, 2001).
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Der NMDAR wird neben L-Glutamat und Glycin auch noch von vielen anderen endogenen
und exogenen Liganden beeinflusst, beispielsweise Zinkionen, Magnesiumionen, Protonen,
Polyamine, Peptide oder Ethanol (Dingledine et al., 1999; Bence et al., 2000; Stark et al.,
2000; Lynch et Guttmann, 2001). Dabei wurden bisher sechs verschiedene Liganden-
bindungsstellen identifiziert, die potentielle Angriffspunkte fur Pharmaka liefern.

Klinisch ist der NMDAR vor allem in der Anasthesiologie von Bedeutung, da er durch die
Bindung von Ketamin, Lachgas oder Xenon blockiert wird. Ketamin fihrt neben der
Analgesie auch zu einem hypnotischen Zustand, bei dem allerdings, im Gegensatz zur

hypnotischen Wirkung bei Aktivierung der GABA-Rezeptoren, sensorische Afferenzen
weiterhin das Gehirn erreichen.
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Abb.12 Inaktiver und aktiver Zustand des NMDAR. Im Ruhemembranpotential ist der NMDAR immer
inaktiv, da der lonenkanal durch Magnesium fiir lonen blockiert ist. Erst bei der Depolarisation
der postsynaptischen Membran und dem gleichzeitigen Vorkommen von Glutamat und Glycin
kommt es neben dem Natrium- und Kaliumionenstrom auch zu dem fiir NMDAR typischen

Kalziumioneneinstrom und dadurch zu weiteren biochemischen Verédnderungen.
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1.1.3.2.1 NR1-Untereinheit

Die NR1-Rezeptoruntereinheit des NMDAR beherbergt die Bindungsstelle des essentiellen
Koagonisten Glycin (Kleckner et Dingledine, 1988), von dem bisher acht (NR1A-H)
verschiedene Isoformen entdeckt wurden (Anantharam et al., 1992), die durch alternatives
SpleiBen entstehen. Dabei unterscheiden sich die NR1-Gene, welche aus insgesamt 22
Exons und 21 Introns bestehen (Dunah et al., 1999; Hollmann et Heinemann, 1994), durch
das Vorhandensein oder Fehlen dreier verschiedener Exone, der 21 AS langen N-terminalen
Kassette (Exon 5; Abb.13, N1), und zweier 37 beziehungsweise 38 AS langer C-terminalen
Kassetten (Exon 21 und 22; Abb.13, C1 und C2).
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—— ——
e
— O — |
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Abb.13 Die acht verschiedenen Isoformen der NMDAR-Untereinheit NR1 welche sich durch die Exone
5, 21 und 22 unterscheiden.

Dabei besitzen alle NR1-Isoformen dieselbe pharmakologische Sensitivitét. Die Isoformen
konnen auch nach der Anzahl ihrer N- und C-terminalen Domé&nen bezeichnet werden, so
bedeutet beispielsweise NR1-011, dass das Protein keine N-Terminale (0), dafiir aber zwei
C-Terminale (11) besitzt.

Allgemein besteht die NR1-NMDAR-Untereinheit zu 50 Prozent aus einer extrazellularen N-
terminalen Domane, den beiden extrazellularen Segmenten S1 und S2, welche Glycin
binden und drei transmembranen Domanen (Abb.14: 1, 3 und 4) und einer vierten, den
lonenkanal bildenden Schleife (Abb.14: TM2) (Zukin et Bennett, 1995).

16



EINLEITUNG

e—
-~
M1 g
s1
C h I:,F" "'\\
=)
1 1 Ext y:ul_da sidc
r;l;:"l_l_.l;_} 'l-lll_;_'l: LI 1T LRSS S 5 8 l_t L s X
1{O LS LI 9111 | T -’.-'L'fh L 1§is]
TR T LSt 34, 1T858 183
:_If'l_l_':l’fl:l_llu]::llliz't as | '|"."-":"|'l.[|":'\x"‘- q.,; . e "-t
ViV Gytopiasmc sioe
T™i2
|
—  CO0OH

Abb.14 Aufbau der NR1-Untereinheit des NMDAR.

Die einzelnen Isoformen weisen regional unterschiedliche Expressionsmuster auf, deren
hirnspezifische Expressionsrate sich im Laufe der Gehirnentwicklung verdndert (Laurie et
Seeburg, 1994). Die NR1-Untereinheit wird dabei in fast allen Hirnregionen exprimiert, bei
adulten Tieren aber hauptséchlich im cerebralen Cortex, HIPP, olfactorischem Bulbus,
Thalamus, Striatum, Hirnstamm und Cerbellum. So kommen im Cortex und HIPP
hauptsachlich NR1A, beziehungsweise NR1-011 und NR1E, beziehungsweise NR1-000
(Sugihara et al., 1992; Zhong et al., 1995; Laurie et Seeburg, 1994), also Nrl-Untereinheiten
ohne N-terminale Domé&ne, vor. Im Cerbellum adulter Lebewesen hingegen wird
hauptsachlich die NR1G- beziehungsweise NR1-100-Untereinheit, also eine N-terminal-
haltige NR1-Untereinheit, gefunden (Sugihara et al., 1992). Diese regionspezifischen
Variationen sind wahrscheinlich Ausdruck fir die verschiedenen Funktionen, die der NMDAR
in unterschiedlichen Gehirnregionenen erfillt und deuten darauf hin, dass nicht nur die NR2-
und NR3-Untereinheitenzusammensetzung des NMDAR fur die biophysischen Eigenheiten
verantwortlich sind. Ob diese NR1-Untereinheitenvarianten verschiedene Affinitdten zu den

NR2- und NR3-Untereinheiten aufweisen, ist noch nicht bekannt.

.NR1-/- Knockout-Mause“ sterben neonatal bedingt durch Entwicklungsaberrationen in
lebenswichtigen Hirnstammzentren (Forrest et al., 1994; Li et al, 1994), welche eventuell
auch essentiell fur die Vitalfunktion sind. Eine Reduktion der NR1-Untereinheit auf funf

Prozent fuhrte zu lebensfahigen Mausen, welche eine erhéhte Lokomotion, Stereotypien und
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Defizite im Sozial- und Sexualverhalten zeigten. Wird die NR1-Rezeptoruntereinheit
beispielsweise nur in der CA1 (Cornu Ammonis 1) Region des Ammonshorn im HIPP
ausgeknockt (CA1-NR1-/-Mause) sind die Mause lebens- und fortpflanzungsfahig, zeigen
aber Beeintrdchtigungen des rdumlichen Lernens in einer Morris Water-Maze-Aufgabe
(Tsien et al., 1996). Somit sind NMDARs der CA1 Region fir anféangliches Lernen neuer
Aufgaben, als auch fir die posttrainings Konsolidierungsphase von Bedeutung (Shimizu et
al., 2000), wobei dies fur raumliche und nicht-raumliche Gedachtnisinhalte relevant zu sein
scheint. Bei kirzlich erzeugten CA3 spezifischen ,NR1-Knockout-Mausen* ist das raumliche
Lernvermégen normal, allerdings kommt es unter erschwerten Bedingungen, beispielsweise
bei leichten Variationen der Lernsituationen, zu Beeintréachtigungen beim Abruf von
Gedachtnisinhalten (Nakazawa et al.,, 2003). Des Weiteren kdnnen Serine die NR1-
Untereinheit stimulieren und durch (+)-HA-966 kdnnen sie antagonisiert werden (Danysz et
al., 1989).

1.1.3.2.2. Lokalisation im ZNS

Wie oben bereits erwédhnt, werden die verschiedenen NMDAR-Untereinheiten in den
einzelnen Gehirnregionen in der Abhéangigkeit vom Alter in unterschiedlicher Dichte
exprimiert (Akazawa et al., 1994; Monyer et al., 1994), was zu unterschiedlichen
pharmakologischen, biochemischen und elektrophysiologischen Eigenschaften fuhrt (Lynch
et Guttmann, 2001). So ist beispielsweise das feinregulierte Expressionsmuster der NR2-
Untereinheit wahrend der Ontogenese kritisch fir die Hirnreifung beziehungsweise Synap-
senbildung, -aufrechterhaltung und —stabilisierung (Monyer et al., 1994). Auch im noch nicht
ausgereiften Nagetierhirn finden sich mehr NMDARSs als im adulten Gehirn, ein Umstand, der
mit der Notwendigkeit der erfahrungsabhangigen Modifikation von neuronalen Schaltkreisen
bei juvenilen Tieren erklart wird. Bei adulten Tieren spiegelt die hirnregionale NMDAR-
Untereinheiten-Diversitat die Einbindung der NMDARs bei unterschiedlichen physiologischen
und pathophysiologischen Funktionszusammenhangen, wie synaptische Plastizitat,

Gedéachtnis, Emotionen, Hyperaktivitat oder Drogenabhéngigkeit wieder.

Der NMDAR ist wie der AMPAR im gesamten Gehirn zu finden, vor allem aber im
Telenzephalon. So findet man die NR1- und NR2A-Rezeptoruntereinheit ubiquitar im ZNS.
Die hochste Dichte besteht dabei im HIPP (Palmer, 2001), wahrend man die NR2B-
Untereinheit vor allem im Cortex, dem HIPP, aber auch in den Basalganglien findet (Stark et
al.,, 2000; Tsai et al., 2002). Im Cerbellum findet man NR2C als dominierende NR2-
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Untereinheit (Akazawa et al., 1994; Monyer et al., 1994), wohingegen NR2D die seltenste

Untereinheit im adulten ZNS darstellt und hauptséchlich im Hirnstamm zu finden ist.

Die Zahl der NMDARs ist im jugendlichen Rattenhirn groRer als bei der adulten Ratte, bei
der dann vermehrt Kainat-Rezeptoren zu finden sind. Dabei ist die Expression der verschie-
denen NMDAR-Untereinheiten fir jede Entwicklungsstufe in jeder Gehirnregion der Ratte
verschieden. So kommen die Untereinheiten NR2C und NR2D im Cortex und HIPP nur in
der ganz frhen embryonalen Entwicklung vor, erst kurz vor der Geburt beginnt die
Expression der NR2A und NR2B-Untereinheiten (Monyer et al., 1994; Perez-Velazquez et
Zhang, 1994). Der Peak in der Expression des Gens, welches NR1 kodiert, liegt am zehnten

postnatalen Tag und im frilhen Erwachsenenalter der Ratte (Pujic et al., 1993).

Daruber hinaus gibt es intrazellulare Unterschiede bezliglich der synaptischen Lokalisation.
Die NR2A-Rezeptoruntereinheit findet man hauptsachlich an distalen apikalen Dendriten,
wahrend die NR2B-Untereinheit eher an basalen Dendriten in der Synapse von Pyramid-
zellen des Cornu Ammonis 3 (CA3) des HIPP lokalisiert ist (Ito et al., 1997).

1.1.3.3. Das glutamaterge System

Die Synapsen des ZNS sind zu 40 Prozent glutamaterg, in der Grof3hirnrinde sogar zu 90
Prozent, was die Bedeutung der Aminosaure L-Glutamat als wichtigstem exzitatorischen
Neurotransmitter des ZNS, hier vor allem im Cortex und HIPP, verdeutlicht. Glutamaterge
Synapsen spielen eine entscheidende Rolle bei den meisten Aspekten physiologischer
Hirnfunktionen, vor allem auch bei der Kognition, dem Gedéachtnis und Lernen, aber auch
wahrend der ZNS-Entwicklung bei der Synapseninduktion, Zellmigration und -—differen-
zierung (Collingride et Lester, 1989; Headley et Grillner, 1990; Danbolt, 2001). Das Glutamat
liegt vorwiegend intrazelluléar, dabei ist die Glutamatkonzentration besonders hoch in den
prasynaptischen glutamatergen Terminalen mit bis zu 100mM in den synaptischen Vesikeln
(Cousin et Robinson, 1999), wohingegen die extrazellulare Konzentration im synaptischen
Spalt mit 1uM sehr gering ist, sie kann kurzfristig bei synaptischer Freisetzung auf 3mM

ansteigen (Almers et Tse, 1990).

Glutamaterge Projektionen findet man haufig in primar afferenten Neuronen, wie
beispielsweise als Projektionsbahn vom gesamten Cortex zum Corpus striatum, dem

Eingangskern der Basalganglien, aber auch als glutamaterge Projektionsbahnen vom
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Thalamus zum Cortex. Sie greifen somit Uber die cotical-basalganglidre-thalaminerge-
corticale Schleife modulierend in die Motorik ein, besitzen allerdings auch afferente
Projektionsbahnen zum limbischen System mit glutamatergen Projektionen vom Cortex zum

HIPP, zudem besitzen sie auch intrahippocampale Verbindungen (Smith et al., 1998).

Studien belegen, dass ein ausgeglichenes glutamaterges System von elementarer
Bedeutung ist, wobei der aktivierte NMDAR das Uberleben der Neuronen wahrend der
Entwicklung zu sichern scheint; ein Mangel fuhrt zur Apoptose der Neuronen in diesem
Bereich. So fuhrt beispielsweise ein Mangel an Glutamat oder NMDA in Granulazellkulturen
zur Apoptose, was fur eine Hemmung neuronaler Apoptoseneigung durch NMDAR-
Aktivierung spricht. Eine Uberstimulation von Glutamatrezeptoren fiihrt hingegen zur
exzitatorischen Neuronendegeneration (Yan et al., 1994). Es ist bekannt, dass ,NR1-
Knockout-Mause* nicht Uberlebensfahig sind. Dabei sind die einzelnen Hirnregionen in den
einzelnen Abschnitten der Gehirnentwicklung unterschiedlich sensibel fir apoptotische

Neuronendegeneration durch fehlende NMDARSs.

1.2 DAS DOPAMINERGE SYSTEM
1.2.1 Dopamin

Dihydroxyphenylethylamin (Dopamin) ist ein biogenes Amin aus der Gruppe der

Katecholamine und ein wichtiger Neurotransmitter des ZNS.

HO

NH;
HO

Abb.15 Strukturformel des Dopamins.
Das cerebrale dopaminerge System ist an vielen physiologischen Prozessen, wie Motorik,
Emotionen, Wahrnehmung und neuroendokrine Sekretion, aber auch an pathologischen

Prozessen, wie Morbus Parkinson, Schizophrenie und ADHD beteiligt (Missale et al., 1998;
Jaber et al., 1996).
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Drogenmissbrauch fuhrt nach neusten Untersuchungen zu Verédnderungen im dopaminergen
System (Joyce et Millan, 2005), dabei scheint es einen wichtigen Zusammenhang

hinsichtlich belohnender und verstarkender Effekte bei Suchterkrankungen zu geben.

In der Peripherie ist es unter anderem an der Modulation kardiovaskularer Funktionen und

der Nierenfunktion beteiligt (Missale et al, 1998).

1.2.2 Synthese, Metabolismus, Inaktivierung
Die Biosynthese des Dopamins (Abb.16 und Abb.17) erfolgt im Cytoplasma

katecholaminerger Neuronen aus der aromatischen Aminosaure L-Thyrosin (Vallone et al.,
2000), welches in der Leber aus der Aminosaure L-Phenylalanin gebildet und tber die Blut-
Hirn-Schranke in das Gehirn aufgenommen wird. Dabei entsteht zunachst Thyrosin-
hydroxylase-vermittelt das intermediare L-Dihydroxyphenylalin (L-DOPA). Die Thyrosin-
hydroxylase wird dabei durch Dopamin im Sinne einer negativen Rickkopplung gehemmt.
Daran schlie3t sich die Dopadecarboxylase-vermittelte Umwandlung zu Dopamin an,
welches Uber vesikulare Monoamintransporter (VMAT) in die Vesikel transportiert wird, in

denen es dann gespeichert wird.

OH OH OH
CH OH
TH ” = DOPAD
- / \
OH o,
CH, CH, CH,
| | |
CH — NH, CH — NH, CH; — NH,
| ' |
COCH COCH
L-Tyrosin L-DOPA Dopamin

vosin-Hydroxylase Aromatische-L-Aminasduren-Dacarbonyia

Abb.16 Biosynthese des Dopamins aus der Aminosaure L-Tyrosin.
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Abb.17Metabolismus des Dopamins. Die Beschreibung der verschiedenen Stoffwechselwege des

Dopamins sind dem Text zu entnehmen.

Die Speicherung erfolgt in bisher drei identifizierten Kompartimenten (Abb.18), welche
miteinander kommunizieren (Kristensen et al., 1994), dabei werden ungefahr 76 Prozent des
Dopamins im cytoplasmatischen Kompartiment, wo auch Synthese und Katabolisierung
ablaufen, gespeichert. Uber den Dopamintransporter (DAT) steht es mit dem
Extrazellularraum in Verbindung. Ein zweites Kompartiment bildet der so genannte
vesikulare Kurzspeicher, welcher Uber filamentése Strukturen mit der prasynaptischen
Membran verbunden ist. Dopamin wird auch hier Gber einen VMAT in die Vesikel
transportiert und mittels Exocytose, abhangig von der intrazellularen Kalziumionenkonzen-
tration, in den synaptischen Spalt freigesetzt. Des Weiteren gibt es noch den vesikularen
Langzeitspeicher, welcher eine Art Reservoir fir den vesikularen Kurzzeitspeicher und das

vesikulare Kompartiment darstellt (Justice et al., 1988).

In noradrenergen und adrenergen Neuronen schlielen sich noch eine Hydroxylierung und
eine Methylierung an, wodurch die anderen Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin aus

Dopamin metabolisiert werden.
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Abb.18 Schematische Darstellung des Dopaminpools. Dopamin wird im Wesentlichen in den drei

dargestellten Kompartimenten vesikular gespeichert.

Die Ausschittung des Dopamins in den synaptischen Spalt erfolgt kalziumabhangig
entweder Uber Exocytose oder Uber den DAT (Abb.17). Bei der Exocytose werden mittels
eines Aktionspotentials spannungsabhéngige Kalziumkanéle geotffnet, was wiederum Uber
Phosphorylierungsprozesse zu einer Mobilisierung der dopaminhaltigen Vesikel in Richtung
der prasynaptischen Membran fihrt. Die Vesikelmembran fusioniert mit der Neuronen-
membran, und Dopamin tritt in den synaptischen Spalt aus, auch Kalium kann diese
Kaskade in Gang setzen. Die Freisetzung Uber den DAT, welche mit Amphetaminen
ausgelost wird, zeigt, dass Dopamin auch in Abwesenheit eines Aktionspotentials freigesetzt
werden kann, was fur eine NMDAR-vermittelte Umkehr der eigentlichen DAT-Funktion
spricht (Iravani et Kruk, 1996). Eine Besonderheit der Dopaminausschiittung findet sich in
der Substantia nigra pars compacta (SNc) und in der Area tegmentalis ventralis (VTA), da
hier das Dopamin nicht nur aus den Axonen der Terminalgebietes, sondern auch aus

Dendriten und Soma (Bjorklund et al., 1975) freigesetzt wird.

Die Inaktivierung des synaptisch freigesetzten Dopamins ist fur die zeitliche Limitierung der
Signaltransduktion des Neurotransmitters unerlasslich. Sie kann einerseits durch den
Rucktransport von Dopamin Uber einen prasynaptisch gelegen DAT zurlick in das Neuron

erfolgen (Abb.17), was fur die raumliche und zeitliche Termination des Dopaminsignals den
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mit Abstand wichtigsten Mechanismus darstellt. Dort wird es entweder mittels VMTA wieder
in die Speichervesikel aufgenommen oder enzymatisch abgebaut. Dabei erfolgt der
Katabolismus mittels Enzymen im Cytoplasma oder nach der Aufnahme in dopaminergen
Neuronen und Gliazellen in erster Linie durch zwei Enzyme (Abb.19), die mitochondral-
membrangelegene Monoaminoxidase A und B (MAO-A; MAO-B) und die cytoplasmatische
Catechol-O-Methyltransferase (COMT). Durch MAO wird Dopamin entweder zu Dihydroxy-
phenylessigsaure (DOPAC), einem der beiden Hauptabbauprodukte, oxidiert, es kann aller-
dings dann COMT-vermittelt weiter zu Homovanillinsdure (HVA) methyliert werden, welches
das andere Hauptabbauprodukt darstellt. Dopamin kann aber auch extraneural COMT-ver-
mittelt zu 3-Methoxytyramin(3-MT) umgebaut werden, welches ein guter Indikator fir den
Katabolismus von synaptischem Dopamin ist. Allerdings spielen diese Mechanismen nur
eine untergeordnete Rolle, das Fehlen von DAT kann, laut einer Studie mit Knockout-
Mausen (Jones et al., 1998a et 1998b), durch andere Inaktivierungsmechanismen nicht

kompensiert werden.
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Abb.19 Der Dopaminkatabolismus erfolgt hauptsachlich tber die beiden dargestellten

Stoffwechselwege.
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1.2.3 Rezeptoren

Man unterscheidet insgesamt finf verschiedene Dopaminrezeptoren D1-D5, die auf Grund
unterschiedlicher intrazellularer Signalwege und Wirkungen in zwei Gruppen von
Dopaminrezeptoren (Abb.20), die D1-ahnlichen und die D2-ahnlichen Rezeptoren, eingeteilt
werden. Beide Gruppen stellen integrale Membranproteine dar, ihre intrazellulare
Signaltransduktion ist wie bei den mGluRs an G-Proteine gekoppelt.

Die D1-ahnlichen Dopaminrezeptoren, zu denen der D1- und D5-Rezeptor gehort, wirken
durch die Aktivierung der Adenylatcyklase exzitatorisch, die postsynaptische Zelle wird de-
polarisiert. D2-, D3- und D4- Rezeptoren gehoren hingegen zu der Gruppe der D2-ahnlichen
Rezeptoren und hemmen die Adenylatcyklase, wodurch sie inhibitorisch wirken; es kommt
zur postsynaptischen Hyperpolarisation (Kebabian et Calne, 1979).

i

Abb.20 Klassifizierung der verschiedenen Dopamin-Rezeptoren.

Dopaminrezeptoren finden sich nicht nur postsynaptisch, sondern auch als prasynaptische
Autorezeptoren, sie fuhren mittels verminderter Dopaminsynthese und —freisetzung zu einer

Senkung der Feuerungsrate der Neuronen.

Alle Dopaminrezeptoren besitzen einen extrazellularen N-Terminus, sieben trans-
membranare Doméanen (Abb.21: TM1-TM7), mit drei extrazellularen und drei intrazellularen
Schleifen, sowie einen intrazellularem C-Terminus. Das G-Protein steht in Wechselwirkung
mit der dritten intrazellularen Schleife des Dopaminrezeptors (Vallone et al., 2000). Die
Dopaminbindung an einem Rezeptor erfolgt innerhalb der hydrophoben transmembranaren
Doméne, wobei bestimmte Reste innerhalb des Rezeptors eine Art Bindungstasche bilden.
So bindet ein Aspartat-Rest der TM3 die kationische Aminogruppen des Dopamins, Serin-

Reste der TM5 binden die Hydroxy-Gruppen, und ein Phenylalanin-Rest der TM6 interagiert
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mit den aromatischen Bestandteilen. Auch andere agonistische und antagonistische Mole-
kile binden in dieser ,Rezeptorspalte”, die sich in die transmembranaren Domanen erstreckt,
wobei die Bindung wahrscheinlich durch andere Proteinstrukturen vermittelt wird (Shi et al.,
2001; Kalani et al., 2004). Allgemein kann man sagen, dass fur die Bindung und Aktivierung
eines Dopaminrezeptors eine basische Aminogruppe, ein aromatischer Ring und eine zur

Wasserstoffbriickenbildung befahigte Gruppe nétig ist (Claudi et al., 2000).

LSS
| "“ trmeediulir

G- Frotwin | t ; ...l..“

Abb.21 Die Struktur des Dopaminrezeptors.

Strukturelle Unterschiede zwischen den D1- und D2-ahnlichen Rezeptoren bestehen in
einem kurzeren C-Terminus und einer langeren intrazellularen Schleife der D2-&hnliche
Rezeptoren (Missale et al., 1998). Der D2-Rezeptor wird nochmals in zwei Isoformen, den
D2-short- und den D2-long-Rezeptor unterteilt, wobei letzterer die dominierende Isoform
darstellt (Vallone et al., 2000). Sie besitzen allerdings keine Unterschiede in der Pharma-
kologie (Mills, 1992).

