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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Lernen und Gedachtnis

1.1.1 Formen des Gedachtnisses

Das menschliche Gehirn ist eines der komplexesten Organe des Korpers, dessen
Funktionsweise in vieler Hinsicht bis heute noch nicht geklart ist. Insbesondere seine
Gedachtnisfunktion, das heil3t seine Fahigkeit, sich Informationen anzueignen und
abzurufen, stellt einen faszinierenden Forschungsgegenstand dar. Bei der Aufklarung der
Gedachtnisfunktion stehen vor allem zwei Fragen im Vordergrund: Wo werden die
Informationen abgespeichert - das heif’t, welche Hirnstrukturen sind fur die Gedachtnis-
speicherung verantwortlich- und wie werden die Information gespeichert - das heif’t, welche
molekularen und zellularen Mechanismen spielen dabei eine Rolle.

Die ersten Forschungsarbeiten bezlglich der Frage, inwiefern eine Gedachtnisleistung
einer bestimmten Hirnregion zugeordnet werden kann, wurden im 19. Jahrhundert
aufgenommen. In der heutigen Zeit, weily man, dass die Funktion des Gedachtnisses nicht
in einer bestimmten Hirnregion lokalisiert ist, sondern vielmehr von mehreren Gehirnteilen
gleichzeitig geleistet wird. Bemerkenswert dabei ist, dass je nach Art der zu speichernden
Informationen unterschiedliche Gedachtnissysteme existieren (zur Ubersicht siehe Milner et
al.,, 1998). So bezeichnet man die Speicherung von Fakten oder Ereignissen als
deklaratives oder explixites Gedachtnis, welches das Wissen eines Menschens darstellt.
Diese Funktion wird dem medialen Teil des Temporallappens zugeordnet. Zu diesem
gehort der Hippocampus, der entorhinale, perirhinale und parahippocampale Kortex. Dieser
Gedachtnisform gegenlber steht das nicht-deklarative oder auch implizite Gedachtnis,
welches Fertigkeiten und motorische Ablaufe speichert, die dem Bewusstsein nicht
zuganglich sind. Hierfur sind diverse subkortikale Hirnregionen verantwortlich. Das
wahrscheinlich am besten untersuchte Exempel des nicht-deklarativen Gedachtnisses ist
die klassische Konditionierung nach Pawlow, auf die in dieser Arbeit spater noch
ausfuhrlicher eingegangen wird.

AulBer nach der Qualitat der zu speichernden Information wird auch nach der Dauer der
Speicherung unterschieden. Fir die Speicherung von Informationen flr nur wenige Minuten
existiert ein Kurzzeitgedachtnis, oder auch Arbeitsgedachtnis genannt, welches im

Temporallappen lokalisiert ist. Eine langerfristige Speicherung von deklarativen
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Informationen erfolgt mit Hilfe des Hippocampus; die Langzeitspeicherung von
Informationen findet jedoch im Neokortex statt. Im Gegensatz dazu werden nicht-
deklarative Inhalte in den jeweiligen Hirnstrukturen gespeichert, welche an der Verarbeitung
der entsprechenden Informationen beteiligt sind.

Im Allgemeinen kann man einen Lernprozess durch folgende Phasen beschreiben:

1. Zunachst erfolgt die Aquisition, das heilt, die Aneignung der neuen Informationen.
2. Danach wird die neu erworbene Information konsolidiert, das heif3t vom Kurzzeit- in das
Langzeitgedachtnis Uberfuhrt. Dieser Prozess kann mehrere Tage dauern. 3. Ein Abruf der
Information reproduziert den Gedachtnisinhalt. Durch diese erneute Aktivierung der
Information wird der Gedé&chtnisinhalt zunéchst in einen labilen Ubergangszustand
uberfuhrt und kann danach verfestigt werden. Dieser Vorgang wird als Rekonsolidierung
bezeichnet. 4. Findet eine Rekonsolidierung nicht statt, kann im Laufe der Zeit die

Information verloren gehen, was zum Vergessen fuhrt.