Wie oben bereits erwahnt, fuhrt die Stimulation der Dopaminrezeptoren zu verschiedenen,
G-Protein vermittelten Antworten (Vallone et al, 2000). Die Wirkung exzitatorischen D1-
ahnlichen Rezeptoren ist an so genannte stimulierende G-Protein (GS) gekoppelt, welche

die membranstandige Adenylatcyklase (AC) aktiviert (Abb.22), wobei ein Second-
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Messenger, das cyclische Adenosinmonophosphat (CAMP), gebildet wird, welcher wiederum
die Proteinkinase A (PKA) aktiviert, und letztendlich zur Phosphorylierung verschiedener
Funktionsproteine, wie beispielsweise lonenkandale, fuhrt. Zudem bewirken D1-&hnliche
Rezeptoren auch die Freisetzung von Kalziumionen aus intrazellularen Speichern, wobei die
membranstandige Phospholipase C (PLC) aktiviert wird, welche die Produktion des kalzium-
freisetzenden Inositoltriphosphat (IP3) anregt. Im Gegensatz dazu sind D2-ahnliche—
Rezeptoren an inhibitorische- oder so genannte GO-Proteine gekoppelt. Dadurch wird
einerseits die AC und somit die Phosphorylierung von Funktionsproteinen gehemmt,
andererseits aktivieren sie selbst oder Uber weitere G-Proteine lonenkanéle, was zu einer
Hyperpolaristion fuhrt. An der prasynaptischen Membranen inhibieren sie als so genannte

Autorezeptoren die Dopaminfreisetzung, was als negative Rickkopplung bezeichnet wird.

D, -dhnlich D -iikmlich
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_ Cakiumicnes 5oz - Kalismionenkazgbn und
inerazelluliren Speichern ____.-"" daraws resulderende
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Iphthierung der Dopamin-
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Abb.22 Die Signaltransduktion der D1- und D2-ahnlichen-Rezeptoren. Wahrend D1-ahnliche
Rezeptoren uber ihre Signalkaskade zur Erregung des Neurons filhren, kommt es bei D2

ahnlichen Rezeptoren hingegen zu einer Inhibierung des Neurons.
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1.2.4. Dopamintransporter (DAT)

Der DAT ist auf dem Perkaryon, den Axonen und Dendriten dopaminerger Neuronen
lokalisiert (Ciliax et al., 1995), und da er ausschlie3lich auf diesen Neuronen vorkommt, stellt

er einen hochsensiblen Marker fir dieses System dar (Freed et al., 1995).

Der in der prasynaptischen Membran lokalisierte Dopamintransporter (DAT) ist der wichtigste
Mechanismus zur Inaktivierung des synaptisch wirksamen Dopamins. Dabei wird der
Transportmechanismus energieabhéngig aktiviert, das Transportprotein veréndert seine
Konformation, wodurch Dopamin wieder aus dem synaptischen Spalt in den cytosolischen
Speicherpool zuriicktransportiert wird. Die Energie flr diesen Transportmechanismus wird
durch die Natrium-Kalium-Pumpe, welche einen Natriumionengradienten bedingt, bereitge-
stellt. Vermutlich muss ein Natrium- und ein Chloridion an der AufRenseite des Dopamin-
transporters binden, damit ein Dopaminmolekil durch den Kanal treten kann, wobei die

lonen mit ins Cytoplasma transportiert werden (Hurd et Ungerstedt, 1989).

Das mittels eines einzelnen Aktionspotentials freigesetzte Dopamin (<5 Hz) wird haupt-
sachlich Uber den DAT aus dem synaptischen Spalt eliminiert, wodurch die dopaminerge
Feuerungsrate reguliert wird (Grace et Bunney, 1984a et 1984b). Ohne DAT kame es, wie
bei der hohen Aktionspotentialfrequnz (> 15HZ) mit seriell freigesetztem Dopamin, zu einer
Akkumulation des synaptischen Dopamins (Chergui et al., 1994), was eine konstante
Feuerungsrate des Dopamins mit Aktivierung von prasynaptischen D2-Autorezeptoren und
postsynaptischen D1-Rezeptoren fihrt (Chergui et al, 1996), die singulare Feuerungsrate
ware nicht mehr durch Steigerung der seriellen Feuerungsrate modulierbar (oit-Marand et al.,
2000). So zeigen Knockout Mause mit fehlendem DAT Hyperaktivitat und Beeintrachtigung
im rAumlichen Lernen (Gainetdinov et al., 1999), was vermutlich dadurch bedingt ist, dass
die neuronale Feuerungsrate nicht in phasische Verdnderungen der synaptischen

Dopaminkonzentration tibersetzt werden kann (oit-Marand et al., 2000).

Daneben ist der DAT essentiell fur die Auffillung der intraneuronalen Dopaminvesikel
(Gainetdinov et al., 1998), wobei anhand einer DAT-Knockout-Mausestudie belegt werden
konnte, dass bei diesen Tieren die Dopaminfreisetzung durch eine hdéhere Dopamin-

synthese kompensiert wird (Jones et al., 1998; oit-Marand et al., 2000).

Fur die postsynaptische D1-Rezeptor-Aktivierung ist eine genigend hohe Dopamin-
konzentration notig, ist sie zu niedrig, stimuliert der DAT in mesenzephalen dopaminergen

Neuronen einen Anionenstrom, der zu einer exzitatorischen Reaktion fuhrt (Ingram et al.,
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2002). Bei hoheren synaptischen Dopaminkonzentrationen wird dieser Effekt durch

prasynaptische D2-Rezeptoren gehemmit.

Neuste Studien lassen vermuten, dass der DAT uber die Umkehr der Transportrichtung die
Dopaminkonzentration zu beeinflussen vermag (Falkenburger et al., 2001), dabei wird
Dopamin kalziumunabhéngig durch den DAT freigesetzt. Dies soll dann der Fall sein, wenn
Dendriten Uber die fir den DAT erforderliche Anderung des Membranpotentials hinaus

depolarisiert werden.

1.2.5. Lokalisation des dopaminergen Systems im ZNS

Dopaminerge Neuronen sind im Gehirn im Mesencephalon, im Diencephalon, im Bulbus
olfactorius und in der Retina zu finden. Das Besondere des dopaminergen Systems ist seine
spezifische und eng abgegrenzte Innervation einzelner Hirngebiete. Circa 75 Prozent der
dopaminergen Neuronen sind im ventralen Mesencephalon, mit der hdchsten Dichte in
nigrostriatalen Projektionsbahnen, gefolgt vom mesolimbischen System mit einer mittleren
Dichte und der geringsten mesokortikalen dopaminergen Neuronendichte zu finden
(Lowenstein et al., 1990a et 1990b). Zusammenfassend sind die Zellkérper der
dopaminergen Neuronen des Gehirns also hauptsachlich in der Substantia nigra pars
compacta (SNc) und im ventralen tegmentalen Areal (VTA) zu finden. Dabei besitzt die Maus
ca. 20 bis 30 Tausend mesencephale, dopaminerge Neuronen, der Mensch sogar bis zu 600
Tausend (Bjorklund und Dunnett, 2007a et 2007b).

Da dopaminerge Neuronen verschiedener Ursprungsgebiete in gleiche Terminationsgebiete
und umgekehrt projizieren, ist in der Literatur die Aufteilung und Benennung der
dopaminergen Faserziige sehr uneinheitlich. Beispielsweise werden anhand der Gehirn-
regionen vier neuronale dopaminerge Systeme unterschieden, das mesotelencephale, das
diencephale, das periglomerulare und das retinale System, wobei die beiden erstgenannten
in weitere wesentliche Untersysteme gegliedert werden. Dabei handelt es sich im
Mesencephalon um die drei axonalen dopaminergen Verarbeitungspfade (Abb.23), das
nigrostriatale- (oder auch mesostriatale-), das mesolimbische- (oder auch Belohnungs-) und
das mesocorticale-System. Die dargestellte tuberoinfundibulare-Projektionsbahn gehdrt zu
dem System des Diencephalon, welches die hypophysére Prolaktinfreisetzung regelt. Des
Weiteren gehdren das dienzephalospinale, das periventrikulare und das incertohypo-

thalmische System zu den diencephalen, dopaminergen Projektionsbahnen. Das mesolim-

29



EINLEITUNG

bische und mesocorticale System werden auf Grund ihres gemeinsamen Ursprungs in der
VTA auch zum mesolimbocorticalen-System zusammengefasst. Sie alle entspringen dem

Mesencephalon und dem Hypothalamus (Jones et Pilowsky, 2002).

Da circa 75 Prozent der dopaminergen Neuronen im Mesencephalon lokalisiert sind,
beschrankt sich die weitere Beschreibung der dopaminergen Neuronenverteilung auf den
mesozephalen Bereich. Entsprechend der oben aufgefihrten Unterteilung werden drei

aufsteigende dopaminerge Systeme unterschieden.

Mesocortiliale Tuberoinfundibulare

Projeltionsbahn Projektionsbahn

Slezolimbische

Projeltionzbakn
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Abb.23 Die dopaminergen Verarbeitungspfade im ZNS.

Das nigrostriatale-System innerviert, wie der Name schon sagt, ausgehend von der
Substantia nigra pars compacta (SNc) das Neostriatum, bestehend aus Putamen und
Nucleus caudatus. Es spielt eine wichtige Rolle bei Regulation der Motorik, in dem es die
Bewegungsinitiation und —koordinierung, aber auch den Muskeltonus beeinflufdt (Zeiss,
2005). Als zweite dopaminerge Projektionsbahn zieht das mesocorticale-System von der

VTA zu verschiedenen Regionen des prafrontalen Cortex (PFC), sie ist wahrscheinlich an
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Lern- und Gedachtnisprozessen beteiligt. Auch das mesolimbische-System, welches
emotionale und kognitive Funktionen beeinflusst, zieht von der Area tegmentalis ventralis hin
zu den einzelnen Bereichen des limbischen Systems, wie Nucleus accumbens (NcA),
Corpus amygdaloideum (Amyg) und dem HIPP. Eine andere Einteilung des mesence-
phalen, dopaminergen Systems, modifiziert nach Bjorklund und Lindvall, ist tabellarisch

dargestellt (Tab.2), wobei die Unabhangigkeit des Ursprungsgebietes betont wird.

Tab.2 Einteilung des mesencephalen dopaminergen Systems nach Bjorklund et Lindvall.

MESOSTRIATALE-/ MESOLIMBOKORTIKALE-
NIGROSTRIATALE- SYSTEM
SYSTEM (mesolimbische und
mesokortikale)
Ursprungsgebiet v.a. SN v.a. VTA
(VTA, Area retrorubralis) | (SN, Area retrorubralis)
Terminalgebiet Dorsale Striatum: Mesokortikal: PFC
Ncl caudatoputamen, Mesolimbisch: limbische System
NCcA, Tuberculum (NcA, Amygdala, EHC, HIPP...)

olfactorium; Globus
pallidus, Nucleus

subthalmicus)

Funktion der Regulation der Motorik Mesokortikal: Lern- und
Terminalregion (Bewegungssteuerung) Gedachtnisprozessen,
Mesolimbisch: emotionale und

kognitive Funktionen

Wichtig zu erwahnen ist auch, dass die einzelnen Terminalgebiete unterschiedlich starke
dopaminerge Afferenzen enthalten. Wahrend das dorsale Striatum und der NcA mit 65-90
Prozent eine hohe dopaminerge, afferente Innervation erhalten, ist der PFC hauptsachlich
GABAerg innerviert, dopaminerge Afferenzen machen nur circa 30-40 Prozent der mesen-

cephalen Afferenzen aus (Fallon, 1981; Carr et Sesack, 2000).
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Die einzelnen Rezeptortypen sind in verschiedenen Gehirnregionen lokalisiert und an
unterschiedlichen physiologischen Prozessen beteiligt. Allgemein sind D1-ahnliche-
Rezeptoren nur postsynaptisch lokalisiert, D2-ahnliche-Rezeptoren hingegen auch
prasynaptisch (Jaber et al., 1996). Am haufigsten sind die D1-, dann die D2-, D3-, D5- und
am seltensten die D4-Rezeptoren vertreten (Dearry et al., 1990). Die genaue Verteilung und

Funktion ist der Ubersicht halber in Tabelle 3 dargestellt.

Tab.3 Lokalisation und Funktion der verschiedenen Dopaminrezeptoren.

. Lokalisation Funktion Lokalisation Funktion
Subtypen } : .
(zentral) (zentral) (peripher) (peripher)
Regulation von Vasodilatation,
Striatum, Motorik, Stimulation von
— Nucleus accumbens, Kognition, Adrenalin-
i:" D, | lhimbisches System, Motiniation., BluteefiBe Freisetzung,
=] Thalamus, Sekretion der Nebe, e Erhohung der
= Hypothalamus Nebenschilddriisen- € Pf_‘@“*‘“—‘- Filtrationsrate.
= iere : : ’
e hormone Renin-Freisetzung
L Hi Lernen. und Ermedrigung
1Ippocampus, gl N~
Ds %E_alalmlfs ' Gedschtnis der Na'-
' (nicht gesichert) Reabsorption
Regulation von
. Motorik,
Striatum, L
Koemtion,
Nucleus accumbens, =
. Motivation,
Substantia nigra
Da , = neuronale
“ pars compacta, : L
. Dopamunaktivitat,
Area tegmentalis : . .. ]
— ] y Sekretion der Inlibierung von
- ventralis i =
3 Hypophysen- Bluteefile Noradrenalin-
= hormone o Freisetzung,
= . Nebenmere, o =
= Regulation . Inhibierung der
a° o ) = Niere =
= | D limbisches System, | emotionaler und Aldosteron-
@ 3| Striatum (gering) kognitiver Freisetzung
Funktionen
Frontaler Cortex,
Medulla oblongata, Emotionen.
Dy Amygdala, Kognition
Hypothalamus, (nicht gesichert)
Mesencephalon | L
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1.3 INTERAKTIONEN ZWISCHEN DEM GLUTAMTERGEN- UND D EM
DOPAMINERGEM SYSTEM

Eine Vielzahl von Verhaltensweisen wird durch Interaktionen des dopaminergen und
glutamatergen Systems reguliert (Carlsson et Carlsson, 1990; Carlsson et al., 1999), aber
auch andere Transmitter beeinflussen die komplexen Kreislaufe der Informationsver-

arbeitung des Gehirns.

Die Mausmutanten zeigen eine induzierte Deletion der NR1-Untereinheit des NMDAR auf
dopaminergen Neuronen, welche zu 75 Prozent im ventralen Mesencephalon in der VTA und
SN liegen. Deswegen werden in dieser Arbeit nur dopaminerge Projektionsbahnen und die
Bedeutung ihres glutamatergen Inputs auf die Dopaminfreisetzung dopaminerger Neuronen
der VTA und SNc betrachtet. Zusatzlich zu den exzitatorischen Projektionsbahnen sind
natirlich auch noch inhibitorische, beispielsweise GABAerge Projektionsbahnen, bei der
Verschaltung mesencephaler Neuronen beteiligt. Dadurch wird die Komplexitdt dieser

Kreisldufe noch erhoht.

Dopaminerge Neuronen des Mesencephalon sind mittels afferenten und efferenten
Projektionsbahnen vielfaltig in das komplexe Verschaltungsgeschehen neuronaler Hirn-
strukturen integriert. Die Einwirkung der inhibitorischen und exzitatorischen Afferenzen auf
die Dopaminfreisetzung sind in der VTA und in der SNc ganz unterschiedlich gepragt (Chen
et Rice, 2002. Sie fuhren neben einer axonalen Dopaminausschuttung auch zu einer

somatodendritischen Dopaminfreisetzung.

Das Ursprungsgebiet des mesolimbocorticalen, dopaminergen Systems, in welchem die
Zellkorper der dopaminergen Neuronen lokalisiert sind, liegt zum gréten Teil in der VTA. lhr
hauptsachlicher afferenter Input ist mit Gber 70 Prozent exzitatorisch (Smith et al., 1996),
wobei die exzitatorisch wirkenden glutamatergen Afferenzen hauptsachlich aus dem PFC
und daneben auch aus dem Pedunculopontinen Nucleus (PPN) stammen. Als weitere
wichtige afferente Projektionsbahnen sind die inhibitorischen Afferenzen zu nennen, die sich
hauptsachlich als kollateralen GABAergen Projektionen in der VTA, daneben aber auch im
NAc und im PPN finden lassen. Neben diesen beiden Hauptafferenzen bestehen auch noch
noradrenerge Projektionsbahnen aus dem Locus coeruleus und serotonerge Projektionen
aus dem dorsalen Raphe nukleus. Zuséatzlich bestehen zwischen afferenten Projektionen
und VTA-Subpopulationen Verschaltungen, die entweder zu negativen bzw. positiven
Ruckkopplungsschleifen oder auch zur Feedforward-Inhibition fiihren. Exzitatorische

Afferenzen aus dem PFC aktivieren beispielsweise mesocorticale, dopaminerge und
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mesoaccumbale, GABAerge Neuronen (Carr et Sesack, 2000). Exzitatorische Afferenzen
des Nukleus laterodorsalis tegmentalis (LDT) innerviert selektiv dopaminerge Neuronen, die
den NcA innervieren. Dagegen sind dessen inhibitorische Bahnen auf mesoaccumbale
GABAerge Neuronen beschrankt. Es wird auch eine indirekte Aktivierung mesoaccumbaler
dopaminerger Neuronen durch den PFC Uber eine Verschaltung mittels LDT vermutet (Fields
et al.,, 2007). Die hauptsachlich exzitatorischen, afferenten Bahnen wirken auf zwei
verschiedene Zelltypen in der VTA, die mit 55 Prozent Uberwiegenden dopaminergen und
die GABAergen Neuronen (Johnson et al., 1992). Die GABAergen Neuronen wirken teilweise
als Interneuronen Uber lokale Projektionen inhibitorisch auf die dopaminergen Neuronen der
VTA. Der andere Teil der GABAergen Neuronen und die dopaminergen Neuronen der VTA
ziehen mit ihren Afferenzen zu den Terminalgebieten PFC und limbischen Strukturen, wie
dem NcA und der Amygdala (Steffensen et al., 1998; Margolis, 2006). Die dopaminergen
Neuronen der VTA besitzen als iGIuRs sowohl NMDAR als auch AMPAR, deren Aktivierung
zu einer Zelldepolarisation mit langsamen und schnellen exzitatorischen postsynaptischen
Membranpotentialen fiihrt. Daraus resultiert eine erhdhte Feuerrate bzw. burst firing. Zudem
besitzen die dopaminergen Neuronen auch die beiden GABAergen Rezeptoren A und B,
welche bei Aktivierung die Zellmembran hyperpolarisieren und somit ein inhibitorisches,
postsynaptisches Membranpotential (IPSP) nach sich ziehen. Dies geht mit einer vermin-
derten Feuerrate einher (Chen et Rice, 2002). Ihre dopaminergen, afferenten Terminal-
gebiete liegen vorwiegend im PFC und dem limbischen System, wie dem NcA, dem
ventralen Striatum und der Amygdala. Neben der klassischen afferenten Dopaminfreisetzung
besteht, wie oben bereits erwéhnt, auch eine somatodentritische Dopaminfreisetzung. Diese
fuhrt zum einen, Uber D2-Autorezeptoren mittels einer Hyperpolarisation, zu einer
verminderten somatodentritischen und axoterminalen Dopaminfreisetzung, zum anderen
beeinflusst die somatodentritische Dopaminfreisetzung mittels D1-Rezeptoren das

Belohnungsverhalten.

Das andere Ursprungsgebiet dopaminerger Neuronen stellt die SNc vor allem in Form des
nigrostriatalen Systems dar. In der SNc Uberwiegen mit 90 Prozent die dopaminergen
Neuronen als vorherrschender Zelltyp. Ihr vorwiegender afferenter Input ist mit circa 70
prozentigen GABAergen Projektionsbahnen inhibitorisch. Diese Afferenzen stammen
vorwiegend aus dem Striatum und zusatzlich auch aus dem Globus pallidus, kollateralen
Projektionen aus der Substantia nigra pars reticularis (SNr) und dem Nucleus
pedunculopotine. GABAerge A- und B-Rezptoren bewirken mittels einer Hyperpolarisation
inhibitorische postsynaptische Membranpotentiale (IPSP). Daneben wirken allerdings nur im

geringen Mal3e exzitatorische Afferenzen vorwiegend aus dem Nucleus subthalmicus und
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dem Cortex, daneben auch aus dem Nucleus pedunculopotine auf die Neuronen der SNc
ein. Diese werden Uber schnelle AMPARs und langsame NMDARs vermittelt (Hausser et
Yung, 1994), was fast gleichzeitig ein EPSP und IPSP zur Folge hat. Auch hier wirkt das
somatodentrisch freigesetzte Dopamin (ber D2-Aotorezeptoren reduzierend auf die
somatodentritische, dopaminerge Feuerrate der SNc und der axoterminalen, dopaminergen
Neuronen des dorsalen Striatums. Des Weiteren aktiviert das somatodentritisch freigesetzte
Dopamin D1 Rezeptoren nicht-dopaminerge Zellen der SNr und beeinflusst so die Motorik
(Chen et Rice, 2002). Leider ist bisher nichts Uber eine glutamaterge Koaktivierung nicht-
dopaminerger Neuronen bekannt, doch deuten verschiedene Versuchsergebnisse auf
eventuelle glutamataktivierte inhibitorische Transmitter zusatzlich zu den GABAergen hin,
wie Adenosin, Taurin, Glycin oder Dynorphin. Ihr Terminalgebiet stellt der Caudatus putamen

des dorsalen Striatum dar.

Wichtig zu erwahnen ist auch, dass die einzelnen Terminalgebiete unterschiedlich starke
dopaminerge Afferenzen enthalten. Wahrend das dorsale Striatum und der NcA mit 65-90
Prozent eine hohe dopaminerge, afferente Innervation erhalten, ist der PFC hauptsachlich
GABAerg innerviert. Dopaminerge Afferenzen machen nur circa 30-40 Prozent der

mesencephalen Afferenzen aus (Fallon, 1981; Carr et Sesack, 2000).

1.4 SAUGETIERMODELLE ZUR IN VIVO CHRAKTERISIERUNG VON
NMDA-REZEPTOREN
1.4.1 Die Maus als Modellorganismus

Die Maus spielt als Modellorganismus aus mehreren Griinden eine zentrale Rolle, da sie
beispielsweise neben dem Menschen das genetisch am besten charakterisierte Saugetier
darstellt (Beck et al., 2000). Im Mai 2002 wurde die abgeschlossene Sequenzierung des
Genoms des weit verbreiteten Mausstammes ,C57BL/6J" zusammenfassend publiziert
(Waterston et al., 2002). Dabei kommt die Maus mit geschatzten 30 Tausend Genen auf eine
ahnliche Zahl an Erbinformation wie der Mensch, allerdings ist das Genom mit 2,5 Milliarden
Basenpaaren etwas kleiner. 99 Prozent der DNA-Abschnitte haben ein entsprechendes
Pendant im menschlichen Erbgut, und 96 Prozent liegen sogar in dhnlicher Nachbarschaft.
Zudem ahnelt die Maus auch in ihrer Entwicklung und dem Stoffwechsel sehr dem
Menschen. Ein weiterer Vorteil liegt in ihrer raschen Generationsfolge und ihrer einfachen

Haltung, wodurch sie ein ideales Modell zur Erforschung physiologischer Vorgange und
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Krankheiten darstellt. Zudem haben Fortschritte in der Molekularbiologie und der experimen-
tellen Embryologie das Spektrum der Manipulationen des Mausgenoms enorm erweitert. In
den letzten Jahren wurden gerade im Bereich der Neurobiologie etliche neue Mausmutanten
etabliert (Nagy et Mar, 2001).

1.4.2 Die Moglichkeiten der genetische Manipulation des Mausmodells

Um die Genfunktion ,in vivo" zu untersuchen sind mehrere Verfahren entwickelt worden. Der
Ausdruck ,transgen* bezeichnet dabei allgemein Organismen, die eine ,in vitro* zusammen-
gefugte DNA-Sequenz stabil in ihr Genom integriert haben. Ein Verfahren zur Untersuchung
der Genfunktion ist die Erzeugung so genannter ,transgener Tiere“. Dies geschieht durch
ungerichtete Integration von Transgener-DNA (Desoxyribonucleinséure), beispielsweise in
Form von Pronukleusinjektion (Abb.24) (Gordon et al., 1980; Palmiter et al., 1982) oder
durch Transfektion von rekombinierten Retroviren in frihen Embryonen. Nachteil dieser
Methode ist, dass einerseits nur DNA-Sequenzen zum Genom hinzugefligt werden kénnen
und zudem auch nur ein gewisser Anteil der Nachkommen das gewtlinschte Transgen tragt.
Eine gewebs- beziehungsweise zellspezifische Genveranderung ist mit dieser Methode nicht
maoglich, entweder erzeugt man durch Einbringen der Transgene in die Stammzellen der
Keimbahn einen vollstandigen transgenen Organismus oder eine Chimare bei der Integration

in somatische Zellen.