1.1.2 Synaptische Plastizitat

Auf die Frage, wie das Gehirn zu seiner Gedachtnisleistung fahig ist, hat Ramon y Cajal
1894 postuliert, dass das Gehirn und seine Verknupfungen dynamisch und anpassungs-
fahig sein missen. Im folgenden 20. Jahrhundert konnte das Prinzip der chemischen Uber-
tragung Uber Synapsen geklart werden. Dabei wurde das Phanomen beobachtet, dass die
Effektivitat der synaptischen Ubertragung modifiziert werden kann, das heil’t, die Effizienz
einer Synapse kann in Abhangigkeit des Aktivitatsmusters verandert werden. Diese
Vorgange werden als synaptische Plastizitat bezeichnet. In der heutigen Neurowissenschaft
nimmt man an, dass die synaptische Plastizitat unter anderem die Grundlage fur Lernen
und Gedachtnis bildet. Die erste Hypothese dahingehend wurde durch Donald Hebb 1949
aufgestellt. Er postulierte -vereinfacht gesagt-, dass es zu einer Verstarkung einer Synapse
zwischen zwei Zellen kommt, wenn diese gleichzeitig aktiv sind. 1973 konnte diese Theorie
dann erstmals experimentell gestitzt werden, als Bliss und Lomo die ersten aktivitats-
abhangigen, langanhaltenden Veranderungen der synaptischen Ubertragung in vitro
beobachten konnten (Bliss and Lomo, 1973). Dieses Phanomen, das zunachst an
Synapsen im Hippocampus beschrieben wurde, wird als Langzeitpotenzierung bezeichnet
und kann aber auch an vielen anderen Synapsen in unterschiedlichen Hirnteilen beobachtet
werden. Im Laufe der Zeit hat sich die LTP zu einem sehr beliebten Modell entwickelt, um
die zellularen und molekularen Mechanismen der synaptischen Plastizitat zu untersuchen.
Durch die intensive Forschung in diesem Gebiet ist bekannt, dass es verschiedene Formen

der synaptischen Plastizitat gibt, welche in diversen neuronalen Schaltkreisen zu
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beobachten sind (zur Ubersicht siehe Citri and Malenka, 2008). Ein wichtiges Kriterium der
synaptischen Plastizitdt besteht darin, dass sie bidirektional ist, das heil3t, dass die
synaptische Effizienz in Abhangigkeit des Aktivitatsmusters sowohl gesteigert als auch
gedrosselt werden kann. Das zu beobachtende Phanomen wird sinngemald als Langzeit-
potenzierung (LTP) bzw. als Langzeitdepression (LTD) bezeichnet. AufRerdem
unterscheidet man, je nachdem, wie lange die Veranderungen anhalten, in Kurzzeit-
plastizitat (von Millisekunden bis Minuten) und Langzeitplastizitadt (von Minuten bis Stunden
oder auch langer), welchen unterschiedliche molekulare Mechanismen zugrunde liegen.
Die bisher am besten untersuchte Form der LTP ist die an CA1-Synapsen der Pyramiden-
neuronen im Hippocampus. Hierbei werden alle drei Kriterien erfasst, die laut der
Hebb’schen Theorie erflllt sein mussen, um assoziative synaptische Veranderungen
hervorzurufen (Bliss and Collingridge, 1993):

1. Kooperativitat: Nur wenn genugend afferente Fasern stimuliert werden und eine
bestimmte Aktivitatsschwelle Uberschritten wird, kann LTP ausgeldst werden. Somit
sind schwache Inputs nicht in der Lage zur LTP-Induktion.

2. Assoziativitat: Ein schwacher Input kann verstarkt werden, wenn er in der Nachbar-
schaft zu einem starken Input einlauft, sofern beide Inputs zeitgleich aktiv sind.

3. Input-Spezifitat: Synapsen, die nicht gleichzeitig mit dem starken Input aktiv sind,

bleiben unverandert.

1.2 Rolle und Funktion der Amygdala fur Lernen und Gedachtnis

1.2.1 Das Modell der Angstkonditionierung

Ein sehr gut etabliertes Modell, um synaptische Plastizitdt und deren Relevanz fur das
assoziative Lernverhalten zu untersuchen, stellt die Amygdala und ihre Funktion bei der
Angstkonditionierung dar. Sie steht eng im Zusammenhang mit dem emotionalen Lernen
und ist wesentlich an der Akquisition, der Speicherung und der Expression von Angst
beteiligt. Inre Bedeutung flur das emotionale Gedachtnis wurde ausfuhrlich mit Hilfe der
Angstkonditionierung belegt. Die ersten klassischen Konditionierungsversuche wurden von
Pawlow 1927 beschrieben, auf dessen Prinzip auch die Angstkonditionierung beruht: wird
ein neutraler, harmloser Reiz (z. B. Ton, ,conditioned stimulus® = CS) mit einem aversiven
Reiz (z.B. Ful3schock, ,unconditioned stimulus®, US) zeitlich gepaart, so kann danach der
zuvor neutrale Reiz alleine eine Angstreaktion auslosen. Dieses Verhalten wahrend einer