. _a
Pronuklei :
ronuen__________o -

- N Injektion fremder DNA in
Befruchtete Eizelle kurzvorder einen der Vorkerne

Abb.24 Generierung von transgenen Mausen.
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Eine weitere Mdoglichkeit, um die Funktion von Genen .n vivo* zu erforschen, ist die
~Knockout-Maus" (,Loss-of-function* Veranderung), bei der es mittels homologer Rekombi-
nation zu einer gerichteten Entfernung eines ganz bestimmten Gens in embryonalen
Stammzellen kommt. Das Gen wird also mittels homologer Rekombination gezielt so
veréndert, dass das durch das Gen kodierte Protein nicht mehr exprimiert werden kann.
Eine ,NR1-Knockout® Maus beispielsweise ist also nicht mehr in der Lage, eine
funktionstiichtige NR21-Untereinheit (NR1+) des NMDARs zu bilden, der NMDAR ist
wirkungslos (NR1-).

In ,vitro* vermehrten embryonalen Stammzellen wird beispielsweise mittels Mikroinjektion
ein so genannter Inaktivierungsvektor Gbertragen. Dieser besteht aus dem zu inaktivierenden
Gen, welches eine Mutation im Exon tragt (NR1-) und dadurch entweder inaktiv vorliegt oder
nicht mehr transkribiert werden kann, und aus benachbarten Genabschnitten (Abb.25). Um
zu sehen, welche Zellen die Mutation in ihr Genom integriert haben, figt man hinter dem
mutierten Gen noch einen so genannten positiven Marker an, beispielsweise ein Neomycin-
Resistenzgen (Abb.25 (b)). Gibt man spater das Antibiotikum Neomycin in die Zellkultur,
werden nur solche Zellen, die das Neomycin-Resistenzgen in ihre Zelle eingebaut und somit
eine Neomycinresistenz erworben haben, lberleben (positive Selektion). Um den Marker
liegen zwei gleichgerichtete homologe LoxP-Sequenzen (ihre Funktion wird im Abschnitt:
1.4.3 Die Cre-Rekombinase zur induzierbaren, konditionalen Gendeletion, beschrieben),
damit der Marker spéter wieder aus dem Genom eliminiert werden kann (Abb.25 (d): LxP).
Die Bereiche direkt vor und hinter der verdnderten Gensequenz bleiben unverandert, sie
sorgen fur die Hybridisierung mit dem Erbmaterial und somit fur die Integration des
veranderten Genabschnittes an der richtigen Stelle. Um dies zu udberprifen, wird
beispielsweise bei generalisierten Knockouts zusatzlich der Marker Thymidinkinase des
Herpes simplex Virus (HSVTK) in die veranderte Gensequenz integriert (Abb.25 (b)). Bei
korrekter homologer Rekombination wird dieser nicht in das Erbgut integriert (Abb.25 (c)).
Wird es allerdings an einer anderen Stelle in das Genom eingebaut, kommt es zur
Integration des HSVTK. Durch Zugabe des Virostatikums Ganciclovir wird, falls das HSVTk in
das Genom integriert wurde, ein Produkt gebildet, welches die Zellreplikation hemmt. Hier
Uberleben also nur solche Zellen, bei denen die HSVTk bei der korrekten homologen

Replikation eliminiert wurde (negative Selektion).
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Abb.25 Schematische Darstellung der Integration von Fremd-DNA in einen bestimmten Genlokous
einer Stammzelle (Eine genauere Beschreibung der einzelnen Schritte ist dem Text zu
entnehmen).

(a) urspringlich unverandertes Gen;

(b) veréanderte Gensequenz mit Neomycin-Resistenzgen (neo) und Thyrimidinkinase des
Herpes simplex Virus (HSVTk), die anderen Genaschnitte sind homolog (h);

(c) richtig integrierte verédnderte Gensequenz nach homologer Rekombination, das HSVTkGen
wurde bei der homologen Rekombination eleminiert;

(d) Deletion des Neomycinresistenzgens mittels Cre-Rekombinase. Das verbleibende Gen ist
defekt, da ihm das Exon 2 fehlt.

Diese genetisch veranderte Stammzelle wird dann in eine Blastozyste eingebracht und diese
wiederum einer scheinschwangeren Maus implantiert. Dadurch erhdlt man so genannte
Chimaren. Die Koérperzellen enthalten zum Teil Zellen mit dem implantierten veradnderten
Erbgut (NR1-), andererseits auch Zellen mit dem urspringlichen Erbgut (NR1+). Chimare
Tiere werden nun mit Tieren mit unverandertem Genom gekreuzt. Die Nachkommen mit
heterozygotem Genom (NR1+/-) flr das veradnderte Gen werden anhand von Erbgutunter-
suchungen herausgefiltert und untereinander verpaart. 25 Prozent der Nachkommen dieser
Verpaarung sind fir diese Genomverdnderung (NR1-) dann homozygot, 25 Prozent sind fir
das urspringliche Genom (NR1+) homozygot, und 50 Prozent sind heterozygote (NR1+/-)
Tiere (Forrest et al., 1994; Galli-Taliadoros et al., 1995; Moreadith et Radford, 1997; Picciotto
et Wickmann, 1998; Soriano, 1995; Rudolph et Mohler, 1999).

Neben dieser gezielten Modifikation chromosomaler DNA kommt bei der konditionalen
Geninaktivierung noch eine Gewebs- und Zellspezifitdt der Gendeletion hinzu (Doetschman
et al., 1987, Gu et al., 1994; Thomas et Capecchi, 1987; Wang et al., 1996a et 1996b). Dazu

werden zwei transgene Mausstamme, denen zusétzliche Gene in das Genom eingeschleust
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wurden, miteinander gekreuzt. Die erste Mauslinie enthalt ein LoxP flankiertes Gensegment
(gefloxte Zielmaus), welches gewebsspezifisch mittels Cre-Rekombinase deletiert werden
soll. Da sich die LoxP-Sequenzen in den Introns des zu eliminierenden Genabschnitts
befinden, bleibt das Gen zuerst einmal funktionsfahig. Wildtyp und ,gefloxte Maus* unter-
scheiden sich phéanotypisch nicht. Die zweite Mauslinie enthédlt als Transgen die gewebs-
spezifische Cre-Rekombinase, welche unter Kontrolle eines gewebsspezifischen Promotors
steht. Dadurch wird beispielsweise bei einem DAT-spezifischen Promotor die Cre-Rekombi-
nase nur in Zellen, die einen DAT enthalten, exprimiert, also in allen dopaminergen Zellen.
Durch Verpaarung der beiden Mauslinien wird also mittels der Cre-Rekombinase das
gefloxte Gen nur in den promotorhaltigen Zellen, hier also der DAT-haltigen, dopaminergen

Zellen, herausgeschnitten. Alle anderen Zellen exprimieren das Gen unverandert.

Mittels eines zusétzlich eingeschleusten Reportergens in die gefloxte Mauslinie,
beispielsweise der ,LacZ-Inserts* und eines davor liegenden Stop-Kodons, welches sich
innerhalb des gefloxten Bereiches befindet, kann das Rekombinationsprofil der Cre-
Rekombinase Uberprift werden. Das Transgen ,LacZ-Insert* wird erst aktiv, wenn durch die
Cre-Rekombinase, die ja nur in den gewebsspezifischen Zellen exprimiert wird, das gefloxte
Gen inklusive Stop-Kodon deletiert wird. Das aktive LacZ-Gen produziert erst dann [3-
Galactosidase, welche mittels Substanz X-Gal angefarbt werden kann. So farben sich -
Galactosidase produzierende Zellen blau, was bedeutet, dass das gefloxte Gen aus diesen
Zellen deletiert wurde; in den ungeférbten Zellen ist das gefloxte Gen nicht deletiert worden,
es ist funktionsfahig (Feil et al., 1996a et 19996b; Lobe et Nagy, 1998, Tsien, 1998; Tsien et
al., 1996; van der NR, 1997; Wang et al., 1996a et 1996b).

Bei induzierbaren Gen-Knockouts, welche spater noch genauer beschrieben werden, kann
das Gen nicht nur gewebs- und zellspezifisch inaktiviert werden, sondern der
Gendeletionsprozess kann auch zeitlich gesteuert werden. Die oben erwahnte konditionale
und induzierbare Gendeletion hat gegeniber den konventionellen Knockouts mehrere
Vorteile. Haufig flhrt die Inaktivierung eines Gens von Anfang an, wie es bei den klassischen
Nullmutationen der Fall ist, zu einem embryonalen letalen Phanotyp, da das Gen fir die
Entwicklung des Organismus von essentieller Bedeutung ist. Dieses Problem kann man
eventuell einerseits durch konditionale Knockouts umgehen, in dem man nur in solchen
Bereichen das Gen deletiert, in welchen es nicht essentiell fir die Entwicklung ist. Die
konditionale Gendeletion bietet sich auch an, wenn man die Genfunktion nur in einem
bestimmten zell- beziehungsweise gewebsspezifischen Ort untersuchen méchte, um die

primare Funktion eines Zielgens in einem bestimmten Zell- beziehungsweise Gewebetypen
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explizit bestimmen zu kdnnen. Mochte man Gene in Bereichen herausschneiden, die

essentiell fir die Entwicklung sind, bendtigt man induzierbare Knockouts.

1.4.3 Die Cre-Rekombinase zur induzierbaren, konditionalen

Gendeletion

Ziel dieser induzierbaren, konditionalen Genmutation ist die zeitliche und gewebespezifische
Gendeletion mit Hilfe des Cre-/LoxP-Systems. Die verschiedenen Zelltypen des Gehirns
exprimieren haufig die gleichen Gene, was die Bestimmung des Anteils eines speziellen
Gens in einer spezifischen Stelle an einer bestimmten Funktion sehr schwierig gestaltet.
Das Cre-/ Lox-System (Abb.26) besteht aus zwei Komponenten. Zum einen aus der Lokus-
spezifischen Cre-Rekombinase (,causes recombination®) und zum anderen aus der LoxP-
Sequenz (,locus of crossover® x aus dem Bakteriophagen P1). Mittels der Rekombination
kommt es zur Spaltung und Neuverknipfung von DNA, was eigentlich der Reparation von
Mutationen dient, aber auch genetische Diversitat ermoéglicht. Die Cre-Rekombinase, ein
38kDA groRRes Protein der Familie der ortsspezifischen Tyrosin-Integrasen, katalysiert die
konservative Rekombination der DNA zwischen zwei LoxP-Erkennungssequenzen (Hamilton
et Abremski, 1984; Sternberg et Hamilton, 1981) ohne weitere Cofaktoren zu bendtigen. Die
LoxP-Sequenz ist eine 34 Basenpaare (bp) lange DNA-Sequenz, welche aus zwei
palindromischen Sequenzen, die eine Spacer-Region (gefloxtes DNA-Segment) umgeben,
besteht. Je zwei Molekule der Cre-Rekombinase binden an eine LoxP-Sequenz (Mack et al.,
1992). Flankieren die beiden LoxP-Sequenzen einen DNA-Abschnitt in der gleichen
Orientierung  (palindromisch), wird dieses in Form eines zirkularen Produkts
herausgeschnitten und abgebaut, zuriick bleibt eine LoxP-Sequenz, die sich aus den beiden

urspringlichen zusammensetzt (Abremski et al., 1983).
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Abb.26 Die Cre-/LoxP-vermittelte Excision von DNA-Segmenten. Das gefloxte DNA-Segment (blau),
das zwischen den beiden loxP-Sequenzen ( » ) liegt, wird mittels Cre-Rekombinase als

zirkulares Produkt aus dem Chromosom herausgeschnitten und zellular abgebaut.

Das Prinzip der Cre-/LoxP-vermittelten, zellspezifischen Mutation besteht auf der
Generierung zweier Mauslinien. Bei der ersten Mauslinie exprimieren die Mause die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle eines gewebsspezifischen Promotors (Abb.27 A, grune
Cre-Maus) (Nagy, 2000; Metzger et Feil, 1999), welcher sich nur in gewebsspezifischen
Zellen befindet, wodurch die Cre-Rekombinase nur in den Zellen dieses Gewebes gebildet
wird. Die zweite Linie tragt eine gefloxte NR1-Untereinheit des NMDAR-Gens, das durch
zwei gleichgerichtete LoxP-Sequenzen flankiert wird, welche nicht mit der normalen
Expression des Gens in der Maus interferieren, womit sich die gefloxte Maus (Abb.28 A,
blaue Maus) phénotypisch nicht vom Wildtyp unterscheidet. Dies geschieht durch homologe
Rekombination in embryonalen Stammzellen, wobei die LoxP-Sequenz in den Introns
platziert wird (Guy et al., 2001; Sakai et al., 2001). Durch die Kreuzung der beiden
Mauslinien kommt es zu doppeltransgenen Nachkommen. Bei allen Zellen, die die Cre-
Rekombinase exprimieren, kommt es nun zur Deletion des flankierten NR1-Genabschnitts,
alle anderen nicht-Cre-Rekombinase exprimierenden Zellen zeigen in ihrem Phéanotyp
keinen Unterschied zum Wildtyp (Abremski et al., 1983).
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Abb.27 (A) gewebspezifische Gendeletion: Eine ,gefloxte Maus" wird mit einer ,gewebsspezifischen
Cre-Maus" gekreuzt. Bei den Nachkommmen wird das ,gefloxte Exon* aus den Zellen
herausgeschnitten, welche die gewebsspezifisch Cre-Rekombinase bilden.

(B) zeit- und gewebespezifische Gendeletion: Die gewebespezifische Cre-Rekombinase
liegt inaktiv (Cre) vor, erst nach Gabe eines Liganden wird sie aktiviert (Cre) und das
.gefloxte Exon* eliminiert.

(C) konventionelle ,Knockout-Maus*: Durch das Neomycinresistenzgen (neo) wird ein Exon

permanent zerstort.

Wie bereits erwahnt, kommt es bei der konventionellen Nullmutation mit der Deletion
entwicklungsphysiologischer wichtiger Gene zu Phénotypen mit schwerwiegenden
Entwicklungsstérungen bis hin zum embryonalen Tod. Zur posttranslationalen Kontrolle der
Cre-Rekombinase-Aktivitdt wurden sogenannte ligandenaktivierbare Cre-Rekombinasen
generiert. Hierzu wurden verschiedene experimentelle Ansatze verwendet, bei denen
Fusionsproteine, bestehend aus der Cre-Rekombinase mit Ligandenbindungsdoméanen von
mehreren cytosolischen Hormonrezeptoren, entwickelt wurden (Brocard et al., 1998; Metzger
et al., 1995, Tsujita et al, 1999). Ziel war zum einen die so genannte ,leakiness" des Cre-
Systems, was bedeutet, dass in Abwesenheit des synthetischen Liganden keine
Basalaktivitat bestehen soll, die exprimierte Cre-Rekombinase sollte also inaktiv vorliegen
(Abb.27 (B) Cre). Zum anderen soll die ligandenspezifische Cre-Rekombinase naturlich auch
in allen Zellen des Zielgewebes exprimiert werden und keine mosaikartige Expression
erfolgen. Der synthetische Ligand sollte auch keine anderen Wirkungen auf den Organismus

haben und mdglichst schnell im gewlnschten Zielgewebe verfigbar sein.
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1.4.4 Das Mausmodell ,DATCreERT2-NR1"“

Durch die Fusion der Cre-Rekombinase mit einer mutierten Ligandenbindungsdoméne (LBD)
des steroidalen Ostrogenrezeptors (OR) am C-Terminus der Cre-Rekombinase (Brocard et
al., 1997; Feil et al., 1996a et 1996b; Metzger et al., 1995; Schwenk et al., 1998) erhielt man
eine tamoxifeninduzierbare Cre-Rekombinase. Die mutierte LBD besitzt keine Affinitat zum
endogenen Liganden 17R-Estrogen und liegt somit basal inaktiv vor (Abb.28 B rote Cre-
Maus). Sie kann nur mittels des synthetischen Liganden ,Tamoxifen* aktiviert werden
(Abb.28 B grune Cre-Maus). Das Fusionsprotein ,inaktive Cre-Rekombinase”, welches unter
einem zelltypspezifischen Promotor, in unserem Falle dem Dopamintransporter (DAT),
exprimiert wird, ist im Cytosol an zwei Hitzeschockmolekile gebunden, womit der Transport
an den Transkriptionsort Zellkern verhindert wird. Erst durch die Ligandenbindung Tamoxifen
werden die Hitzeschockmolekile freigesetzt, die liganden-aktivierte Cre-Rekombinase kann
in den Zellkern transportiert werden. Dort binden zwei Fusionsmolekiile an die gleichgerich-
teten LoxP-DNA-Erkennungssequenzen, welche als zirkulares Fragment herausgeschnitten
und abgebaut wird (Abb.28).

Durch diese gewebespezifische Expression der Tamoxifen-Liganden-akivierbaren Cre-
Rekombinase (Logie et Stewart, 1995; Schwenk et al., 1998) kommt es zu einer drtlichen
dopaminergen und zeitlichen tamoxifenvermittelten induzierten Deletion der NMDAR-
Untereinheit NR1.

—_ Promotor F CreERT2 ¥ PolyA
i

. ) LEGENDE
\I gn |\ HSP P
oo Ay ¥ inaktive Cre-Rekombinase
4-Hydroxy- —
»  tamoxifen HSP

@i‘!- aktive Cre-Rekombinase

_ ) -'
P (i)

Abb.28 Mechanismus der tamoxifeninduzierten Deletion der NR1-Untereinheit (NR1) des NMDAR

in einem dopaminergen Neuron. (Weitere Erklarung siehe Text.)
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Von den drei verschiedenen tamoxifeninduzierbaren Varianten der Cre-Rekombinase wurde
hier das humane ERT mit G521R Mutation (Feil et al., 1996a et 1996b; Li et al., 2000; Logie
et Stewart 1995; Metzger et al.,, 1995) verwendet. Auch die anderen zwei Variationen,
murines ERTM mit G525R Mutation und humanes ERT2 mit G400V/ M543A/ L544A
Mutation sprechen nicht auf endogenes 17R-Estrogen, sondern nur auf den synthetischen
Estrogenagonisten 4-Hydroxytamoxifen (OHT) an. Das preiswertere, applizierte Tamoxifen
wird in der Leber in OHT und N-Desoxymethyltamoxifen umgewandelt. Das CreERT2-
System ist zurzeit das am besten charakterisierte und am haufigsten verwendete System zur

konditionellen Gendeletion (Garcia-Otin et Guillou, 2006).

Die Behandlung mit dem synthetischen Ostrogenanalog Tamoxifen erfolgte bei adulten
.DATCreERT2-NR1"“-Mausmutanten an funf aufeinander folgenden Tagen, zweimal taglich
intraperitoneal in einer Dosierung von 1mg pro Maus. Die Kontrolltiere, welche ein
unverandertes Genom enthielten, erhielten ebenfalls an funf aufeinander folgenden Tagen

einmal taglich intraperitoneal die Tamoxifenlésung.

Tamoxifen| ' Tamoxifen

e

Abb.29 Lokalisation der Mutation im Gehirn.

Durch das Einbringen des oben beschriebenen Reportegens ,lacZ-Gen®, welches sich
aulRerhalb der gefloxten Gensequenz befindet und eines Stop-Kodon, das sich innerhalb des
gefloxten DNA-Abschnittes befindet, farben sich Zellen mit deletierter NMDAR-NR1-
Untereinheit und lacZ induzierter, exprimierten B-Galactosidase blau an (Abb.29 und
Abb.30), alle anderen Zellen mit der nicht deletierten NMDAR-NR1-Untereinheit werden nicht

angefarbt.
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Abb.30 Analyse des Rekombinationsprofils einer Cre-Maus durch Reporterméuse. Nur Zellen mit
deletierter DNA-Sequenz fur die NR1-Untereinheit und dem Stop-Kodon fiir lacZ farben sich

nach histochemischer Anfarbung blau.

1.5 VERHALTENSTESTS

Durch Verhaltensanalysen kdnnen phanotypische Unterschiede zwischen genmanipulierten
Méausen und beispielsweise deren Wildtypen charakterisiert werden. Sie sind ein wichtiges
Hilfsmittel, um zugrunde liegende neurobiologische Mechanismen von Verhaltensweisen zu
erkennen. Da Verhaltensuntersuchungen immer Reaktionen des Gesamtorganismus dar-
stellen, sind Aussagen Uber Funktionen bestimmter Hirnareale oder spezieller Leitungsbahn-

systeme nur bedingt méglich.

1.5.1 Lokomotorische Aktivitat im Offenfeld

Die Lokomotion im Offenfeld basiert auf der natirliche Tendenz von Nagetieren, neue
Umgebungen zu explorieren, um neue Nahrungs-, Reproduktions-, Schutz- und Nest-
ressourcen ausfindig zu machen. Die Haufigkeit der explorativen Verhaltensweisen in einem
unvertrauten Offenfeld wird begrenzt durch die gegensatzliche Motivation, potentielle
Gefahrenquellen, beispielsweise Angriffe von Feinden, zu vermeiden. Das beobachtete
Verhalten ist also immer ein Kompromiss zwischen diesen beiden entgegengesetzten
Verhaltenstendenzen, der Exploration und der Neophobie. Welche der diametralen
Motivationstendenzen Uberwiegt, wird durch den aktuellen Bedirfnisstatus, wie
beispielsweise erhdhtes Explorationsverhalten bei Hunger des Tieres, moduliert. Durch

Habituation, einer wiederholten Darbietung einer einst neuen Umgebung, kommt es zu einer
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Aktivitditsabnahme, da das Tier genug Informationen Uber die neue Umgebung gesammelt

und sich an diese gewdhnt hat.

Das Verhalten der Mause in der Aktivitatsbox wird maRRgeblich von der Thigmotaxis, was
auch als ,wall seeking behaviour* bezeichnet wird, gepragt. Es ist ein typisches Verhalten
von Beutetieren, sich bevorzugt am Rand des Kafigs aufzuhalten und sich meist in
unmittelbarem Kontakt zur Kafigwand fortzubewegen. So kommt es physiologischerweise
durch den aversiven Reiz der neuen Umgebung zu einem signifikant geringeren

Explorationsverhalten des inneren Felds und zu einer erhéhten Thigmotaxis.

Die lokomotorische Aktivitat, welche bei den Nagetieren zum Spontanverhalten gehort, wird
Uber komplexe Schaltkreise reguliert, an welchem die Basalganglien Regelkreise zur
Kontrolle und Modifizierung motorischer, assoziativer und limbischer Informationen bilden
(Joel et Weiner, 2000). Fur ein zielgerichtetes raumliches Explorationsverhalten ist die
motorische Aktivitat eine essentielle Voraussetzung. Der Lokomotion liegt die Verarbeitung
interner motivaler und externer Stimuli zugrunde, vermittelt wird sie von anatomisch und
funktionell interagierenden Systemen (Mogenson et al.,, 1980), wobei die Interaktion
zwischen dem cortico-limbischen und motorischen System vor allem auf der Ebene des
dorsalen (CPu: Caudate putamen) und ventralen Striatums (NcA: Nucleus accumbens) statt-
findet. Dabei wird die Motorik stdndig an die sich verdndernden Umweltbedingungen
angeglichen, was auch als Verhaltensanpassung bezeichnet und Uber hierarchisch
angeordnete motorische Bahnen im ZNS gesteuert wird. An der Spitze steht der Cortex,
welcher verhaltensrelevante Informationen lber verschiedene Projektionsbahnen tber den
motorischen Cortex an die Motoneuronen im Ruckenmark leitet, die die Skelettmuskulatur
innervieren, welche dann ein motorisches Verhalten ausfihren. Das Cerbellum, welches
hauptsachlich Lage und Koordination im Raum beeinflusst und die Basalganglien, welche
grundlegend an der Initiierung, Richtung und Durchfiihrung der Verhaltensantwort beteiligt

sind, wirken modulierend auf die motorischen Bahnen.

1.5.2 Nestbauverhalten

Als Nest wird ein erbautes Gebilde bezeichnet, das von verschiedensten Tierarten, wie
beispielsweise Vogeln, Saugetieren, Fischen und Insekten gestaltet wird. Nestbau ist bei
Nagetieren ein natirlicher, genetisch determinierter Verhaltenskomplex, der fir das

Uberleben in freier Wildbahn von groRer Bedeutung ist. Das erbaute Nest ist der Ort zum
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Gebéaren und Aufziehen der Nachkommen und bietet Schutz vor Feinden und Umwelt-

einflissen, vor allem vor extremer Kélte.

Trotz jahrelanger Selektion verschiedener Labornagetierstamme ist das Nestbauverhalten
immer noch im Verhaltensrepertoire der Tiere vorhanden. Die dabei erbauten Nester sind bei
Laborméausen etwa von gleicher Grol3e oder etwas gro3er als bei Wildmausen, allerdings
unterscheiden sich die Nestformen der einzelnen Labormausstdmme. Das Verhalten kann
bei einzelnen als auch bei in Gruppen gehaltenen Tieren beobachtet werden, die ein
gemeinschaftliches Nest errichten. Nagetiere, die zuvor keine Mdglichkeit zum Nestbau
hatten, errichten ebenso Nester wie Tiere, deren Nest taglich zerstort wird. Bei Labor- und
domestizierten Nagetieren wird das Nistmaterial manipuliert und wirkt so der Langeweile in
Standardhaltungen entgegen. Zum anderen erfillt es, wie in der Wildbahn, auch hier eine
Schutzwirkung vor aversiven Stimuli, wie beispielsweise Licht und akustischen Reizen.
Ebenso herrschen im Nest gegentber dem restlichen Kéafig ein anderes Klima, andere Licht-
und andere akustische Verhaltnisse. Man unterteilt das Nestbauverhalten in maternales, bei
Weibchen zur Aufzucht der Jungtiere, und das in dieser Arbeit ndher untersuchte nicht
maternale Nestbauverhalten. Dabei erbauen Mannchen in der Wildbahn meist in der Mitte

ihres Territoriums ihr Nest, welches sie gegentiiber Eindringlingen verteidigen.

Auf den Kéfigdeckel aufgebrachtes Nistmaterial wird durch die Gitterstdbe ins Kéfiginnere
gezogen. Mann kann die Manipulation des Nistmaterials, wie Tragen, Sammeln und
Zernagen als Bestandteil des Nestbauverhaltens sehen, es kann allerdings auch als
Beschaftigung gewertet werden. Da Nagetiere nachtaktiv sind, errichten sie ihre Nester vor
allem in der Nacht. Insbesondere vor Sonnenaufgang wahrend der Hellphase werden diese
dann zum Ruhen genutzt. Nach Ergebnissen mehrerer Nestbaustudien werden die Nester
hauptsachlich unter der Futterraufe gebaut, also dem Ort, an dem Laborm&use auch ohne

Nistmaterial bevorzugt schlafen.

Die Auswirkungen des Nestbaus auf das Verhalten der Nagetiere sind vielfaltig. So zeigten
Mause, deren Kafig mit Nestmaterial angereichert war, mehr Explorationsverhalten als
Mause, denen kein Nestmaterial zur Verfigung stand. Auch das Aggressionsverhalten der

Mausemannchen wird durch die Mdglichkeit des Nestbaus gesenkt.

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass L&sionen der medial preoptic area, dem Septum
oder dem HIPP, zu einem geringeren Nestbauverhalten fihren. Genetisch veranderte Mause

zeigen ebenfalls ein verandertes Verhalten im Nestbau. Somit ist der Test, zusammen mit
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anderen Verhaltenstests, zur Charakterisierung des Verhaltens der Phanotypen neuer

Mausmutanten geeignet.

1.5.3 Soziale Interaktion

Soziale Interaktion bezeichnet das wechselseitig aufeinander bezogene Handeln zwischen
Akteuren, die aufeinander reagieren, einander beeinflussen und steuern. Das Ziel ist die
Abstimmung des Verhaltens der Beteiligten bzw. des korrekten Handelns der
Kooperationspartner. Es umfasst somit Formen des eintrachtigen Zusammenlebens genauso

wie konflikthaftes Verhalten und dient der innerartlichen Verstandigung.

Olfaktorische Signale des Partners stellen einen wichtigen Faktor fir soziale und sexuelle
Beziehungen von Tieren dar. Diese entstehen durch spezielle Duftdriisen, aber auch durch
die Uber den gesamten Koérper verteilten Talgdrisen sowie die Umgebungsgeriche, vor
allem den urinalen und fékalen Geruch. Dabei hat jede Gruppe ihren eigenen Geruch, der
auch ihr Territorium pragt. So beginnt beispielsweise die erste Kontaktaufnahme,

insbesondere von fremden Artgenossen, mit der anogenitalen Kontrolle.

Das Sozialverhalten der Mause, welches ein Leben lang konstant bleibt und keinen
altersbedingten Schwankungen unterliegt, wird im Sozialen Interaktionstest (,social
interaction test* nach Angelis et File, 1979) mit Jungtieren (juvenilen Mausen) untersucht.
Neben dem sozialen Interesse beinhaltet ein unbekannter Sozialpartner per se auch immer
eine Angstkomponente, ebenso wie beispielsweise eine neue Umgebung. In diesem Test
interferiert also soziales Interesse mit der Angst, das Revierverhalten wird durch eine neue

Umgebung unterbunden.

1.5.4 Wiedererkennungstest (object recognition test)

Um das Erinnerungsvermdgen von Nagetieren zu testen, wird der so genannte Objekt-
Wiedererkennungstest verwendet. Die Fahigkeit, bereits bekannte Objekte von unbekannten
zu unterscheiden, wird dabei als Wiedererkennung bezeichnet. Man nutzt hierfir das
spontane Explorationsverhalten von Nagetieren, welches, wie in Versuchen gezeigt werden
konnte, bei einem neuen, unbekannten Objekt wesentlich starker ausgepréagt ist als bei

einem bekannten (Ennaceur et Delacour, 1988). Dies setzt voraus, dass das Versuchstier
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charakteristische Merkmale des Objektes wahrnimmt, unterscheidet, identifiziert und diese
mit den charakteristischen Eigenschaften bereits bekannter Objekte vergleicht (Steckler et
al.,, 1998). Die Zeit zwischen den beiden Prasentationen wirkt sich deutlich auf das
Explorationsverhalten der zweiten Prasentation aus. Dies zeigt, dass diesem Test Gedéacht-
nisprozesse zugrunde liegen. Die Maus ist in der Lage, ein erstmalig prasentiertes Objekt
nach einem halbstiindigen, prasentationsfreien Intervall bei einer zweiten Présentation zu
erkennen, wodurch die Explorationszeit des bekannten Objekts bei der zweiten Prasentation
gegeniuber einem zuséatzlich unbekannten Objekt vermindert ist. Da ein unbekanntes Objekt
allerdings auch einen aversiven Reiz darstellt, findet die Exploration des neuen Objekts
meist mit einer grélReren Latenz statt (Adriani et al., 2000; Hode et al., 2000; Belzung et al.,
2001).

Somit analysiert der Wiedererkennungstest Veranderungen der kognitiven Fahigkeiten,
wobei die langere Exploration eines bekannten Objekts in Relation zu einem unbekannten
Objekt als Indiz fir eine verminderte Ged&chtnisleistung interpretiert wird (Ennaceur et
Delacour, 1988; Spreng et al., 2001).

1.5.5 Emotionales Verhalten

1.5.5.1 Erhohtes Plus-Labyrinth (elevated plus-maze)

Angst ist zunachst einmal ein notwendiger und normaler Affekt. Sie ist eine emotionale
Reaktion, welche durch Reize, die ein stark negatives Ereignis erwarten lassen, ausgelost
wird und Reaktionen auf Verhaltens- und physiologischer Ebene nach sich zieht. Durch die
erwartete Bedrohung wird der Koérper in eine Art ,Alarmzustand“ versetzt, bei welcherm
Energie mobilisiert wird, um das Uberleben in Form von Angriff oder Flucht zu ermdglichen.
Im Gegensatz dazu ist Furcht eine emotionale Reaktion mit ebenfalls begleitenden
Reaktionen auf der Verhaltens- und physiologischen Ebene, wobei auslésende Umweltreize
zuerst mit unkonditionierten, aversiven Reizen gepaart werden missen, somit muss Furcht
erst erlernt werden. Furcht ist also, im Gegensatz zur Angst, durch wiederholte Darbietung

des Reizes, gekoppelt mit unaversiven Konsequenzen, extinktierbar.

Das ,elevated plus-maze“ (EPM) ist ein Test zur Messung eines unkonditionierten, explora-
tionsbasierten, angstassoziierten Verhaltens (Handley et Mithani, 1984). Auch hier ist das
naturliche Verhalten von Nagetieren, neue Umgebungen zwecks Suche nach Uberlebens-

wichtigen Ressourcen wie Futter, Sexualpartner und neue Lebensrdume, Grundvoraus-
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setzung fir diesen Test und steht im Konflikt mit der angeborenen Aversion beziglich
erhdhten, offenen, relativ stark beleuchteten und ungeschitzten Bereichen. Mause die das
EPM explorieren, verbringen die meiste Zeit in den ,geschlossenen” Armen und meiden die
Loffenen* Arme der Testapparatur. Als Ursache hierfir wird, da das EPM erhdht ist, eine
naturliche Furcht vor der Tiefe (Treit et Fundytus, 1988), aber auch mangelnde
thigmotaxische Reize in den offenen Armen gesehen, da Nagetiere ihre Umgebung durch
das Abtasten mit ihren Vibrissen erkunden. Des Weiteren ist auch die starkere Beleuchtung,
die in den ,offenen” Armen hoher als in den ,geschlossenen” ist, als ein nicht konditionierter
Reiz fur Angst und somit fuir das Vermeidungsverhalten der ,offenen“ Arme zu sehen. Mit
diesem Test ist es mdglich, die Tendenz der genetisch manipulierten Mause, das anxiogene-
oder explorative Verhalten verstarkt zu zeigen, zu erfassen. So sind eine verminderte Zahl
an Eintritten und des verminderten Gesamtaufenthalts in den ,offenen* Armen ein Hinweis
auf eine Dominanz des Angstverhaltens gegeniber dem Explorationsverhalten. Beim
Dominieren des anxiolytischen Verhaltens kommt es hingegen zu einer erhdhten Zahl an
Eintritten und des Gesamtaufenthalts in den ,offenen” Armen (File et al., 1993; Pellow et al.,
1985a et 1985b).

1.5.5.2 Hell-Dunkel-Box (light-dark-emergence test)

Auch die Hell-Dunkel-Box ist ein wichtiger Test zur Erfassung von kongentialem,
angstassoziiertem Verhalten (Costall et al., 1989). Es beruht auf einer Konfliktsituation, neue
unbekannte Areale explorieren zu wollen, um natirliche Instinkte zu befriedigen und
andererseits instinktiv helle, ungeschiitzte Areale aus Furcht vor angreifenden Feinden zu

meiden.

Die Testbox besteht aus einem kleinen, ringsum geschlossenen, dunklen Bereich. Das durch
eine Offnung mit dem dunklen Bereich verbundene, helle Areal stellt also einerseits einen
Reiz fur exploratives Verhalten dar, auf der anderen Seite bewirkt es auch ein
angstassoziiertes Verhalten. Anfangs Uberwiegt die Furcht vor dem neuen, hellen Areal, der
keinerlei Schutz vor potentiellen Feinden bietet. Je nach Angstlichkeit der Versuchstiere
beginnen sie nach einer gewissen Zeit allerdings das neue, helle Areal beispielsweise nach
mdglichem Futter oder Sexualpartnern zu erkunden. Auch die Frequenz und Dauer der
Explorationen spiegelt den Konflikt des unkonditionierten, explorationsbedingten, angst-

assoziierten Verhaltens wieder.
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1.5.6 Prapulsinhibition (PPI) der
akustisch ausgelosten Schreckreaktion (ASR)

Bei unerwarteten und starken Reizen wie beispielsweise akustischen, taktilen oder visuellen,
kommt es bei Saugetieren zu einem protektiven Verhaltensmuster, der so genannten
Schreckreaktion. Charakteristisch fir eine Schreckreaktion ist ein stereotypes Muster:
anfangs erfolgt ein Lidschlag mit Kiefer- und Ohrmuschelbewegung, darauf folgt die
Kontraktion der Nacken- und Extremitatenmuskulatur. Dabei werden gerade stattfindende
Verhaltensweisen unterbrochen, die Herzfrequenz steigt (Koch, 1999). Beim Menschen kann
sie mit einer elektromyographischen Aufnahme des Muskulus orbicularis oculi wahrend des
Lidschlags bestimmt werden. Bei der Maus und Ratte wird die ASR in der Regel als
Ganzkorperreaktion durch die Auslenkung einer bewegungssensitiven Kammer bestimmt.
Durch verschiedene Parameter, wie Reizintensitat, Habituation und Hintergrundrauschen,
wird die Reaktionsstarke beeinflusst (Koch et Schnitzler, 1997; Koch, 1999). Die Amplitude
der akustisch ausgelosten Schreckreaktion (Abb.31A) kann durch angenehme und aversive
Emotionen abgeschwéacht, beziehungsweise verstarkt werden. So genannte Prapulse, die 30
bis 35 Millisekunden vor dem eigentlichen Schreckreiz prasentiert werden und selbst aber
keine Schreckreaktion hervorrufen (Abb.31B), vermtgen die Amplitude der akustisch
ausgelosten Schreckreaktion (Abb.31C) abzuschwéachen. Sie ist ein operationales Malf3 fir
die sensorimotorische Reaktionsunterdriickung (Koch et Schnitzler, 1997; Koch, 1999;
Swerdlow et al., 2001).

A)

Lan | Liam '
. B
I:> L | —/ I~
Baiz Fank bon [ S -
B) C)
Praputs Raaktion Prapuls PRaiz Raaktien
Abb.31 Schema A) der akustisch ausgeldsten Schreckreaktion (ASR);

B) des Prapulses alleine;
C) der Prapulsinhibition (PPI) der ASR.
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Eine zentrale Rolle spielt dabei der Nucleus reticularis pontis caudalis (PnC), der auch als
sensomotorisches Interface bezeichnet wird, da er zusatzlich Afferenzen anderer
Hirnregionen erhalt (Abb.32), die modulierend auf die Schreckreaktion einwirken (Koch,
1999). Der akustische Reiz wird dabei von Neuronen des vestibulo-cochlearen Ganglions,
der cochlear root, tber glutamaterge Bahnen auf das Riesenneuron des PnC Ubertragen.
Von dort erfolgt die Projektion auf spinale und craniale Motoneuronen, die fir die motorische
Antwort zustandig sind (Koch et Schnitzler, 1997; Koch, 1999; Yeomans et Frankland, 1995).
Durch den Prapuls wird vermutlich eine neuronale Hemmschleife aktiviert, die eine
Verarbeitung nachfolgender, méglicherweise konkurrierender, sensorischer, motorischer und
kognitiver Sinneseingange unterdrickt und dadurch die ungestbrte Verarbeitung des
Prapulses gewahrleistet, sowie Interferenzen von Verhaltensablaufen verhindert (Koch et
Schnitzler, 1997). Dieser Mechanismus schitzt somit den initialen Stimulus, dient der
Filterung von Informationen und verhindert dadurch sensorische Uberflutung und kognitive
Fragmentierung, die bei zahlreichen psychiatrischen Erkrankungen auftritt (Geyer et al.,
2001; Van den BM et al., 2003).

ASR PPl
A.i-.uls.'!-i-v: har Audiionscher
it Cortex

F;i’;f;f’zs Colliculus
Ganglion plersd
Colliculus
SUpErQr
Giu T
PnC FPig
ACh

G
Y -

Spanake und Craniale
Motoneurang

1

Motorischer
Cutput

Abb.32 Auswirkung der PPI auf die ASR.

52



EINLEITUNG

1.6 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit dient der in vivo Charakterisierung des Phanotyps einer Mausmutante
mit Tamoxifeninduzierter Deletion der NMDAR-Untereinheit NR1 in dopaminergen

Neuronen.

Anhand von verschiedenen Tests soll untersucht werden, ob die ,DATCreERt2-NR1"“-

Mausmutanten im Vergleich zu den tamoxifenbehandelten Wildtypen Veranderungen

in der lokomotorischen Aktivitat,

im Nestbauverhalten,

bei der sozialen Interaktion,

in der Kurz- und/ oder Langzeitgedachtnisleistung,

im emotionalen Verhalten,

YV V.V V V V

in der sensomotorischen Filterung
zeigen.
AulRerdem wird getestet, ob diese zeit- und zellspezifische Deletion der NR1-Untereinheiten

der NMDARs auch Auswirkungen auf das Gewicht der ,DARCreERT2-NR1"“-Mausmutanten

im Verhaltnis zu den Tamoxifenbehandelten Wildtypen hat.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere
2.1.1 Tiere und Tierzucht

Alle Mause fiur die im Folgenden beschriebenen Experimente wurden aus der Tierversuchs-
anlage des Deutschen Krebsforschungszentrums in Heidelberg bezogen, wo sie geziichtet
wurden. Es handelte sich um 42 maéannliche Mause vom Genotyp ,DATCreErt2-NR1", die
zwischen Januar und Februar 2007 geboren wurden. Zu Beginn des Versuchs waren sie

ungefahr sechs Monate alt.

2.1.2 Tierhaltung

Fur die Dauer der Versuche wurden die Tiere in einem Tierhaltungsraum des Zentralinstituts
fur seelische Gesundheit in Mannheim untergebracht. Die Tiere wurden unter einem
kunstlichen 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus (zeitgeschaltete Leuchtstoffrohren), in ca.
25,5 x 20 x 14cm3 grolRen Makrolon ®-Einzelkafigen Typ Il bei einer Raumtemperatur von
22T und einer relativen Luftfeuchte von 50-60% geh alten. Die Hellphase begann um 7:00
Uhr und endete um 19:00 Uhr. Sie hatten freien Zugang zu Nagetierfutterpellets (Sniff,
Soest) und Trinkwasser. Einmal in der Woche, immer freitags nach Beendigung der
Versuche, wurden die Kéfige, Wasser und Futter gewechselt, so dass die Tiere Zeit hatten,
sich Uber das Wochenende an die neuen Kafige und deren Einrichtung zu gewdhnen.
Dadurch sollte der Stressfaktor einer neuen und unbekannten Umgebung als Auswirkung
auf die Versuche ausgeschlossen werden. Die Tiere mussten zu Beginn der Versuche
getrennt werden, da sie ,barbering”, ein haufig beobachtetes Dominanzverhalten bei in
Gruppen gehaltenen Labormausen, zeigten. Die Vibrissen sind fir die Sensorik der Maus bei
der Orientierung, Hilfe beim Riechen, Futtersuche, Héren, Balancieren und Sozialverhalten
unerlasslich. Nach Isolierung der Mause in Einzelkafigen wuchsen die Vibrissen nach, und
es konnte mit den Verhaltenstests begonnen werden. Des Weiteren wurde ihnen bei jedem
Kafigwechsel Nistmaterial angeboten, um eine moglichst artgerechte Haltung zu

gewabhrleisten.

Vor Beginn der Verhaltenstests wurden die Tiere an funf aufeinander folgenden Tagen an

die Hand der Versuchsleiterin gewdhnt. Zu diesem Zweck wurden die Tiere aus dem
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Heimkafig heraus- und mehrere Male in die Hand der Versuchsleiterin genommen und in

Positionen gebracht, die auch spéater in den Versuchen benétigt werden.

2.2. Verhaltenstests

Alle Verhaltenstests wurden in speziell dafir eingerichteten und nur fir
verhaltensphysiologische Untersuchungen genutzten Testraumen, an die die Tiere vorher
habituiert wurden, durchgefihrt. Haufig wurde die Datenerhebung mit Hilfe von
computergestitzen Uberwachungssystemen getatigt, was die Mdoglichkeit bot, das
Tierverhalten innerhalb der Testsituation digital zu filmen, ohne die Maus dabei durch die
Anwesenheit des Experimentators zu beeinflussen. Alle Verhaltensapparaturen wurden nach
jedem Testdurchlauf grindlich von den Mausexkrementen befreit und zur Vermeidung von
Geruchsspuren mit einer 70%igen Alkohollosung ausgewischt. Um Aversionen vor
eventuellen Alkoholresten zu vermeiden, wurden die Apparaturen anschlieend noch einmal

mit einem nassen Tuch gereinigt und anschlie3end trocken gewischt.

2.2.1. Lokomotorische Aktivitat

Abb.33 Tru scan ™ Photobeam sensor — E 63-12.
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Apparatur

Die lokomotorische Aktivitat einer Maus kann selektiv im ,Tru scan“ System (Tru scan ™
Photobeam sensor —E63-12) analysiert werden. Die Box ist mit Lichtschranken ausgestattet,
die automatisch jede Unterbrechung in drei Ebenen registrieren. Die Wande bestehen aus
circa 39cm hohem, durchsichtigem Plexiglas, der Boden ist grau und hat eine Flache von 26
X 26cm? (Abb.33). Durch die Boxen werden in x- und y-Richtung Infrarotstrahlen auf zwei
Ebenen, deren Abstand zum Boden 2,5cm beziehungsweise 6cm betrdgt, zum jeweils
gegenuberliegenden Sensor geschickt. Die Daten des Sensors werden mittels einer
Schnittstelle an einen PC ubertragen. Aus der Unterbrechung der Infrarotstrahlen wird die
jeweilige Position des Tieres ermittelt und daraus wiederum werden verschiedene
Aktivitdtsparameter mittels der ,Tru Scan“ -Software berechnet. Die Beleuchtungsstarke am

Boden betréagt dabei circa 30lux.

Durchfiihrung

Am Tag vor der Messung wurden die Tiere wahrend 30 Minuten an den Raum habituiert. FUr
die Aktivitatsmessung am folgenden Tag wurden jeweils acht Mause pro Durchgang
getestet, das heildt eine Maus pro Messstation. Dabei wurden die Tiere in der Mitte der Box
platziert, die Messung per Computer dauerte jeweils 20 Minuten. Danach wurden sie wieder

in ihren Heimkafig gesetzt und in den Tierhaltungsraum zuriick gebracht.

Gemessene Parameter
1.) AKTIVITATSZEIT (move time)
Gesamtzeit der Bewegungen in der X-Y-Z Ebene in Sekunden.
2.) ZURUCKGELEGTER WEG (distance)
Summe aller gerichteten Koordinatenanderungen in der X-Y Ebene (Bewegungen in der
horizontalen Ebene).
3.) AUFRICHTEN (vertical-plane-entries/ rearings)
Anzahl, wie oft die Maus die Vertikale durchkreuzt (Aufrichtung der Maus).
4.) AUFENTHALTSZEIT IM ZENTRUM (center time)
Zeit, die die Maus in der Mitte der Box verbracht hat, in Sekunden.
5.) ZENTRUMSEINTRITTE (center entries)
Anzahl der Eintritte in die Mitte der Box.
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2.2.2. Nestbauverhalten

Apparatur/ Durchfiihrung

Nach dem Wechseln der Heimkéfige werden den Mausen zwei zu Dreiecken gefaltete
Tissue-Tucher in die Gitterstdbe des Kafigdeckels gesteckt (Abb.34). Danach wird nach
einem speziell erstellten Punkteschema (Tab.4) beurteilt, wie weit die Maus nach 3, 6 und 24
Stunden mit ihrem Nestbau gekommen ist. Zusatzlich wird nach 24 Stunden noch der

Prozentsatz der Tlcheranteile ermittelt, die nicht in das Kéafiginnere gezogen worden ist.

Abb.34 Die verschiedenen Phasen des Nestbaus.

Tab.4 Punkteschema zur Auswertung des Nestbaus.

Tissues Uberhaupt nicht berthrt

Tissues wenig hineingezogen, kein Nest* erkennbar

Tissues groftenteils hineingezogen, aber kein Nest* erkennbar

Tissues wenig hineingezogen, daraus Nest* gebaut

Tissues groftenteils hineingezogen, daraus Nest* gebaut

Tissues komplett hineingezogen, daraus perfektes Nest* gebaut

(* Definition Nest: Tissues sind so angeordnet, dass sie von der H6he mindestens so hoch wie die

Maus sind und auf eine Flache von ca.15 x 15cm? verteilt sind.)
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2.2.3. Soziale Interaktion

In dieser Arbeit wird das Sozialverhalten gegeniiber einer fremden, juvenilen, in Gruppen
gehaltenen mannlichen Maus getestet. Durch Benutzung einer neuen Testbox wird der

Faktor des Revierverhaltens unterbunden.

Apparatur/ Durchfiihrung

Der Test wird in einer 28,5 x 18,5cm2 grofRen, durchsichtigen Plexiglasbox durchgefihrt,
deren Wand 20cm hoch ist. Einen Tag vor dem Test wird eine juvenile, sechs Wochen alte
und in einer Gruppe gehaltene Maus finf Minuten lang an die Testbox habituiert. Am Testtag
wird die zu testende ,NR1flox/DATCre-ERT2“-Maus funf Minuten an die Plexiglasbox
habituiert, und anschlielend wird die juvenile Maus dazu gesetzt. Das Verhalten der zu
testenden Maus gegenlber einer juvenilen Maus wird funf Minuten lang Uber eine

Panasonic-Videokamera aufgezeichnet und danach ausgewertet.

Ausgewertete Parameter

Das komplexe Sozialverhalten lasst sich in die Aspekte ,social exploration* (soziale
Investigation), ,contact behaviour (Kontaktverhalten) und ,avoidance of interaction* (Flucht-
oder Vermeidungsverhalten) beziehungsweise ,risk assessment behaviour” (risikoabschét-

zendes Verhalten) klassifizieren.

A) SOZIALE INVESTIGATION (social exploration)
Als soziale Exploration wird das olfaktorische Erkunden durch Schniiffeln an sédmtlichen
Kdrperteile des fremden Sozialpartners gewertet. Hierunter fallen:
A.1) ANOGENITALKONTROLLE
(anogenital exploration) (Abb.35 A.1)
A.2) ERKUNDUNG DES NICHT-ANOGENITALBEREICHS
(non-anogenital exploration) (Abb.35 A.2)
A.3) VERFOLGEN
(approach/ follow) (Abb.35 A.3)
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Abb.35 A1 Abb.35 A.2 Abb.35 A.3

B) KONTAKTVERHALTEN (contact behaviour)
B.1.) SOZIALE FELLPFLEGE (social grooming) (Abb.36 B.1)
Das Putzen und Lecken des Fells des Partners zahlt zur sozialen Fellpflege der
Maus.

B.2.) UBERKLETTERN (craw! over) (Abb.36 B.2)

Die Maus klettert Gber ihren Sozialpartner hinweg, ein aul3erst seltenes Verhalten.

D 7

Abb.36 B.1 Abb.36 B.2

C) RISIKOABSCHATZENDES VERHALTEN (risk assesment behaviour)
Defensive Verhaltensweisen sind als Ausdruck von Angst zu werten.

C.1) FLUCHT
(evade) (Abb.37 C.1)
Der fluichtende wendet das Gesicht von dem angreifenden Sozialpartner ab und
versucht sich durch Ausweichen vor Angriffen, vor allem auf sein Genick, zu
schitzen.

C.2.) DURCHGESTRECKTE KORPERHALTUNG
(stretched attention posture) (Abb.37 C.2)
Die flach gestreckte Kérperhaltung ist eine typische Reaktion auf angstassoziierte
Stimuli.
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-

Abb.37 C.1 Abb.37 C.2

2.2.4. Wiedererkennungstest (object recognition test)

Dabei unterscheidet man einerseits einen Test zur Analyse des Kurzzeitgedachtnisses, den
Wiedererkennungstest nach 30 Minuten zwischen erster und zweiter Prasentation. Fir das
Langzeitgedachtnis nutzt man andererseits den Wiedererkennungstest nach 24 Stunden,

wobei zwischen erster und zweiter Prasentation 24 Stunden liegen.

Apparatur

Der Test wird in den unter 2.2.1. beschriebenen , Tru scan-Boxen* durchgefiihrt, in denen
sich fur die Tiere, je nach Test, bei der ersten Prasentation zwei gleiche (Abb.38; al und a2)
und bei der zweiten Prasentation ein Objekt der ersten Prasentation (Abb.38; a) und ein fur
die Maus neues Objekt (Abb.38; b) befindet. Das Explorationsverhalten der Méause wird

jeweils funf Minuten aufgezeichnet und danach ausgewertet.

Durchfiihrung

Einen Tag vor dem Versuchsbeginn wurden die Mause fir jeweils eine halbe Stunde an die
»TTu scan-Box“, ohne Objekte, habituiert (Abb.38; Habituation). Am Tag des Versuchs
wurden zwei identische Objekte bei der so genannten ersten Prasentation, so in der Testbox
platziert, dass sie der Maus von allen Seiten frei zuganglich waren (Abb.38; 1.Préasentation).
Bei der zweiten Prasentation wurde der Maus ein bekanntes Objekt der ersten Prasentation

und ein neues, unbekanntes Objekt zur Exploration angeboten (Abb.38; 2.Prasentation).
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Habituation 1.Prasentation 2.Prasentation
e 2Tag 3.Tag
a, & a b
8 g

Start

Abb.38 Versuchsablauf des selektiven Objektwiedererkennungstests.

Das Explorationsverhalten wird Gber funf Minuten per Videokamera gefilmt und die einzelnen
Parameter ausgewertet. Dabei wird jede Kontaktaufnahme der Maus mit dem Objekt als
exploratives Verhalten gewertet.

Der Test gliedert sich dabei in zwei getrennte Versuchsablaufe mit verschiedenen Objekten

und unterschiedlicher zeitlicher Pause zwischen der ersten und zweiten Prasentation.

A.) selektiver Objektwiedererkennungstest nach 30 Minuten

Bei der ersten Prasentation (Abb.38, Habituation) kénnen die Mause funf Minuten lang zwei
identische Glasflaschen (Abb.39, al und a2) explorieren. Danach werden die Tiere in ihren
Heimkafig zurlckgesetzt und in den Haltungsraum gebracht. Nach einer halben Stunde folgt
fur finf Minuten die zweite Objektprasentation (Abb.38, 1. Prasentation), bei der die Tiere die
bekannte Glasflasche der ersten Prasentation (Abb.39, a) und eine unbekannte blaue
VerschluRkappe (Abb.40, b) erkunden kénnen.
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Abb.39 1.Présentation und 2.Prasentation Abb.40 2.Présentation
.bekanntes Objekt (al, a2, a) L-unbekanntes Objekt" (b)
(50ml Injektionsflasche einer (Blaue VerschluBkappe
isotonischen Kochsalzldsung) einer 500ml Glasflasche)

B.) selektiver Objektwiedererkennungstest nach 24 Stunden

Bei der ersten Prasentation (Abb.38, 1.Prasentation) kdnnen die Mause funf Minuten lang
zwei identische ,Tubes* (Abb.41, al und a2) explorieren. Danach werden die Tiere in ihren
Heimkafig zurtckgesetzt und in den Haltungsraum gebracht. Am néachsten Tag,
vierundzwanzig Stunden nach der ersten Prasentation, folgt fur funf Minuten die zweite
Objektprasentation (Abb.38, 2.Préasentation), bei der die Tiere einen bekannten Tube der
ersten Prasentation (Abb.41, a) und ein unbekanntes dosen- beziehungsweise korkenéhn-
liches Objekt (Abb.42, b) erkunden kdnnen.

Abb.41 1.Prasentation und 2.Prasentation Abb.42 2. Prasentation
.bekanntes Objekt* (al, a2 und a) Lunbekanntes Objekt" (b)
(50ml PP-Test Tubes der Firma (doesen- und korkené&hnliches
Cellstar, mit Wasser gefllt) Objekt)
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Ausgewertete Parameter

A.) 1. PRASENTATION
A.1.) GESAMTZEIT DER OBJEKTEXPLORATION* (Ennaceur et Delacour, 1988)
Bildung der Summe der Zeiten, in der sich die Maus mit den Objekten ,al und a2“
beschaftigt.
A.2.) OBJEKTPRAFERENZ
Der Quotient (qP) aus den Explorationszeiten beider Objekte (al/a2) gibt an:
— wenn gP = 1 keine Objektpraferenz, beide Objekte werden gleich lang exploriert
— wenn gP <1 Objektpraferenz fir a2, Objekt a2 wird langer exploriert

— wenn gP > 1 Objektpraferenz fir al, Objekt al wird langer exploriert

B.) 2.PRASENTATION
B.1.) GESAMTZEIT DER OBJEKTEXPLORATION
Bildung der Summe der Zeiten, in der sich die Maus mit den Objekten ,a und b*

beschaftigt.

B.2.)) OBJEKTWIEDERERKENNUNG

B.2.1.) DISKRIMINATIONSSINDEX (discrimination index)
Die Differenz (qD) der Explorationszeiten beider Objekten (b - a) gibt an:
— wenn gD = 1 keine Wiedererkennung, beide Objekte werden gleich lang exploriert
— wenn gP <1 keine Wiedererkennung, Objekt a wird l&nger exploriert
— wenn gP > 1 Wiedererkennung, Objekt b wird langer exploriert

B.2.2.) OBJEKTDISKRIMINIERUNG IN PROZENT
Der Quotient aus der Exploration des neuen Objektes (b) und der Gesamtzeit der
Objektexploration bei der 2. Prasentation multipliziert mit dem Faktor 100 (q%).
— wenn q% = 50 keine Wiedererkennung, beide Objekte werden gleich lang

exploriert

— wenn g% < 50 keine Wiedererkennung, Objekt a wird langer exploriert

— wenn q% > 50 Wiedererkennung, Objekt b wird l&anger exploriert

(* Als Objektexploration wird jede Kontaktaufnahme der Maus mit dem Objekt, wie beispielsweise

Schniffeln oder Lecken, gewertet.)
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B.2.3.) DISKRIMINATIONSRATE (discrimination ratio)
Der Quotient aus Diskriminationsindex und der Gesamtexplorationszeit wahrend der
2. Prasentation (gR).
— wenn gR = 0 keine Wiedererkennung, beide Objekte werden gleich lang exploriert
— wenn gR < 0 keine Wiedererkennung, Objekt a wird langer exploriert

— wenn gR >0 Wiedererkennung, Objekt b wird langer exploriert

2.2.5 Emotionales Verhalten
2.2.5.1 Erhohtes Plus-Labyrinth (elevated plus-maze)

Abb.43 Das erhohte Plus-Labyrinth (links: schematisch; rechts: Orginalbild).

Apparatur

Das ,elevated plus-maze" (Abb.43) ist ein in der Verhaltensforschung zur Bestimmung von
explorationsbedingtem, unkonditioniertem, angstassoziiertem Verhalten bei Nagetieren weit
verbreitete Testapparatur. Der Aufbau fir Mause besteht aus vier im rechten Winkel
verbundenen Armen mit einer Lange von 30cm und einer Breite von 5cm, sowie einer
zentralen quadratischen Flache von 5 x 5cmz2 (neutrale Zone), der Abstand vom Boden
betragt 42cm. Zwei gegentberliegende Arme werden jeweils von drei Seiten mit einer Wand
von einer 15cm Hohe und 2cm Breite umgeben, nur zur neutralen Zone hin sind sie offen
(geschlossene Arme), die anderen beiden Arme (offene Arme) sind lediglich an drei Seiten
von einer 0,25cm hohen Umrandung umgeben. Das erhdhte Labyrinth befindet sich in einem
schallarmen Raum bei einer Beleuchtungsstarke von 100lux.
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Durchfiihrung
Zu Beginn des Versuchs wurde die Maus so platziert, dass sie in den ,offenen Arm*“ hinein
lief. Die Maus wird far funf Minuten gefilmt, und anschlieend werden verschiedene Para-

meter zur Beurteilung des Angstverhaltens ausgewertet.

Ausgewertete Parameter

A) ANGSTBEZOGENES VERHALTEN
A.1) ANZAHL DER EINTRITTE IN DEN ,OFFENEN ARM*
Alle vier FiuiRe der Maus missen sich im ,offenen Arm“ befinden.
A.2) ANZAHL DER EINTRITTE IN DEN ,GESCHLOSSENEN ARM*
Alle vier FiRe der Maus mussen sich im ,geschlossenen Arm* befinden.
A.3) GESAMTZEIT IM ,OFFENEN ARM*
Die Zeit in Sekunden, die die Maus wahrend der funfminutigen Testphase im
,2offenen Arm*“ verbracht hat.
A.4) GESAMTZEIT IM ,GESCHLOSSENEN ARM"
Die Zeit in Sekunden, die die Maus wahrend der funfminutigen Testphase im

.geschlossenen Arm“ verbracht hat.

B) RISIKOABSCHATZENDES VERHALTEN
B.1) RISIKOBEWERTUNG (risk asessment)
Das Strecken des Kopfes in den ,offenen Arm*, ohne dass alle vier Fil3e sich im

,offenen Arm“ befinden.

C) NEUGIER
C.1) HINUNTERBEUGEN DES KOPFES (head dip)
Haufigkeit des deutlichen Hinunterbeugens des Kopfes in die Tiefe tber die Rander

der ,offenen Arme*.

Aus diesen ausgewerteten Parametern werden die klassischen, charakteristischen

Kenngrof3en fur das Angstverhalten errechnet:

1)) PROZENTUALER ANTEIL DER EINTRITTE IN DEN ,OFFENEN ARM*
Prozentualer Anteil der Eintritte in den ,offenen Arm*“ an der Gesamtzahl der Eintritte in

den ,geschlossen Arm “ und ,,offenen Arm*.
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2.)) PROZENTUALER ANTEIL DER EINTRITTE IN DEN ,GESCHLOSSENEN ARM*
Prozentualer Anteil der Eintritte in den ,geschlossenen Arm“ an der Gesamtzahl der

Eintritte in den ,geschlossen Arm “ und ,offenen Arm*“.

2.2.5.2 Hell-Dunkel-Box (light-dark-emergence test)

Abb.44 Hell-Dunkel-Box: Test beziiglich unkonditionierten Angstverhaltens.

Apparatur

Die Testbox besteht aus zwei Kompartimenten, die tber einen Durchgang verbunden sind.
Der groRRere, hellere Bereich ist 30 x 20cm? grof3. Die Wandhdhe betragt 30cm und die
Wandstérke liegt bei 1cm. Der Durchgang in das kleinere, dunklere Areal ist 5cm breit und
10cm hoch. Der dunklere Bereich ist mit 15 x 20cm? kleiner. Auch hier betragt die Wandhohe
30cm. Die Decke des dunklen Areals wird durch einen 16 x 21cm? grol3en abnehmbaren
Deckel gebildet. Die Lichtintensitat liegt im hellen Boxenteil bei 100lux, im dunklen Areal bei
30lux.

Durchfiihrung

Der Durchgang wird zu Beginn mit einer nach oben entfernbaren dunkelgrauen Kunststoff-
platte verschlossen. Der Deckel des dunkleren Boxenbereichs wird getffnet und die Maus
darin platziert. Danach wird der Durchgangsbereich durch das Hochziehen der Platte frei
gegeben. Die Maus wird fur funf Minuten gefiimt, und anhand der Aufnahme werden

verschiedene Parameter zur Beurteilung des Angstverhaltens ausgewertet.
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Ausgewertete Parameter

A) ANGSTBEZOGENES VERHALTEN:

A1)

A.2)

A.3)

A.4)

A.5)

ANZAHL DER EINTRITTE IN DEN ,HELLEN BEREICH" (frequency)

Alle vier FuRRe der Maus mussen sich im ,hellen Areal befinden.
AUFENTHALTSDAUER IM ,HELLEN BEREICH" (duration)

Die Gesamtzeit in Sekunden, die die Maus wéhrend der funf minitigen Testphase im
.hellen Areal* verbringt.

LATENZ

Zeitspanne, die vergeht, bis die Maus sich das erste Mal mit allen vier Fif3en im
-hellen Kompartiment* befindet.

RISIKOBEWERTUNG (risk assessment)

Das Strecken des Kopfes in den ,hellen Bereich®, ohne dass alle vier Fi3e sich im
Jhellen Areal” befinden.

KEINE EINTRITTE IN DEN HELLEN BEREICH (no entry)

Falls die Maus den ,hellen Bereich” Giberhaupt nicht betritt, wird ihr der Wert 1
zugewiesen. Tiere, die den ,hellen Bereich, egal wie oft, betreten, bekommen den

Wert 0 zugewiesen.

B) EXPLORATIONSVERHALTEN

B.1)

AUFRICHTEN (rearing)
Die Haufigkeit des deutlichen Aufrichtens der Maus auf die Hinterflil3e, wobei sich

beide Vorderbeine vom Boden geldst haben mussen.
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2.2.6 Prapulsinhibition (PPI) der

akustisch ausgelosten Schreckreaktion (ASR)

&

- ;

Abb.45 A Test Box. Abb.45 B Testzylinder.

Apparatur
Das SR-LAB besteht neben der Software zur Steuerung der einzelnen Startle-Elementen

und zur Datenanalyse aus folgenden Komponenten:

1.) “TESTBOX” (isolation cabinet) (Abb.45 A)
Dabei handelt es sich um eine Box mit eigener Licht- und Luftversorgung. Jegliche
Storungsfaktoren (Gerédusche und Vibrationen aus der Umgebung) werden von der Box
durch Schallddmpfung abgeschirmt. Die Box hat eine Grundflache von 29 x 30,5cmz, und
eine HOhe von 24cm. Wahrend des Tests ist es in der Box dunkel, und die akustischen

Stimuli werden durch eingebaute Lautsprecher prasentiert.

2.) “TESTZYLINDER” (animal enclosure) (Abb.45 B)
Die Rohre, die eine stressfreie Fixierung des Tieres ermdglicht, besteht aus einer 13cm
langen und 3,8cm hohen durchsichtigen Plexiglasrohre. Durch Schieber lasst sich die Réhre
auf eine Lange von 10,5cm, 8,5cm oder wie in diesem Versuch 6,5cm einstellen, so dass sie
der Maus individuell angepasst werden kann. Die Roéhre ist auf einer 21 x 13cm2 grof3en
Platte fixiert, Uber deren Sensor am Boden Vibrationen durch Bewegungen der Maus mittels
eines piezoelektrischen Akzelerometers tber einen Analog-Digital-Wandler an den Computer

geleitet werden, die zur Berechnung der PPI-Parameter bendtigt werden.
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Durchfiihrung

Nachdem die Maus in der Testréhre ,fixiert* wurde, wird die Rohre mittels eines Kabels an
die Testbox angeschlossen. Danach wird die Tur der Testbox geschlossen und das
Testprogramm gestartet. Dieses beginnt mit einer funfminitigen Eingewdhnungsphase, in
der die Maus keinen weiteren Stimulus auf3er dem Hintergrundrauschen mit einer Intensitét
von 55dB sound pressure level (SPL) erhalt. Direkt im Anschluss an diese Habituations-
phase startet das Testprogramm, dabei wird die Schreckreaktion der Maus anhand der
Vibration gemessen. Das Testprogramm besteht aus sechs verschiedenen Trials, die der
Testmaus pseudorandomisiert je 10mal dargeboten werden. Die Zeit zwischen den
einzelnen Trails wurde zwischen 20.000 und 30.000ms randomisiert, die sechs

verschiedenen Trails sind dabei wie folgt aufgebaut:

1. TRIAL: Schreckreiz von 110dB SPL fir die Dauer von 40ms.

2. TRIAL: Kontrolle, kein akustischer Reiz, nur Hintergrundrauschen.

3. TRIAL: Préapuls von 10kHz und 74db SPL fur die Dauer von 20ms, nach einer 20ms
langen Pause erfolgt der Schreckreiz (Beschreibung 1.TRIAL).

4. TRIAL: Prapuls von 10kHz und 70db SPL fur die Dauer von 20ms, nach einer 20ms
langen Pause erfolgt der Schreckreiz (Beschreibung 1.TRIAL).

5. TRIAL: Préapuls von 10kHz und 66db SPL fiur die Dauer von 20ms, nach einer 20ms
langen Pause erfolgt der Schreckreiz (Beschreibung 1. TRIAL).

6. TRIAL. Prapuls von 10kHz und 62db SPL fir die Dauer von 20ms, nach einer 20ms
langen Pause erfolgt der Schreckreiz (Beschreibung 1.TRIAL).

Gemessene Parameter

1.) AMPLITUDE DER AKUSTISCH AUSGELOSTEN SCHRECKREAKTION
(ASR-Amplitude)
Wert, der von dem SR-Lab Datenanalyseprogramm aus der Schreckreaktion der Maus
anhand der Vibration ermittelt wird.

2.) PROZENTUALE REDUKTION DER ASR-AMPLITUDE
(PPI[%])
Die Abschwachung, der in 1.) ermittelten ASR-Amplitude durch einen zuvor Prasen-
tierten Prépuls wird nach folgender Formel berechnet:

PPI [%] = 100 — (Amplitude der ASR mit Préapuls/ Amplitude der ASR) * 100
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3. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Verhaltenstests werden im Einzelnen statistisch oder
graphisch dargestellt. Die Abbildungen zeigen die Mittelwerte der erhobenen Daten inklusive
deren Standardfehler (+S.E.M.). Die Daten der Tests werden mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms EXCEL® (Microsoft, USA) aufgezeichnet. Anhand des
Student’s t-Test erfolgte ein paarweiser Vergleich der Mittelwerte. Bei den jeweiligen
Testverfahren wurden Unterschiede dann als signifikant bewertet, wenn die Irrtums-
wahrscheinlichkeit p<0,05 (graphisch als % dargestellt) betrug, bei einer Irrtums-
wabhrscheinlichkeit von p<0,1 liegt hingegen lediglich ein Trend vor. Die deskriptive Statistik

erfolgt durch die Berechnung von Mittelwerten und deren Standardfehlern (+/- S.E.M.).

3.1 Gewicht

Bei der Ermittlung des Gewichts im Alter von circa 10 Monaten (Abb.46) zeigten die
2,DATCreERT2-NR1“-Mausmutanten im Vergleich zu ihren Wildtypen ein signifikant
vermindertes Korpergewicht (Student’s t-Test; p=0,0046).
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Abb.46 Die Mausmutanten (MT: n=11) zeigten im Vergleich zu ihren gleichaltrigen Tamoxifen-
Wildtypkontrollen (WT: n=12) ein signifikant vermindertes Kérpergewicht
(Mittelwert + S.E.M.).
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3.2 Lokomotorische Aktivitat
Die Mausmutanten ,DATCreERT2-NR1" (MT) mit der induzierbaren Gendeletion der NMDA-

Rezeptoruntereinheit NR1 des Dopamintransporters zeigten signifikante Beeintrachtigungen
in einigen der in der Aktivitatsbox getesteten Verhaltensweisen im Verhaltnis zu ihren
getesteten tamoxifenbehandelten Wildtypkontrollen (WT), wobei sie insgesamt eine vermin-

derte motorische Aktivitat aufwiesen.

Der Student’s t-Test zeigt einen signifikanten Unterschied in der Aktivitatszeit (p=0,0082) im
Vergleich der MTs zu den WTs (Abb.47). Auch die zuriickgelegte Strecke in der Aktivitatsbox
und die Eintritte in das Zentrum sind im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erniedrigt
(zurtickgelegte Strecke: p=0,0050, Abb.48; Zentrumseintritte: p=0,0344, Abb.49).

Die ,DATCreERT2-NR1" Mause zeigten bei dem Aufenthalt im Zentrum der Aktivitatsbox
ahnliche Werte wie ihre Wildtypkontrollen (Student’s t-Test, p= 0,9339; Daten nicht gezeigt).
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Abb.47 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegeniber den Wildtypen (WT: n=12) eine signifikante
Verminderung in ihrer Aktivitatszeit in Sekunden (Mittelwert + S.E.M.).
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Abb.48 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegeniber den Wildtypen (WT: n=12) einen signifikanten
Unterschied bei der zuriickgelegten Strecke in cm (Mittelwert + S.E.M.).
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Abb.49 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegeniiber den Wildtypen (WT: n=12) eine signifikante
Reduktion bei den Eintritten in das Zentrum der Aktivitatsbox (Mittelwert + S.E.M.).

3.3 Nestbauverhalten

Bei einem Vergleich der verschiedenen Phasen des Nestbaus zeigen die Mutanten im
Vergleich zu ihren Wildtypkontrollen zu den jeweiligen Beurteilungszeitpunkten ein signifikant

vermindertes Nestbauverhalten, ebenso wie eine Reduktion des Anteils an manipuliertem
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Nestmaterial in Bezug auf die angebotenen Tissues. Im Abstand von 3, 6 und 24 Stunden
wurden anhand eines Punkteschemas das Nestbauverhalten bezlglich der manipulierten
Tissueanteile und der Starke der Manipulation fir den Nestbau bewertet. Die Mutanten
zeigten gegenuber den Wildtierkontrollen beziiglich aller drei bewerteten Zeitpunkte eine
signifikante Reduktion des Nestbauverhaltens in der Nestbaupunkteverteilung (Student’s t-
Test nach 3 Stunden: p=0,00007; nach 6 Stunden: p=0,00003 und nach 24 Stunden: p=
0,00560, Abb.50).
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Abb.50 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegeniber den Wildtypen (WT: n=12) einen signifikanten
Unterschied wahrend der einzelnen Nestbauphasen nach 3, 6 und 24 Stunden in den

ermittelten Nestbaupunkten (Mittelwert + S.E.M.).

Zusatzlich zu dem Punkteschema wurde das Nestbauverhalten an Hand der Tissueanteile,
die nicht manipuliert wurden und sich noch so wie zu Versuchsbeginn auf3erhalb des
Kafiginneren in den Kafigdeckelgitterstaben befanden, prozentual beurteilt. Die Mutanten
.DATCreERT2-NR1" (Student’s t-Test: p=0,00272) zeigten auch hier ein vermindertes
Nestbauverhalten in Form einer signifikanten Erhéhung des unmanipulierten Nestmaterials
in den Kafigdeckelgitterstdben (Abb.51). Wahrend sich bei den ,DATCreERT2-NR1" M&usen
unterschiedlich viel Nistmaterial nach 24 Stunden unmanipuliert aul3erhalb des Kafigs

befand, hatten alle Wildtypen das gesamte Nistmaterial in das Kafiginnere gezogen.
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Abb.51 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegeniiber den Wildtypen (WT: n=12) eine signifikante
Erh6éhung des prozentualen Anteils an unbertihrtem Nestmaterial (Mittelwert + S.E.M.).

3.4 Soziale Interaktion

Die einzelnen Verhaltensparameter der sozialen Interaktion zwischen zwei Mausen sind bei
den Mutanten im Vergleich zu deren Wildtypkontrollen in den drei Bereichen Explorations-,

Kontakt- und angstassoziiertem Verhalten signifikant verandert.

Im Explorationsverhalten (Abb.52) zeigen die ,DATCreERT2-NR1* Mausmutanten ein
signifikante vermindertes Explorationsverhalten sowohl im gesamten Explorationsverhalten
(Student’s t-Test: p=0,0015), als auch in den Einzelbereichen der anogenitalen Exploration
(Student’s t-Test: p=0,0037), der non-anogenitalen Exploration (Student’s t-Test: p=0,0022),
sowie dem Folgeverhalten (Student’s t-Test: p=0,0015).
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Abb.52 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegeniiber den Wildtypen (WT: n=12) eine signifikante
Reduktion des Gesamtexplorationsverhaltens als auch der Einzelbereiche des
Explorationsverhaltens (Mittelwert + S.E.M.).

Im zweiten Bereich, dem Kontaktverhalten zum Sozialpartner, zeigen die Mausmutanten
ebenfalls eine signifikante Reduktion im Vergleich zu den Wildtypkontrollen im gesamten
Kontaktverhalten (Student’s t-Test: p=0,0046) und dem Verhalten des Uberkletterns
(Student’s t-Test: p=0,0360). Der Vergleich der Mutanten und Wildtypkontrollen im
Kontaktverhalten des gegenseitigen Putzens beziehungsweise der sozialen Fellpflege
(Student’s t-Test: p=0,1711) erbrachte keinen signifikanten Unterschied. Da die beiden
Einzelverhalten des Uberkletterns und des sich gegenseitigen Putzens nur duRerst selten
beobachtet wird, fasst man die beiden Verhaltensweisen als so genanntes

Gesamtkontaktverhalten zusammen.
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Abb.53 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegeniber den Wildtypen (WT: n=12) eine signifikante
Reduktion des Gesamtkontaktverhaltens, als auch im Bereiche des Uberkletterns
(Mittelwert + S.E.M.).

Fasst man die beiden Bereiche Explorations- und Kontaktverhalten zusammen, zeigt sich in
dem als Gesamtsozialverhalten bezeichneten Bereich ebenfalls eine signifikante Reduktion
(Student’s t-Test: p=0,0010; Daten nicht gezeigt) der Mausmutanten im Vergleich zu ihren

Wildtypkontrollen.

Der letzte untersuchte Bereich des sozialen Interaktionsverhaltens zwischen zwei Mausen,
dem risikoabschatzenden beziehungsweise angstassoziierten Verhalten (Abb.54), zeigt
wiederum eine signifikante Erhdhung bei den Mutanten sowohl im gesamten Angstverhalten
(Student’s t-Test: p=0,0113) als auch im Fluchtverhalten (Student’s t-Test: p=0,0279)
bezlglich deren Wildtypkontrollen. Die Mutanten zeigten allerdings keine signifikanten

Unterschiede in der durchgestreckten Korperhaltung (Student’s t-Test: p=0,1008).
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Abb. 54 Die Mutanten zeigen gegentiber den Wildtypen eine signifikante Erhéhung des gesamten
Angstverhaltens und des Fluchtverhaltens. Bei der durchgestreckten Kdrperhaltung zeigte

sich kein signifikanter Unterschied zwischen MT und WT (Mittelwert + S.E.M.).

3.5 Wiedererkennungstest (object recognition test)

Die Daten des Objektwiedererkennungstests wurden mittels einer Zwei-Faktoren Varianz-

analyse untersucht.

Dabei ergab die Untersuchung der Explorationszeiten bei der 1. Prasentation zwischen den
beiden identischen Objekten al und a2 als auch zwischen den ,DATCreERT2-NR1"
Mausmutanten und deren Wildtypenkontrollen keinerlei Unterschiede (Student st-Test:
p>0,05; Tab. 5, Tab. 6), allerdings mussten die Versuchsdaten eines Tieres der
Mutantengruppe bei dem Objektwiedererkennungstest nach 30 Minuten aus der Studie
herausgenommen werden, da sie bei der initialen ersten Objektprasentation keinerlei

Explorationsverhalten zeigte.
Bei der Objektwiedererkennung nach 30 Minuten und 24 Stunden zeigen die Mausmutanten
bei der 2. Prasentation einen signifikanten Unterschied, das bekannte Objekt weniger zu

erkunden als die Mause der Wildtypkontrolle (bei 30 Minuten im Student’s t-Test: p=0,0481,
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Abb.55 und Abb.56; bei 24 Stunden im Student’s t-Test: p=2,6425, Abb.57 und Abb.58). Die
Explorationszeiten der unbekannten Objekte und die Gesamtexplorationszeit sind bei allen

Mausen annahernd identisch (Student’s t-Test: p>0,05; Daten nicht gezeigt).

A) ERGEBNISSE DER SELEKTIVEN OBJEKTWIEDERERKENNUNG

NACH 30 MINUTEN
Der Diskriminationsindex (Abb.55) zeigt, dass die Mause der Mutantengruppe mit einem
Diskriminationsindexmittelwert von qD=1,98 ebenso wie ihre Wildtypenkontrolle gD=5,92 das
bekannte Objekt langer als das Unbekannte erkunden. Der Vergleich der Mutantengruppe
mit den Wildtypen zeigt dabei eine signifikante Reduktion des Diskriminationsindex der
Mutantengruppe im Vergleich zu den Wildtypen (Student’s t-Test: p=0,0481).

Tab. 5 Vergleich der Explorationszeiten von Mutanten (MT: n=10) und Wildtypen (WT: n=12) fir die
identischen Objekte al und a2 bei der 1.Prasentation (Mittelwert + S.E.M.).

hutanten Wyildtypen
Chjekt al a8 al a8
3.583 4.43 3.89 4.94
0.64 0.56 0.44 0.45

Sowohl bei der Diskriminationsrate als auch bei der prozentualen Objektdiskriminierung
(Abb.56) wird nicht alleine der Explorationsunterschied wie bei dem Diskriminationsindex
(Abb.55) ermittelt, sondern dieser Wert auch noch in das Verhdaltnis zum allgemeinen

Explorationsverhalten der 2. Prasentation gesetzt.
Der Vergleich der Mutanten gegentber ihren Wildtypkontrollen zeigt dabei eine signifikant

erhdhte prozentuale Objektdiskriminierung der Mausmutanten (Student’s t-Test: p=0,0072,
Abb.56), als auch der Diskriminationsrate (Student’s t-Test: p=0,0072).
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Abb.55 Vergleich des Diskriminationsindex der Mutanten (MT: n=10) und Wildtypen (WT: n=12) bei
der 2.0Objektprasentation nach 30 Minuten (Mittelwert + S.E.M.).
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Abb.56 Vergleich der prozentualen Objektdiskriminierung [%] der Mutanten (MT: n=10) und
Wildtypen (WT: n=12) bei der 2.0Objektprasentation nach 30 Minuten (Mittelwert + S.E.M.).

B) ERGEBNISSE DER SELEKTIVEN OBJEKTWIEDERERKENNU NG

NACH 24 STUNDEN
Anhand des Diskriminationsindexes (Abb.57) lasst sich erkennen, dass die Mause der
Mutantengruppe mit einem Diskriminationsindexmittelwert von qD=1,29 das bekannte Objekt
langer als das unbekannte erkunden, im Gegensatz zu den Wildtypkontrollen, die das

unbekannte Objekt bei der zweiten Prasentation langer explorieren
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(Diskriminationsindexmittelwert vom gD=-0,37). Der Vergleich der beiden Gruppen gibt dabei
eine signifikante Reduktion des Diskriminationsindexes der Mutantengruppe im Vergleich zu
den Wildtypen an (Student’s t-Test: p=0,0073).

Tab. 6 Vergleich der Explorationszeiten von Mutanten (MT: n=10) und Wildtypen (WT: n=12) fiur die
identischen Objekte al und a2 bei der 1. Prasentation (Mittelwert + S.E.M.).

hlutanten Wyildtypen
Dhjekt al 3 al a2
267 2.64 262 2483
0.69 0.50 0.32 0.36

Sowohl bei der Diskriminationsrate als auch bei der prozentualen Objektdiskriminierung
(Abb.58) wird nicht alleine der Explorationsunterschied wie bei dem Diskriminationsindex
ermittelt, sondern dieser Wert auch noch in das Verhdltnis zum allgemeinen

Explorationsverhalten bei der 2. Prasentation gesetzt.

Der Vergleich der ,DATCreERT2-NR1" Mausmutanten gegeniber ihren Wildtypkontrollen
zeigt dabei eine signifikant erhéhte prozentuale Objektdiskriminierung der Mausmutanten
(Student’s t-Test: p=0,0017, Abb.58), als auch der Diskriminationsrate (Student’s t-Test:
p=0,0017).

20 - * EMT

15 | OWT

1.0 1

05 -

0.0

Diskriminationsindex + S.E.M.

0.5 -

1.0 -

Abb.57 Vergleich des Diskriminationsindex der Mutanten (MT: n=10) und Wildtypen (WT: n=12) bei
der 2.0Objektprasentation nach 24 Stunden (Mittelwert + S.E.M.).
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Abb.58 Vergleich der prozentualen Objektdiskriminierung [%] der Mutanten (MT: n=10) und
Wildtypen (WT: n=12) bei der 2.0bjektprasentation nach 24 Stunden (Mittelwert + S.E.M.).

3.6 Emotionales Verhalten
3.6.1 Erho6htes Plus-Labyrinth (elevated plus-maze)

Bei diesem unkonditionierten, angstassoziierten Verhaltenstest zeigen erwartungsgemaf
beide Gruppen eine deutliche Explorationspréaferenz fur die ,geschlossenen” Arme. Ein Tier
aus der Gruppe der Mutanten sprang nach einer Minute von der Testapparatur, so dass
seine Daten nicht fur diesen Test verwendet werden konnten. Im Gesamt-
explorationsverhalten und bei der Erkundung der ,offenen* Arme, die in beiden Gruppen
circa 1% der gesamten Explorationszeit ausmachte, kann zwischen den ,DATCreERT2-
NR1“ Mausmutanten und deren Wildtypkontrollen kein Unterschied festgestellt werden
(Studentt’s t-Test: p>0,05; Daten nicht gezeigt), wohingegen der Aufenthalt in den
.geschlossenen“ Armen einen Trend (Student’s t-Test; p=0,0688, Abb.59) der Mutanten
zeigt, diese Arme im Vergleich zu ihren Wildtypkontrollen verstarkt aufzusuchen. Die
anderen untersuchten Parameter des angstbezogenen Verhaltens weisen Kkeinerlei
Unterschied zwischen den verglichenen Gruppen auf (Student’s t-Test: p>0,05; Daten nicht

gezeigt).
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Abb.59 Die Mutanten (MT: n=10) zeigen gegentber den Wildtypen (WT: n=12) einen Trend fur
eine Erh6hung der Gesamtzeit, die sie sich in den geschlossenen Armen aufhalten
(Mittelwert + S.E.M.).

In der Verhaltensweise des Herabbeugens des Kopfes zeigten die Mutanten einen Trend
(Student’s t-Test: p=0,08252, Abb.60) dieses neugierige Verhalten weniger zu zeigen als
ihre Wildtypkontrollen. Auch im Bereich des angstassoziierten Verhaltens sind Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen zu erkennen, so zeigen die Mause der Mutantengruppe eine
signifikant vermindertes Verhalten der Risikobewertung (Student’s t-Test: p=0,0298, Abb.60)
im Vergleich zu ihren Wildtypkontrollen.
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Abb.60 Die Mutanten (MT: n=10) zeigen gegeniiber den Wildtypen (WT: n=12) eine signifikante
Verminderung des risikobewertenden Verhaltens, bei dem Herunterbeugen des Kopfes zeigte

sich ein Trend der Mausmutanten, dieses Verhalten weniger zu zeigen (Mittelwert + S.E.M.).

3.6.2 Hell-Dunkel-Box-Test (light-dark-emergence test)

Als weiteren emotionalen Test zur Untersuchung des angstbezogenen Verhaltens wurde der
Hell-Dunkel-Box-Test durchgefiihrt. Dabei zeigten die Mause der Mutantengruppe mit der
induzierbaren Gendeletion der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR1 der Dopamintransporter
bezlglich der vergleichenden Wildtypkontrollen im Bereich des explorativen Verhaltens eine
annadhernd gleiche Aufrichthaufigkeit (Student’s t-Test: p>0,05, Abb.65) ebenso wie in vielen
anderen Untersuchungsparametern auf das angstbezogene Verhalten (Student’s t-Test:
p>0,05, Abb.62, Abb.63 und Abb.64). Zudem wurde noch als weiterer Parameter des
angsassoziierten Verhaltens eine Aussage dariiber getroffen, ob die Tiere Uberhaupt das
helle Kompartiment betreten (Student’s t-Test: p>0,05, Abb.66), unabhangig von der
Haufigkeit, wobei auch hier ein dhnliches Verhalten der Tiere beider Gruppen, den hellen
Bereich zu betreten zu beobachten war. Bei der Zeit bis zum ersten Eintritt der so genannten
.Latenz“, in das helle Kompartiment zeigten die Mause der Mutantengruppe allerdings einen

Trend, eine langere Zeitspanne zu bendtigen (Student’s t-Test: p=0,0696, Abb.61).
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Abb.61 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegeniber den Wildtypen (WT: n=12) einen Trend, eine
langere Latenz bis zum 1. Eintritt in das hellere Kompartiment zu bendtigen
(Mittelwert + S.E.M.).
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Abb.62 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegenuber den Wildtypen (WT: n=12) eine ahnliche

Aufenthaltsdauer im hellen Kompartiment (Mittelwert + S.E.M.).
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Abb.63 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegeniiber den Wildtypen (WT: n=12) auch bei der

Eintrittshaufigkeit in das helle Kompartiment ein dhnliches Verhalten (Mittelwert + S.E.M.).
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Abb.64 Auch die Risikobewertung der Mutanten (MT: n=11) &hnelt dem der Wildtypen (WT: n=12)
(Mittelwert + S.E.M.).
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Abb.65 Die Mutanten (MT: n=11) zeigen gegentber den Wildtypen (WT: n=12) bei der Aufricht-

haufigkeit ein annédhernd gleiches Verhalten (Mittelwert + S.E.M.).
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Abb.66 Bei der Bewertung, ob das helle Kompartiment Uberhaupt betreten wird, zeigen die
Mutanten (MT: n=11) gegeniber den Wildtypen (WT: n=12) ein ahnliches Verhalten.

Dabei wurde den Mausen, die den hellen Bereich betraten, der Wert 1 zugewiesen.

Betraten die Mause das helle Kompartiment hingegen nicht, erhielten sie den Wert 0

(Mittelwert + S.E.M.).
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3.7 PPl der ASR

Fur die Messung der Prapulsinhibition wurden vier verschiedene Prépulse, die sich in ihrer
Intensitat von 74dB, 70dB, 66dB und 62dB unterschieden, verwendet. Die Daten eines
Tieres aus der Wildtypkontrollgruppe mussten wegen keinerlei Reaktion auf den Schreckreiz,
vermutlich durch Taubheit des Tieres, aus den ausgewerteten Daten herausgenommen
werden, so dass die Daten von jeweils 11 Tieren aus beiden Gruppen zur Auswertung

kamen.

Der Student’s t-Test ergab bei den verschiedenen Prapulsen dhnliche prozentuale Reduk-
tion der ASR bei den Tieren der Mutanten und deren Tamoxifen-Wildtypkontrollen (Student’s
t-Test bei 62dB: p=0,9606; bei 66dB: p=0,6508; bei 70dB: p=0,9004 und bei 74dB: p=
0,5567, Abb.67).
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Abb.67 Die Mausmutanten (MT: n=11) zeigten gegentber ihren Tamoxifen-behandelten
Wildtypkontrollen (WT: n=11) bei den verschiedenen Prapulsen eine ahnliche prozentuale
Reduktion der ASR (Mittelwert + S.E.M.).

Zusétzlich zur PPI der ASR wurde auch die Hohe der ASR-Amplitude ohne vorhergehenden
Préapuls gemessen. Die Tiere der Mutantengruppe zeigen keine signifikanten Verédnderungen
auf die ASR-Amplituden-Effekte (Student’s t-Test: p=0,3460, Abb.68).
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Abb.68 Die Mausmutanten (MT: n=11) zeigten im Vergleich zu ihren Tamoxifen-Wildtypkontrollen
(WT: n=11) bei der ASR eine ahnliche Amplitude der ASR (Mittelwert + S.E.M.).
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4. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war eine ,in vivo* Charakterisierung des Phanotyps einer Mausmutante
2,DATCreERT2-NR1" mit einer konditionalen Deletion der NMDA Rezeptoruntereinheit NR1
der dopaminergen Neuronen. Dabei sollten die Auswirkungen der zeitlich tamoxifen-
iduzierten, dopamintransporterspezifischen Deletion der NR1-Untereinheit der NMDARs auf

die Beeinflussung des Gewichts und auf bestimmte Verhaltensweisen untersucht werden.

4.1 Gewicht

Das Korpergewicht beschreibt die physikalische Masse eines Lebewesens und wird durch

die Bilanz der Kalorienaufnahme und des Kalorienverbrauchs beeinflusst.

Die ,DATCreERT2-NR1“-Mausmutanten zeigten beziiglich ihres Gewichts eine signifikante
Reduktion gegeniber den Wildtypkontrollen. Da anhand der lokomotorischen Untersuchung
im Abschnitt 4.2 sogar eine Reduktion der Motorik festgestellt werden konnte, ist die
Gewichtsreduktion mit allerhdchster Wahrscheinlichkeit nicht auf einen erhéhten Kalorien-

verbrauch durch vermehrte Lokomotion zurlickzufiihren.

Bei der Kalorienzufuhr mittels Nahrungsaufnahme kann zwischen zwei verschiedenen, durch
Dopamin beeinflussten Systemen unterschieden werden. Zum einen gibt es das System,
welches die lebenserhaltende Kalorienzufuhr regelt. In ihr wird vermutlich anhand der
Energiebilanz das Geflhl Hunger an das Gehirn vermittelt, was Uber einen noch nicht
geklarten dopaminergen Mechanismus im CPu zu einer lebenserhaltenden Nahrungs-
aufnahme fihrt. Eine Studie belegt, dass ein Defizit in der Dopamintransmission im CPu zu
einer letalen Reduktion der Nahrungsaufnahme fiihrt (Szczypka et al., 2001). Defizite in der
Dopamintransmission im NcA fuhren hingegen zu einer reduzierten Aufnahme unbekannter,
sonst praferierter (eventuell konditional) oder stfRer Nahrung. Mause mit einem Defizit in
beiden Bereichen verloren 20 Prozent ihres Korpergewichts in 48 Stunden und starben.
Diese Studie bekraftigt die experimentell ermittelte signifikante Gewichtsreduktion der
2,DATCreERT2-NR1"“-Mausmutanten im Vergleich zu den WT als Folge eines verminderten

dopaminergen Inputs im Mesencphalon, vor allem des CPu.

Die ,DATCreERT2-NR1“-Mausmutanten bekamen das gleiche Futter wie die Wildtypen,
allerdings wurde nicht untersucht, wie viel Futter von den Tieren aufgenommen wurde. So

kann das reduzierte Gewicht einerseits auf eine verminderte Kalorienzufuhr durch
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verminderte Futteraufnahme, andererseits auf einen erhdhten Stoffwechsel zurlickgefihrt
werden. Hypothetisch kdnnte die verminderte Kalorienzufuhr auf einen Dopaminmangel der
lebenserhaltenden Futteraufnahme, die Uber die Dopamintransmission im CPU reguliert
wird, zurUckzufuhren sein. Der CPu erhalt seinen dopaminergen Afferenzen aus der SNc,
welche zu 90 Prozent dopaminerge Neuronen enthalt. Da ihre NMDARs funktionslos sind,
kommt es vermutlich auch hier durch einen verminderten exzitatorischen Impuls zu einer
verminderten Dopamintransmission in das CPu. Uber welchen Mechanismus das Dopamin
allerdings genau die Nahrungsaufnahme reguliert, ist bisher noch nicht bekannt
(Sawchenko, 1998; Elmquist et al., 1999; Woods et al., 1998; Nicola et al., 2000; Szczypka
et al., 2001).

Da auch eine erhohte Stoffwechselleistung der ,DATCreERT2-NR1“-Mausmutanten als
Ursache fir die Gewichtsreduktion im Vergleich zu den Wildtypen nicht auszuschliel3en ist,

bleibt der genaue Grund weiter abzuklaren.

4.2 Lokomotorische Aktivitat

Wie bereits einleitend erwédhnt, wird die lokomotorische Aktivitdt von anatomischen und
funktionell interagierenden Systemen vermittelt und Uber komplexe Schaltkreise reguliert.
Die Anpassung der Motorik an die Umweltbedingungen wird Uber hierarchisch angeordnete
motorische Bahnen im ZNS gesteuert und durch das Cerebellum und die Basalganglien
moduliert (Joel et Weiner, 2000). Uber den motorischen Cortex werden die Informationen an
die Motoneuronen des Rickenmarks geleitet, die ihrerseits die motorisch ausfiuihrende

Skelettmuskulatur innervieren.

Die Basalganglien bilden parallele, interagierende Ruckprojektionsschleifen, die die Informa-
tionen aus dem Cortex modulieren, um sie dann wieder an assoziierte Cortexregionen zu
projizieren. Bisher sind funf parallele verschiedene Basalganglienschleifen bekannt, die
anhand ihrer zugehorigen corticalen Areale unterschieden werden (Alexander et al., 1986).
Wahrend das Cerebellum die Feinabstimmung der Bewegungsablaufe Ubernimmt,
adaptieren die Basalganglien die limbischen Bewegungsimpulse durch Verstarkung oder
Abschwéchung. Beide Systeme laufen im Thalamus zusammen, der seinerseits Impulse an

den motorischen Cortex sendet (Hoshi et al.,, 2005), in welchem das unwillkiirliche
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extrapyramidale System auf das pyramidale System und somit auf das Ruckenmark

verschaltet wird.

Die ,DATCreERT2-NR1“-Mausmutanten dieser Arbeit zeigten eine Reduktion der

lokomotorischen Aktivitdt und eine verminderte Eintrittshaufigkeit in das Zentrum.

Eine die Informationen des Cortex modulierende Ruckprojektionsschleife ist die dorso-
lateralen-prafrontalen Basalganglienschleife. Der NcA stellt dabei die Eingangsstruktur dar
und wird auf Grund seiner Vermittlerfunktion zwischen limbischen Afferenzen und
motorischen Efferenzen auch als limbo-motorisches Interface bezeichnet (Mogenson et al.,
1980; Groenewegen et al.,, 1996 et 1997). Seine limbischen, glutamatergen Afferenzen
erhalt er aus dem PFC, der Amygdala und dem HIPP (Heimer et al., 1991), zudem erhélt er
dopaminerge Projektionen aus der VTA, welche vermutlich filternde Eigenschaften auf den
NcA haben und die glutamatergen Projektionen aus cortico-limbischen Regionen modulieren
(Kelley et Domesick, 1982; Kelly et al., 1982; Sesack et Pickel, 1992). Dadurch kommt es zu
einer Verhaltensanpassung. Limbische emotionale und motivale Impulse werden in Form
von Hemmung oder Verstarkung durch dopaminerge Afferenzen gefiltert und somit bewertet
(Salamone et al., 1997; Schmidt, 1998; Koch et al., 2000; Horvitz, 2002; Sesack et al., 2003).
Die dopaminerge-glutamaterge Interaktion im NcA wird auch als frontostriatales System
bezeichnet. So kommt es beispielsweise bei einem mit Nahrungsaufnahme beschéftigten
Beutetier bei der Sichtung eines Raubtieres zum Umschalten der Motorik von dem
bestehenden Fressverhalten auf das angemessene Fluchtverhalten (Redgrave et al., 1999;
Gurney et al.,, 2001). Der NcA projiziert hauptsachlich zum VP, das einerseits direkt und
andererseits Uber den pedunculopontinen tegmentalen Kern (PPTg) die Aktivitat des
Thalamus beeinflusst (O Donnell et Grace, 1998; Sesack et Pickel, 1990; Grace, 2000). Die
Disinhibition des Thalamus (Abb.69; 1) wirkt exzitatorisch auf motorischen Arealen des
Cortex. Vom PPTg ziehen zusatzlich Projektionen, die an der Induktion einer motorischen
Antwort beteiligt sind, Uber die mediale medullare Formatio reticularis des Hirnstamms
(MED) ins Riickenmark.

Der CPu-Komplex stellt die Eingangsstruktur einer weiteren Basalganglienschleife, der
motorischen Schleife, dar. Die Projektion zum Thalamus erfolgt GABAerg mittels zweier
interagierender Bahnen Uber die Substantia nigra pars reticularis (SNr) und den Globus
pallidus internus (GPi). Dabei Uben die beiden Projektionsbahnen entgegengesetzte
Wirkungen auf den Thalamus und den motorischen Cortex aus. Ein Gleichgewicht dieser

beiden Bahnen spielt eine essentielle Rolle bei der Bewegungskoordination. Die direkte
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monosynaptische Projektionsbahn (Abb.69; 1) bewirkt eine Disinhibition des Thalamus und
wirkt somit exzitatorisch auf den motorischen Cortex. Ausgehend vom Striatum zieht diese
inhibitorisch Uber den Globus pallidus internus (GPi) und Substantia nigra pars reticulata
(SNr) mittels GABA und Substanz P zum Thalamus. Daneben verlauft eine indirekte
polysynaptische Faserverbindung (Abb.69; 2), welche eine Inhibition des Thalamus und
somit eine verminderte Erregung kortikaler Neuronen bewirkt. Diese Projektionsbahn zieht
zunéachst inhibitorisch vom Striatum Uber den Globus pallidus externus (GPe) zum Nuclus
subthalamus (STN). Danach verlaufen exzitatorische Bahnen zum GPi und der SNr, was

eine Inhibition des Thalamus bewirkt.

NN\

(Amyg ) (HPP ) ( EC ) ( PFC ) / 5
N AN > N [ motorischor |
T~ G\ Gl ca.-_,.--""_ . Corex
verirale Striatum | S dorsale Striaturn 2 /
! L Yo
VTA » NAC CPu
DA
| (2]
— . GABAY  GABAY
Pl ™\ ' N i WP T §
( { E { Pe )
\\__MED__/H \PPT;;’%:B}_.VP ) \NG o_/

[ o s

| oABAY _
e T |
T g e

' i-'/-GPl-S&:f

| Gl
v camAy ¥ GARA

Thalamus

Abb.69 Schematische Darstellung der cortico-limbisch-striato-pallid-thalamo- corticalen Feedback-
schleife, die an der Regulation der lokomotorischen Aktivitat beteiligt ist. Dargestellt sind die
dorsolaterale-prafrontale Basalganglienschleife und die motorische Schleife (Erklarung siehe
Text).

Eine wichtige Bedeutung der Regulation motorischer Aktivitdit kommt dem dopaminergen
System zu (Abb.70), wobei dopaminerge Neuronen der SNc Uber nigrostriatale Projektions-
bahnen Afferenzen in das Striatum entsenden. Der SNc nimmt dabei Uber die beiden
striatopallidalen Projektionsbahnen in noch nicht vollstandig geklarter Weise Einfluss auf das
Striatum. Es wird aber vermutet, dass die dopaminergen Projektionen entgegengesetzte

Wirkungen auf die direkte und indirekte striatopallidalen Projektionen ausiben, wodurch es
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zu einer Verstarkung der Aktivierung des striato-thalamo-kortikalen Kreislaufs kommt.
Wahrscheinlich wird die indirekte striatopallidale Projektionsbahn mittels D2-Rezeptoren
inhibiert. Daraus resultiert eine Disinhibition des GPe, eine vermehrte Inhibition des STN,
eine verminderte Errregung des GPi/ SNr, eine verringerte GABAerge Aktivitat auf den
Thalamus und letztendlich ein verstarkter glutamaterger Input auf den Cortex. Andererseits
kommt es vermutlich mittels D1-Rezeptoren zu einer exzitatorischern Wirkung auf die
direkten Bahnen. Hieraus resultiert eine verstarkte GABAerge Inhibition auf den GPi/ SNr,
wodurch ebenfalls ein verminderter GABAerger Input auf den Thalamus wirkt und es auch
auf diesem Weg zu einer verstarkten Aktivierung des motorischen Cortex kommt (Hirata et
al., 1984, Hirata et Mogenson, 1984; Hong et al., 1985; Pan et al., 1985; Young et al., 1986;
Bouras et al., 1986, Aizman et al., 2000).
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Abb.70 Dopaminerge und glutamaterge Afferenzen des Striatums. Dopaminerge Neuronen der

Substancia nigra pars compacta (SNc) fihren zu einer verstarkten glutamatergen
Aktivierung des motorischen Cortex.
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Auf Grund von Veranderungen in diesen komplexen Schaltkreisen, wie beispielsweise das
Fehlen von bestimmten funktionsfahigen Rezeptoren in bestimmten neuronalen Bereichen

des ZNS, kann es auch zu Veranderungen in der Motorik kommen.

In der vorliegenden Studie zeigten die Mause der ,DATCreERT2-NR1"“-Mutantengruppe
eine insgesamt verminderte lokomotorische Aktivitat. Beispielsweise waren die getesteten
Parameter Aktivitatszeit und die wahrend der Testphase zurilickgelegte Strecke gegeniber

ihren Wildtypkontrollen signifikant vermindert.

Das Ergebnis der verminderten lokomotorischen Aktivitat deckt sich mit Befunden in Studien,
die auf Grund von direkten Applikationen von NMDA-Rezeptoantagonisten, also beispiels-
weise Dizocilpin in den NcA oder Unterbrechung der dopaminergen Projektion durch 6-
Hydroxydopamin, was zu Lasionen in diesem Bereich fuhrt, zu einer Hypolokomotion fihrten
(Mogenson et Nielsen, 1984a et 1984b; Schacter et al., 1989a et 1989b). Im Gegensatz
dazu induziert eine akute (Lipska et Weinberger, 2000) oder chronische (Xu et Domino,
1994) systemische Dizocilpin-Applikation eine Hyperlokomotion. Allerdings wirken gluta-
materge Afferenzen aus dem STN, welche den geringeren Anteil des afferenten Inputs auf
Nervenzellen des SNc darstellen, in diesen Untersuchungen auch auf alle nicht
dopaminergen Neuronen des SNc. Obwohl laut verschiedener Studien der Anteil
dopaminerger Neuronen in der SNc bei circa 90 Prozent liegt, Gben glutamaterge Afferenzen
auch einen exzitatorischen Effekt auf nicht-dopaminerge Neuronen aus. Zu einer
Hyperlokomotion kommt es auch bei Mausen mit einer Hypofunktion des NMDAR. Dabei ist
die Expression der NR1-Untereinheit des NMDAR um circa 90 Prozent reduziert, aber nicht
vollig eliminiert, da eine klassische ,NR1-Knockout‘-Maus postnatal némlich nicht
Uberlebensfahig ist (Forrest et al., 1994). Allerdings kommt es bei den Mausen mit der
~Hypofunktion des NMDAR" weder zu einer zellspezifischen noch zu einer vollstandigen
Deletion der NR1-Untereinheiten des NMDARSs. Die Reduktion der NR1-Untereinheit ist hier
auf allen NMDAR-haltigen Neuronen in unterschiedlichem Mal3e ausgepréagt (Duncan et al.,
2006). Da in dieser Arbeit aber davon ausgegangen wurde, dass nur DAT exprimierende
Zellen von der Deletion der NR1-Untereinheit des NMDARs betroffen waren, also nur
dopaminerge Neuronen keinen funktionsfahigen NMDAR besalien, kam es vermutlich zu
einer geringeren Aktivierung dopaminerger Neuronen der SNc. Daraus resultierte wahr-
scheinlich eine geringere Dopaminausschittung im Striatum. Dieses Dopamindefizit im
Striatum fuhrte dann hypothetisch zu einer geringeren Aktivitat der direkten exzitatorischen
striatopallidalen Projektionsbahn und einer gesteigerten Aktivitat der indirekten inhibi-

torischen striatopallidalen Projektionsbahn. Diese Hypothese hatte bei beide Projektions-
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bahnen eine erhdhte GABAerge Aktivitdt der GPi- und SNr-Neuronen zur Folge, die den
Thalamus hemmen und somit zu einer geringeren glutamatergen Erregung des Cortex
fuhren wirden. Somit wirden limbische-corticale Bewegungsmuster nicht verstarkt und die
Umsetzung in willkirliche Bewegung wéare abgeschwacht, ahnlich wie bei dem ideopatischen
Parkinson Syndrom, welches durch eine Degeneration dopaminerger Neuronen der SNc von
bis zu 90 Prozent gekennzeichnet ist (Blandini et al., 2000; Crossman, 1989; Abb.71).
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Abb.71 Vereinfachte schematische Darstellung der cortico-limbischen-corticalen Feedbackschleife

mit fehlendem dopaminergen Input (detaliertere Beschreibung siehe Test).

Das dopaminerge System wirkt auch Uber die oben beschriebene dorsolaterale prafrontale
Schleife filternd auf die limbischen Eingange des NcA ein. Die Hauptafferenzen der VTA sind
zu Uber 70 Prozent exzitatorisch und stammen aus dem PFC. Wahrend die SNc mit 90
Prozent hauptsachlich dopaminerge Neuronen besitzt, liegt der Anteil dopaminerger
Neuronen in der VTA nur bei 55 Prozent. So wurden als weitere Interneuronen, die zu einem
gewissen Teil mit den dopaminergen Neuronen zu den Terminalgebieten, wie PFC,
Amygdala und ventrales Striatum projizieren, aber auch auf die dopaminergen Neuronen der
VTA ziehen, GABAerge Neuronen identifiziert. Dabei besitzen beide Neuronengruppen
Rezeptoren sowohl vom Typ GABAR, als auch NMDAR und AMPAR. Hypothetisch erfahren
die dopaminergen Neuronen nun, bedingt durch die normale exzitatorische glutamaterge
Aktivierung der GABAergen Interneuronen, eine verstarkte Inhibition, da ihre direkte

glutamaterge Aktivierung durch den funktionslosen NMDAR eingeschréankt wére. Somit
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wirde es zu einer verminderten Dopaminausschittung in der Terminalregion des ventralen
Striatums, dem NcA, kommen. Folge ware eine verminderte Verhaltensanpassung, da
glutamaterge Eingdnge in den NcA nicht mehr mittels Hemmung oder Verstarkung durch die

VTA gefiltert werden kdnnten.

Anhand einer Studie (Szczpka et al., 2001) mit Mausmutanten, die zwar dopaminerge
Neuronen ausbilden, allerdings auf Grund des Enzymmangels der Thyroxinhydroxylase in
dopaminergen Neuronen kein Dopamin synthetisieren kénnen, konnte belegt werden, dass
bei fehlenden dopaminergen Afferenzen in den NcA und das CPu das explorative Verhalten
in einer neuen Umgebung stark reduziert ist. Durch das gezielte Einbringen von zwei
Virusstdmmen mit der Thyroxinhydrolase und einem Coenzym konnte die Dopamin-
ausschittung in dem injizierten Bereich induziert werden. Dabei kommt es anscheinend
durch die Virusimplantation in der Region zur Ausschiittung von L-Dopa aus nicht-
dopaminergen Zellen, welches in dopaminerge Zellen aufgenommen, in Dopamin
umgewandelt und auf normalem Weg freigesetzt wird. Das Explorationsverhalten der
Mausmutanten mit Virusimplikation in den NcA war als einziges mit dem der Wildtypen
vergleichbar. Bei allen anderen Mutantengruppen war es reduziert. Die neue Umgebung
stellt dabei einen Reiz auf das limbische System dar, die neue Umgebung auf Futter und
maogliche Sexualpartner (wie oben beschrieben) zu untersuchen. Die fehlende dopaminerge
Afferenz aus der VTA flhrt nicht mehr zu einer Verstarkung dieses Verhaltens, ihre filternde
Eigenschaft entfallt und somit kommt es zu einer verminderten Verhaltensanpassung durch
das frontostriatale System, durch welches ja das Umschalten auf das jeweils gerade
adaquate Verhalten gewahrleistet werden soll. Das Ergebnis dieser Studie bekraftigt die
Hypothese, dass die reduzierte Lokomotion der ,DATCreERT2-NR1“ Mausmutanten
wahrscheinlich auf eine geringere Dopaminausschittung im NcA zurtickzufihren ist.
Betrachtet man neben der Lokomotion das auch in diesem Test untersuchte angstassoziierte
Verhalten, fallt auf, dass die ,DATCreERT2-NR1“ Mausmutanten eine signifikante Reduktion
der Eintrittshaufigkeit ins Testboxzentrum zeigten. Dies kann als Indiz fir ein erhéhtes
Angstverhalten gewertet werden, da das Testboxzentrum, welches eine ungeschiitzte Flache
darstellt und instinktiv von Beutetieren gemieden wird, von den Wildtypmausen im Vergleich
haufiger betreten wurde. Hypothetisch kdnnte die reduzierte Lokomotion der Mausmutanten
also auch auf einem erhthten angstassoziierten Verhalten beruhen. In der Literatur gibt es
verschiedene Ansichten Uber die Auswirkung von Angst auf die Lokomotion. Einerseits wird
die Ansicht vertreten, dass lokomotorische Aktivitat nicht als eine Art Index fur die Angst

gewertet werden kann. Es gibt jedoch auch Publikationen, die darlegen, dass es auf Grund
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von Angst und Schmerz oft zu einem Erstarren (das Tier bewegt sich nicht mehr), dem so

genannten ,Freezing" der Tiere kommt.

Ob die reduzierte Lokomotion eine Auswirkung eines erhdhten angstassoziierten Verhaltens,
einer verminderten Verhaltensanpassung oder eine allgemeine Reduktion der motorischen

Aktivitat darstellt, bleibt genauer zu untersuchen.

4.3 Nestbauverhalten

Das in dieser Studie untersuchte nicht ,maternale“-Nestbauverhalten stellt hauptséachlich ein
natirliches, speziesspezifisches thermoregulatorisches Anpassungsverhalten der Maus dar
(Lynch, 1992). Auf Grund von genetischen Verédnderungen oder Lasionen in bestimmten
Bereichen des ZNS konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass sich das

Nestbauverhalten verandert.

Das Nestbauverhalten war bei den ,DATCreERT2-NR1"“-Mutanten im Vergleich zu ihren
Kontrollen signifikant reduziert. Dieses Phanomen kénnte einerseits als eine allgemeine
motorische Verlangsamung, andererseits auch als ein angstassoziiertes, gehemmtes
Verhalten gedeutet werden. Anhand der Studie von Szcypka konnte gezeigt werden, dass
eine intakte Dopamintransmission im CPu von essentieller Bedeutung ist. So zeigten Mause
der Gruppe mit einem allgemeinen Defizit der Dopamintransmission CPu und NcA, aber
auch Mause mit einem Defizit der Dopamintransmisssion nur in dem CPu ein stark
reduziertes Nestbauverhalten (Szczypka et al.,, 2001). Eine Wiederherstellung der
Dopamintransmission im CPu mittels virusvermittelter Thyroxinhydroxylase- und
Cotransmitter-Implikation im Bereich des CPu fihrte bei den Mutanten zu einer
Normalisierung des Nestbaus, wohingegen eine normale virusvermittelte Dopamin-
transmission im NcA zu keinem normalen Nestbau fuhrte. Anhand dieser Studie und den
Ergebnissen dieser Arbeit liegt die Vermutung nahe, dass die ,DATCreERT2-NR1"-
Mausmutanten auf Grund der NR1 Deletion der NMDAR der dopaminergen Neuronen der
SNc funktionslos sind. Dadurch kommt es vermutlich, bedingt durch einen reduzierten
exzitatorischen Input auf dopaminerge Neuronen des STN, zu einer verminderten

Dopamintransmission der dopaminergen Afferenzen der SNc im CPu.

Leider gibt es bisher wenige Studien Uber das Nestbauverhalten. Bei den wenigen Studien

handelt es sich meist um Versuche, die sich auf das hormonell regulierte Nestbauverhalten
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weiblicher Tiere beziehen, dem ein véllig anderer hormoneller Regelkreis zu Grunde liegt.
Allerdings lasst sich vermuten, dass das Nestbauverhalten, ebenso wie die lebens-
erhaltende, nicht-belohnungsinduzierte Nahrungsaufnahme etwas mit der kalorienbedingten
Erhaltung der Energiebilanz des Korpers zu tun hat. Es konnte gezeigt werden, dass die
lebenserhaltende Nahrungsaufnahme durch eine fehlende Dopamintransmission im CPu,
welche ja hauptséchlich aus dopaminergen Afferenzen des SNc stammt, gehemmt werden

kann. Darauf soll im Abschnitt 4.7 naher eingegangen werden.

Es bleibt also zu klaren, ob das reduzierte Nestbauverhalten der ,DATCreERT2-NR1"-
Mausmutanten als eine allgemeine motorische Verlangsamung gedeutet werden kann oder

ob es ein den Angststdrungen verwandtes, gehemmtes Verhalten darstellt.

4.4 Soziale Interaktion

Die soziale Interaktion der ,DATCreERT2-NR1"“- Mausmutanten gegeniber einer ,juvenilen”

Maus wurde anhand des ,social interaction“ Test beurteilt.

Dabei zeigten die Mausmutanten eine starke Reduktion des sozialen Interaktionsverhaltens
bei der Exploration und im Kontaktverhalten. Das angstassoziierte Verhalten war hingegen

stark erhoht.

Das Explorationsverhalten des Sozialpartners war insgesamt, sowie in den einzelnen
Bereichen wie der anogenitalen und non-anogenitalen Exploration und im Folgeverhalten im
Vergleich zu den Kontrollen reduziert. Auch im Kontaktverhalten zu den Sozialpartnern
zeigten die ,DATCreERT2-NR1"-Mausmutanten Defizite. Studien belegen, dass der PFC als
hochstes assoziatives und integratives Zentrum des Gehirns eine zentrale Rolle im
Sozialverhalten spielt (Tucker et al., 1995). Beispielsweise gehért inadéaquates Sozialver-
halten zu der schizophrenen Negativsymptomatik, also einem Verhalten, welches
physiologischerweise vorhanden ist, aber infolge der Erkrankung reduziert oder Uberhaupt
nicht mehr vorhanden ist (Ellenbroek et Cools, 2000). Studien mit so genannten ,NR1-
hypomorphischen“-Mausmutanten, die nur eine etwa zehnprozentige Expression der
normalen NR1-Untereinheit des NMDAR zeigen, fiihren ebenfalls zu der auch in dieser
Arbeit beobachteten verminderten sozialen Interaktion (Mohn et al.,, 1999). Die soziale
Investigation der Mausmutanten ist signifikant reduziert, das Fluchtverhalten hingegen

signifikant erhéht. Da es sich bei Nagetieren um sehr soziale Lebewesen handelt, kann man
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hier von einem Verlust eines angeborenen Verhaltens sprechen. Beim Menschen geht man
von dem Unvermoégen der Patienten aus, den Geflihlszustand und die Intention anderer
Menschen richtig zu interpretieren (Russell et al., 2000). Sie zeigten bei der Interpretation
sozioemotionaler Aufgaben eine verminderte Aktivierung des linken PFC. Dies wirde sich
mit der Hypothese der verminderten Aktivierung dopaminerger Neuronen in der VTA decken,

welche zu einer verminderten dopaminergen Freisetzung in den PFC fihren wirde.

Des Weiteren wére es hypothetisch auch mdglich, dass der verminderte soziale Kontakt
nicht nur auf mangelnde Motivation und falsche Interpretation des Verhaltens des
Sozialpartners zurtickzuftihren ist, sondern die Reduktion der sozialen Interaktion eventuell
auch auf einer gesteigerten Angstlichkeit der Mutanten gegeniiber den Sozialpartnern
basiert. Ein Sozialpartner bedeutet neben sozialem Interesse per se auch immer eine
Angstkomponente. Durch die Wahl eines ,juvenilen® im Vergleich zu einem ,adulten®
Sozialpartner wurde die Angstkomponente mdoglichst gering gehalten, konnte aber nicht
vollkommen ausgeschlossen werden. Fir einen verminderten sozialen Kontakt auf Grund
einer erhohten Angstlichkeit wiirde auch sprechen, dass das angstassoziierte Verhalten im
Vergleich zu dem der Kontrollmduse signifikant erhéht war. Dies &uf3erte sich vor allem in
Form eines erhohten Fluchtverhaltens gegenuber den Sozialpartnern. Auch diese
Verhaltensweise koénnte sich hypothetisch auf eine verminderte Dopaminfreisetzung
dopaminerger Neuronen in der VTA zurlckfUhren lassen. Die VTA nimmt Uber zwei
verschiedene Wege Einfluss auf die Amygdala, welche wesentlich an der Entstehung von
Angst beteiligt ist und allgemein eine essentielle Rolle bei der emotionalen Bewertung und
Wiedererkennung von Situationen sowie der Analyse potentieller Gefahren spielt, indem sie
externe Impulse verarbeitet und vegetative Reaktionen einleitet. Welche mdglichen
Mechanismen zu einer Erhéhung des angstassoziierten Verhaltens der ,DATCreERT2-NR1"-

Mutantenmause fihren kdénnten, soll im Abschnitt 4.5 genauer erlautert werden.

4.5 Wiedererkennungstest (object recognition test)

Die mdglichen Auswirkungen einer NR1-Deletion des NMDAR auf dopaminergen Neuronen
bezlglich der Kurz- und Langzeitgedachtnisleistung der Mause wurden mittels zweier
Wiedererkennungstests ermittelt. Die Zeitspanne zwischen der 1. und 2. Prasentation lag
dabei bei 30 Minuten, beziehungsweise 24 Stunden. Um einen Gegenstand wieder zu
erkennen, muss sich das Tier an den Gegenstand erinnern und charakteristische Merkmale

des Gegenstandes wahrnehmen, unterscheiden, identifizieren und schlieBlich mit
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charakteristischen Merkmalen anderer bereits bekannter Objekte vergleichen (Steckler et al.,
1998). Der hierbei verwendete Wiedererkennungstest ahnelt im Design der verzdgerten
Wahlreaktionsaufgabe, einem visuellen Wiedererkennungstest fir verschiedene Funktionen
des Kurzzeitgedéachtnisses beim Menschen und nicht-menschlichen Primaten (Moye, 1997).
Der Vorteil des Wiedererkennungstests ist, dass er auf der natirlichen Verhaltensweise der
Spezies Maus beruht, spontan ein unbekanntes Objekt mehr als ein bekanntes Objekt zu
explorieren. Dabei ist kein anderes System, wie beispielsweise das Belohnungs- oder
Schmerzsystem, wie bei Konditionierungstests involviert. Es handelt sich um eine
Operationalisierung tber die Zeit. Hierbei wird die Dauer, in der sich die Maus mit den

Objekten beschéftigt, genutzt.

Bei der 1. Prasentation zweier identischer Objekte zeigten die Mausmutanten gegeniiber
ihren Tamoxifen-behandelten Wildtypkontrollen keinerlei Unterschiede. Beide identischen
Objekte wurden von beiden Gruppen gleich lang, sowohl bei der Objektwiedererkennung
nach 30 Minuten als auch nach 24 Stunden, exploriert. Dass die initiale Exploration der
,DATCreERT2-NR1"“-Mausmutanten nicht signifikant gegentber Wildtypen verandert war, ist
ein Indiz dafir, dass die unterschiedlichen Ergebnisse beim Vergleich der Explorationszeiten
bei der 2. Prasentation zwischen MT und WT nicht auf ein allgemein verstérktes exploratives
Verhalten oder motorische Effekte zurtckzufiihren sind. Die signifikant erhéhten
prozentualen Objektdiskriminierungen der Mausmutanten im Vergleich zu ihren
Wildtypkontrollen weisen auf eine selektive Beeinflussung sowohl der Leistung des

Kurzzeitgedachtnis als auch des Langzeitgedachtnis hin.

Die Auswertungen der Objektexplorationen (Diskriminationsindex und Objektdiskriminierung)
beider Tests ergab beim Vergleich der Explorationszeiten der 2. Objektprasentation, dass die
Mutanten eine hohere Steigerung des Investigationsverhaltens flr das unbekannte Objekt im
Bezug auf das bekannte Objekt aus der 1. Objektprasentation zeigten. Dies deutet auf eine
erhohte Leistung in der Objektwiedererkennung hin. Die Erhdhung in der Wieder-
erkennungsfahigkeit von bekannten Objekten zeigte sich sowohl bei dem Wieder-
erkennungstest beziiglich der Leistung des Langzeit- als auch des Kurzzeit-gedachtnisses.
Leider konnte noch nicht genau eruiert werden, welche spezifischen Gehirnareale und
Schaltkreise am Wiedererkennungsprozess beteiligt sind. Es wird allerdings vermutet, dass
die Erinnerung an ein bereits bekanntes Objekt als eine Form des assoziativen Lernens in
hoheren Cortexarealen gespeichert wird und die Interaktion verschiedener corticaler und
limbisch-thalmischer Schaltkreise bedingt (Mishkin, 1978). Dabei scheint der perirhinale

Cortex eine essentielle Rolle zu spielen (Murray et Mishkin, 1998), ebenso wie eine
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adaquate Aktivierung des PFC und des Thalamus. Ein Zielgebiet des Dopamins der VTA ist
bei dem mesocorticalen System der PFC, welcher die entscheidende Aufgabe der
Steuerung exekutiver Funktionen, wie Aufmerksamkeitskontrolle und Arbeitsgedachtnis,
besitzt. Das Arbeitsgedachtnis steuert Verhalten und Aufmerksamkeit, inhibiert unange-
brachte Antworten und halt die Aufmerksamkeit auch beim Einwirken von Stérfaktoren
aufrecht. Studien belegen, dass der PFC nicht nur ein wichtiges Verbindungsglied zwischen
sensorischer und viszeromotorischer Aktivitdt darstellt, sondern auch eine entscheidende
Rolle in der Informationsverarbeitung spielt. Zu hohe oder geringe Dopaminspiegel fihren zu
kognitiven Defiziten (Sawaguchi et Goldman-Rakic, 1994; Murphy et al., 1996; Zahrt et al.,
1997).

A

dafa

- Dupaniln

Abb.72 Schematische Darstellung des limbo-préfrontalen Systems bei Nagern.

Studien belegen, dass dopaminerge Projektionen zum PFC, HIPP und Septum eine wichtige
Rolle im Rahmen der Leistungen der Objektwiedererkennung spielen und eine erhohte
Freisetzung von Dopamin im PFC beispielsweise zu Defiziten in diesem Bereich fihrt
(Murphy et al.,, 1996; Jentsch et al., 1997). So liegt der unter NMDAR-Antagonisten,
beispielsweise MK-801, beobachtete reduzierte Leistung der Objektwiedererkennung
(Terranova et al., 1996) wahrscheinlich eine erhohte Dopaminausschittung dopaminerger
Neuronen zugrunde. Dies wird vermutlich durch den fehlenden exzitatorischen Input

inhibitorischer Projektionen auf dopaminerge Neuronen verursacht.
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Diese Studien werden durch die Hypothese bekraftigt, dass die ,DATCreErt2-NR1“-
Mausmutanten auf Grund der geringeren dopaminergen Transmission in den PFC eine
bessere Leistung in der Objektwiedererkennung zeigen. Da der funktionslose NMDAR
hypothetisch nur auf den dopaminergen Neuronen lokalisiert ist, kommt es wahrscheinlich zu
einem vorwiegend inhibitorischen Input durch GABAerge Neuronen der VTA auf deren
dopaminerge Neuronen. Dies fuhrt vermutlich zu einer geringeren Dopaminfreisetzung im
PFC.

4.6 Emotionales Verhalten

Wie bereits einleitend erwahnt, stellen das EPM und der Test in der Hell-Dunkel-Box weit
verbreitete Modelle zur Messung des unkonditionierten angstassoziierten Verhalten der

Nagetiere dar (Carobrez et Bertogolio, 2005).

So zeigen die ,DATCreERT2-NR1“-Mausmutanten im erhdhten Plus-Labyrinth gegentber
ihren Wildtypkontrollen einen Trend, sich vermehrt in den ,geschlossenen® Armen
aufzuhalten, was fir ein erhdhtes angstassoziiertes Verhalten spricht. Bei den anderen
untersuchten Parametern in diesem Test, wie dem Herabbeugen des Kopfes und der
Risikobewertung, zeigen die Mutanten hingegen eine Reduktion der Verhaltensweisen, was
ebenfalls als Anzeichen einer erhohten Angstlichkeit gewertet werden kann. Auch die
Ergebnisse des Tests in der Hell-Dunkel-Box lassen auf ein erhdhtes Angstverhalten
schlieBen, da die Zeit bis zum ersten Betreten aus dem geschitzten dunkleren
Kompartiment in das offene, hellere Kompartiment, bei den Mausmutanten im Vergleich zu

den Kontrollmausen deutlich erhoht war

Studien belegen, dass Pharmaka, die beim Menschen Angst induzieren, bei Versuchen mit
Nagetieren im EPM zu einer Reduktion der Aufenthaltsdauer und der Eintritte in die ,offenen”
Arme, ebenso wie zu einer Reduktion des Herabbeugens des Kopfes und der
Risikobewertung, fuihren. Im Gegensatz dazu fuhren Anxiolytika zu dem umgekehrten
Verhalten (Pelloiw et al., 1985a et 1985b et 1986).

Angst ist zundchst einmal eine adaquate Reaktion auf eine bedrohliche Situation und sichert
somit das Uberleben. Folge ist eine Aktivierung sympatischer Nervenfasern, wodurch die
Transmitter Adrenalin und Noradrenalin vermehrt ausgeschuttet werden, der Kérper in einen

Alarmzustand versetzt wird. Dabei kommt es zu einer erh6hten Aufmerksamkeit, Mydriasis,
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Tachycardie und Tachypnoe. Man unterscheidet zwischen dem konditionierten und dem
unkonditionierten angstbezogenen Verhalten. Das Verhalten, erhdhte, helle Areale zu
meiden, stellt hierbei eine Form des unkonditionierten angstassoziierten Verhaltens dar,
welches sich evolutiv entwickelt hat und somit artspezifisch ist. Es ist genetisch bestimmt
und durch Umwelteinflisse und Erfahrungen lediglich modifiziert (Gross et Hen, 2004a et
2004b). Das fur die Angstentstehung hauptverantwortliche Hirnareal stellt die Amygdala dar
(Abb.73), welche fiir die aversive-emotionale Reizverarbeitung und deren Ubersetzung in
eine adaquate endokrinologische, vegetative und verhaltensmotorische Antwort zusténdig

ist.

1 Stimulus

‘-'i.. ]

I Hypothalamus

Abb.73 An der Angstentstehung beteiligte Hirnstrukturen.

Intrazerebrale Microinfusionsstudien belegen, dass NMDAR-Antagonisten auch anxyo-
lytische Effekte im EPM, einem Test fur unkonditionieretes angstbezogenes Verhalten,
bewirken (Guimaraes et al., 1991; Vasar et al., 1993a). Eine verstarkte Angstlichkeit konnte
bei Tieren mit Lasionen im medialen PFC beobachtet werden, was den regulatorischen
Einfluss des medialen PFC auf die Amygdala und deren wichtige Rolle bei der Verarbeitung
von Angst und Furcht zuzuschreiben ist (Grace et Rosenkranz, 2002). Amygdala und PFC,
welche Uber die VTA dopaminerg innerviert werden, sind Uber glutamaterge Projektions-
bahnen reziprok verbunden (MCDonald et al., 1996; Pitkanen et al, 2000), wobei ihre
Interaktion eine essentielle Rolle fur die Bildung emotionalen Verhaltens spielt (Bertolucci-
D Angio et al., 1990; Morgan et al., 1993; Rosenkranz et Grace, 2001). Uber den genauen
Wirkungs-mechanismus von Dopamin auf die Amygdala ist bis heute nur sehr wenig bekannt
(Pralong et al., 2002). Der PFC wiederum ist mit der VTA und der Amygdala reziprok
verbunden (McDonald et al., 1996), was eine gegenseitige Beeinflussung der Strukturen
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wahrscheinlich macht. Bei einer Dysfunktion des PFC fehlt die Ubergeordnete
Kontrollfunktion, eine adaquate Reaktion auf ungefédhrliche Reize ist nicht mehr méglich
(Morgan et al.,, 1993; Zahrt et al., 1997). Studien mit isoliert aufgezogenen Ratten und
Mausen zeigten eine um circa 50 Prozent verminderte Reifung der mesoprafrontalen
Dopaminfasern im medialen PFC (Winterfeld et al., 1998) und als typische Verhaltensweise
das ,social isolation syndrom“ und die Tendenz, ungeschitzte Flachen des EPM zu meiden.
Diese Studie bekraftigt die Hypothese, dass gesteigertes angstassoziiertes Verhalten auf
eine verminderte dopaminerge Transmission der VTA in den PFC zurlickzu-fihren ist.
Vermutlich kommt es durch die induzierte NR1-Deletion und den damit funktionslosen
NMDARSs der dopaminergen Neuronen der VTA dazu, dass auf Grund des dadurch erhéhten

GABAergen Inputs weniger Dopamin im PFC freigesetzt wird.

4.7 PPl der ASR

Wie bereits einleitend erwéahnt, fuhren plétzliche und starke akustische Reize bei
Saugetieren zu einem schitzenden Verhalten, der ASR. Eine Modulationsmdglichkeit, um
die addquate motorische Verhaltensanpassung zu untersuchen, ist die PPI. Darunter wird
die naturliche Reduktion der ASR auf eine Prasentation eines Prépulses kurz vor dem

eigentlichen Schreckreiz verstanden.

Die ,DATCreERT2-NR1"- Mausmutanten zeigten weder bei der ASR noch bei der PPI einen
signifikanten Verhaltensunterschied zu den Wildtypkontrollen. Die induzierte Gendeletion der
NMDA-Rezeptoruntereinheit NR1 bei dopaminergen Neuronen bewirkte keine Stdérung der
sensomotorischen Informationsverarbeitung, die mittels PPI untersucht wurde. Es gab somit
keine Unterschiede der natirlichen Reduktion der ASR durch Prasentation eines Prapulses
kurz vor der ASR bei dem Vergleich der Mausmutanten mit ihren Wildtypkontrollen. Dies
steht im Widerspruch zu der Hypothese, dass eine induzierte Deletion der NR1-Untereinheit
von NMDAR auf dopaminergen Neuronen der VTA zu einer geringeren Dopaminaus-
schittung im NcA fahrt. Eine groRe Anzahl von Studien belegt namlich den immensen
Einfluss der dopaminergen Neurotransmission im NcA auf die sensomotorische Integration.
Dabei werden sensorische Afferenzen und motorische Efferenzen zur Erzeugung eines
bestimmten Verhaltens verknipft. Der akustische Schreckreiz wird Uber sensomotorische
Filtermechanismen der Situation angepasst. Es kommt beispielsweise zur Abschwachung

der akustisch ausgelosten Schreckreaktion durch einen davor dargebotenen Prapuls. Durch
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die neuronale Hemmschleife werden Reize, die nach dem Prépuls eingehen, unterdriickt, so
dass der Prépuls ohne Stérung verarbeitet werden kann. Dies stellt somit einen Schutz vor
ReizUberflutung dar. Mittels einer acetylcholinergen Bahn wird eine inhibitorische Wirkung
der PPI von dem PPTg auf den caudalen Kern der pontinen Formatio retikularis Gbertragen
(Koch et al., 1993a et 1993Db).

Der cortico-limbisch-striato-pallido-pontine  Schaltkreis (Abb.74; rotes Rechteck) st
vermutlich fur die Regulation de PPI zustandig. Der NcA spielt, wie schon erwéhnt, dabei
eine wichtige Rolle als Zwischenstation fir die Interaktion corticaler und limbischer Regionen
mit dem PPTg, indem er glutamaterge Afferenzen vom Hippocampus, der Amygdala und
dem PFC sowie dopaminerge Afferenzen der VTA erhalt. Uber direkte und indirekte Bahnen,
mittels VP, GABAerge Projektionen zum PPTg beeinflusst der NcA die Hemmung der
primaren Schreckbahn (Koch et Schnitzler, 1997; Koch, 1999).

ASR PPI Reduktion der PPI
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Abb.74 Neuronaler Schaltkreis der primaren akustischen Schreckreaktion (ASR), der Prépuls-

inhibition (PPI), sowie Reduktionsmaéglichkeiten der PPI (roter Kasten).

So kann ein PPI-Defizit im Tierversuch beispielsweise durch Blockade mit einem nicht-
kompetetiven NMDAR-Antagonisten, mittels PCP oder Dizocilpin, induziert werden (Geyer et
al., 2001; Koch, 1999; Swerdlow et al., 1990a et 1990b). Aber auch die ,NR1-hypomorphen“-
Mausmutanten, mit etwa 90 prozentiger Reduktion der Expression der NR1-Untereinheit des
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NMDAR zeigten eine Reduktion der PPl der ASR (Duncan et al., 2006). Als Ursache wird
eine erhdhte Dopaminausschittung wahrscheinlich vor allem im NcA vermutet. Auch soziale
Manipulationen wie beispielsweise prapubertare soziale Isolation (Greene et al., 2001),
Trennung von der Mutter fur einen Tag (Ellenbroek et al., 2000; Van den BM et al., 2003)
oder Stoérungen neuronaler Kreislaufe durch Lasionen des Hippocampus (Lipska et al.,
1995), des NcA (Wan et Swerdlow, 1997) oder PPTg (Koch et al., 1993a et 1993b; Swerdlow
et Geyer, 1993) kénnen ein PPl Defizit hervorrufen. Diese lasst sich experimentell
nachweisen (Braff et al., 2001 ). Die PPl ist ein einfaches operationales Modell zur Messung
der Funktion eines zentralen Filtermechanismus zur Unterdrickung inadaquater
sensorischer und motorischer Ereignisse. Studien belegen, dass diese Verhaltensanpassung
durch Stimulation der dopaminergen Neurotransmission im NcA massiv inhibitiert werden
kann. Der NcA bt einen verminderten GABAergen Einflull auf das nachgeschaltete
Pallidum internum aus (Swerdlow et al., 1990b et 1990c; Wan et Swerdlow, 1997; Kodsi et
Swerdlow, 1997). Dies fuhrt zu einer verminderten Reduktion der ASR-Amplitude. Durch
Dopaminrezeptoragonisten ist diese Reduktion reversibel (Geyer, 1998; Swerdlow et Geyer,
1998), ein Effekt, der vor allem Uber D2-Rezeptoren vermittelt wird. Eine direkte Reduktion
dopaminerger Transmission mittels D1- oder D2-Antagonisteninfusion in den PFC oder eine
dort induzierte L&sion mittels 6-Hydroxydopamin, fihrt ebenfalls zu einer PPI-Reduktion
(Bubser et Koch, 1994; Zavitsanou et al., 1999). Eine Studie konnte zeigen, dass Lasionen
im mPFC ebenfalls mit einer Erhéhung der PPI verbunden sind (Lacroix et al., 2000). Als
Ursache wird vermutet, dass dies Uber eine Stérung der cortikalen glutamatergen Efferenzen
zur VTA vermittelt wird, was eine verringerte Dopaminfreisetzung im NcA bewirken wirde.
Dadurch kédme es zu einer verbesserten PPI, was auch hypothetisch bei unseren Tieren auf

Grund der verminderten Dopaminfreisetzung der VTA im NCA zu erwarten gewesen ware.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Charakterisierung des Phanotyps einer Mausmutante
mit konditionaler Deletion (Tamoxifen induziert) der NMDA Rezeptoruntereinheit NR1 in

dopaminergen Neuronen anhand verschiedener Verhaltenstests vorgenommen.

Die adulten ,DATCreERT2-NR1“-Mausmutanten zeigten bei den nach der tamoxifenindu-
zierten Deletion der NR1-Untereinheit des NMDAR durchgefihrten Tests abweichende
Verhaltensreaktionen im Vergleich zu ihren tamoxifenbehandelten Wildtypkontrollen. So war
die Lokomotion der Mausmutanten gegeniber ihren tamoxifenbehandelten Kontrollen
deutlich reduziert, im Erinnerungsvermdgen sowohl des Kurz- als auch des Langzeit-
gedachtnisses zeigten sie hingegen bessere Fahigkeiten als die Wildtypen. In verschiedenen
Tests konnte ein leicht gesteigertes angstassoziiertes Verhalten beobachtet werden. Bei der
sozialen Interaktion mit einem ,juvenilen* Sozialpartner zeigten die ,DATCreERT2-NR1"-
Mausmutanten im ,social interaction® Test eine starke Reduktion des Explorations- und

Kontaktverhaltens ebenso wie bei dem Verhalten Nester zu bauen.

Als hypothetische Ursache fir die oben beschriebenen Verhaltensanderungen der
2,DATCreERT2-NR1"“-Mausmutanten kann eine verminderte Dopaminausschittung in die
Terminalgebiete des mesostriatalen Systems, vor allem dem NcA, und dem mesolimbo-
kortikaen System, vor allem dem PFC und limbischen System, vermutet werden. Auf Grund
der induzierten Deletion der NR1-Untereinheiten der NMDARs auf DAT-spezifischen
Neuronen wird angenommen, dass diese Rezeptoren auf dopaminergen Neuronen
funktionslos sind. Dadurch kommt es vermutlich zu einem verminderten exzitatorischen Input
dopaminerger Neuronen vor allem in der SNc und der VTA. Der gesteigerte inhibitorische
Input dieser dopaminergen Neuronen wirde somit hypothetisch eine verminderte
Dopaminausschittung in den oben genannten Terminalgebieten nach sich ziehen. Ob es
allerdings tatsachlich zu der vermuteten verminderten glutamatergen Aktivierung
dopaminerger Neuronen mit nachfolgender verminderten Dopaminausschittung in den

Terminalgebieten kommt, missen Mikrodialyseanalysen zeigen.

Bei der PPI der ASR zeigte sich zwischen den ,DATCreERT2-NR1"“-Mausmutanten und
deren Wildtypkontrollen kein signifikanter Unterschied, obwohl die hypothetisch ange-
nommene verminderte Dopaminausschittung im NcA theoretisch eine Verbesserung der PPI

bewirken musste.
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Das Gewicht der Mausmutanten war im Vergleich zu den Wildtypen signifikant reduziert.
Eine mdgliche Erklarung kénnte die Reduktion der dopaminregulierten, lebenserhaltenden,
nicht belohnungsbedingten Futteraufnahme sein. Dies wirde die Hypothese bekraftigen,
dass die ,DATCreERT2-NR1“-Mausmutanten einen funktionslosen NMDAR auf dopaminer-
gen Neuronen besitzen und somit auch weniger Dopamin in den Terminalregionen frei-
gesetzt wirde. Auch dies muss beispielsweise durch Mikrodialysestudien untersucht werden,

da auch ein erhohter Metabolismus der Mause als Ursache in Betracht kommt.

Da das glutamaterge System an vielen physiologischen und pathologischen Prozessen im
ZNS betelligt ist, ist seine genaue Funktion von grofem Interesse in der Grundlagenfor-
schung. Durch dieses Mausmodell ist es somit moglich, die Funktion der NR1-Untereinheit
des NMDAR sowohl zellspezifisch, als auch zeitspezifisch zu untersuchen. Diese kondi-
tionale Gendeletion bietet sich an, wenn man die Genfunktion nur in einem bestimmten zell-
beziehungsweise gewebsspezifischen Ort untersuchen mdchte, um die primare Funktion
eines Zielgens in einem bestimmten Zell- beziehungsweise Gewebetypen explizit bestimmen
zu konnen. Mochte man Gene in Bereichen herausschneiden, die essentiell fur die
Entwicklung sind, nutzt man induzierbare Knockouts. Bei der NR1-Untereinheit des NMDARs
handelt es sich um einen essentiellen Faktor bei der Gehirnentwicklung. Eine klassische
Nullmutation fuhrt zum Tod der Tiere. Die Induzierbarkeit der NR1-Deletion auf dopami-
nergen Neuronen durch Tamoxifen macht einen solchen Modellorganismus fir die
Forschung erst moglich. Die genauen biochemischen Prozesse, die zu den beobachteten
spezifischen Verhaltensmustern der ,DATCreERT2-NR1“-Mausmutanten fihrten, missen

allerdings beispielsweise durch Mikrodialysestudien noch genau abgeklart werden.
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6. SUMMARY

The glutaminergic system is involved in numerous physiological processes of the CNS.
“‘DATCreERT2-NR1"-mice have a tamoxifen-inducible deletion of the NR1-subunit of NMDA
receptors in dopaminergic neurons and offer insight into its primary functions. This gene is,
however, essential for the development of the brain. Hence inducible knockout models have

to be used to study the gene function in adult mice.

In this study, the phenotype of tamoxifen-induced adult “DATCreERT2-NR1” mice was
characterized. Various behavioural tests revealed differences of tamoxifen-induced
“DATCreERT2-NR1"-mice compared to the tamoxifen-induced wild type. The locomotion of
the mutant mice was significantly reduced, short- and long-term memory, however, was
significantly higher. The anxiety related behaviour was slightly increased. Social interactions
(exploration, social contact) with juvenile partners and nest building were strongly reduced. It
was hypothesized that that these behaviour changes in “DATCreERT2-NR1"-mice are
caused by a reduced dopamine release in the terminal areas of the mesostriatal system (i.e.
the nucleus accumbens) and the mesolimbic-cortical system (i.e. prefrontal cortex) and the
limbic system. The dopaminergic receptors in DAT-specific neurons are supposed to be non-
functional due to the deletion of the NR1-subunit. This will reduce the excitation of
dopaminergic neurons in the substancia nigra pars compacta and the ventral tegmental area

and hence the dopamine release will be reduced in these terminal areas.

The PPI of the ASR show no significant differences between the “DATCreERT2-NR1"-mice

and the wild type, although hypothetical assumed an improvement in the PPI.

The body weight of the “DATCreERT2-NR1"-mice were significant reduced compared to the
wild type. This may be the result of a reduction of the live-sustaining, non-reward-conditioned
feed uptake, which is dopamine-regulated. This is consistent with the hypothesis of a non-
functional NMDA receptor in dopaminergic neurons of “DATCreERT2-NR1"-mice. An
alternative hypothesis would be an increased metabolism of the mutant mice. Either

hypothesis needs verification (e.g. microdialysis studies).

It remains, however, to be demonstrated (e.g. by microdialysis studies) that lower

glutamatergic activation of dopaminergic neurons leads to a reduced dopamine release.
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7. ABKURZUNGEN
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Sound pressure level

Nucleus subthalmcius

Tabelle

Vesikuldare Monoamintransporter
ventrales Pallidum

Area tegmentalis ventralis
Wildtypen

zentrales Nervensystem
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