erneuten CS-Prasentation wird als konditionierte Angstreaktion bezeichnet, welche auf der
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Assoziation der beiden Reize (CS und US) beruht. Um diese Angstreaktion zu
quantifizieren, wird bei der Konditionierung mit Nagetieren das sogenannte Freezing-
Verhalten als Parameter herangezogen. Dieses arttypische Angstverhalten ist als vollige
Bewegungslosigkeit zu beobachten und ist daher fur den Experimentator einfach
auszuwerten. Weitere Vorzuge der Angstkonditionierung liegen darin, dass sie nicht nur
einfach anzuwenden, sondern auch effektiv ist (bereits eine CS-US-Paarung reicht meist
aus) und langanhaltende Reaktionen hervorruft (das Angstgedachtnis halt Gber viele
Wochen an). Somit stellt die Angstkonditionierung eine einfach zu handhabende Methode
zur Untersuchung von assoziativen Lernvorgangen dar.

Die Angstkonditionierung reprasentiert eine simple Art des Lernens, welche fur jeden
Organismus Uberlebenswichtig ist, um gefahrlichen Situationen auszuweichen und
Gefahren vorauszusehen. Tatsachlich konnte diese Form des Lernens bisher in einer
Vielzahl von Spezies (von Fruchtfliegen, Uber Mause bis zum Menschen) beobachtet
werden und scheint evolutionar konserviert zu sein (LeDoux, 2000).

Eine zentrale Rolle bei der Angstkonditionierung spielt die Hirnregion der Amygdala, welche
wesentlich bei der Verarbeitung und Weiterleitung der Reize, die zur Angstkonditionierung
beitragen, beteiligt ist. Die Voraussetzungen fur diese SchlUsselrolle sind durch die
Neuroanatomie der Amygdala gegeben, auf welche im folgenden Kapitel kurz eingegangen

werden soll.

1.2.2 Neuroanatomie der Amygdala

Die Amygdala ist Teil des limbischen Systems und stellt einen phylogenetisch alteren Teil
des Gehirns dar. Sie ist ein bilateral angeordnetes Kerngebiet des Gehirns im medialen Teil
des Temporallappens (siehe Abb. 1.1). Aufgrund der Form eines Hauptkerns wird sie auch
als Mandelkern bezeichnet und erhalt daher ihren Namen von dem altgriechischen Wort fiir
Mandel.

Abb. 1.1: Lage der Amygdala
Dargestellt ist die Lage der Amygdala
im menschlichen Gehirn, verborgen

unter dem Temporallappen.

7 / Amygdala
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Die Amygdala besteht aus einem Komplex von 12 Kernen, die sich jedoch noch weiter
unterteilen lassen. Die wichtigsten Teilbereiche der Amygdala, die auch bei der
Konditionierung eine Rolle spielen, sind die Kerne der lateralen (LA), der basalen (B), der
akzessorisch basalen (AB) Amygdala sowie der zentrale Kern (CE) der Amygdala (LeDoukx,
2000, siehe auch Abb. 1.2). Die Amygdala wird hauptsachlich durch zwei Afferenzen
innerviert: sowohl kortikale (Mascagni et al., 1993; Romanski and LeDoux, 1993;
McDonald, 1998) als auch thalamische (LeDoux et al., 1990a; LeDoux et al., 1990b)
Hirnregionen projizieren zur Amygdala, welche in der LA zusammenlaufen. Somit stellt
speziell die LA den Eingangsort flr viele sensorischen Informationen dar (LeDoux et al.,
1990a; Romanski et al., 1993), wobei im weiteren hauptsachlich auf die auditorischen und
nozizeptiven Afferenzen eingegangen werden soll, die bei der Angstkonditionierung von
Bedeutung sind. Der auditorische Reiz (CS, Ton) wird Uber den auditorischen Thalamus
(Corpus geniculatum mediale und posterior intralaminar Nucleus des Thalamus) (Turner
and Herkenham, 1991) sowie Uber den assoziativen auditorischen Kortex (TE3) (Romanski
and LeDoux, 1993) zur LA geleitet. Analog dazu werden auch die Uber den Tractus
spinothalamicus einlaufenden Schmerzreize (US, milder elektrischer Fuschock) direkt vom
Thalamus sowie indirekt Uber kortikale somatosensorische Areale auf Neurone in der LA
verschaltet. Generell scheint der Zugang durch die Capsula interna aus den thalamischen
Regionen die schnellere und direktere Projektion zu sein, welche die noch unprozessierten
Daten ubermittelt, wahrend die Projektion Uber die Capsula externa die schon prozessierten
und komplexeren Informationen enthalt (LeDoux, 2000). Nach dem Eintreffen in der LA
werden die Informationen intra-amygdalar weitergeleitet zu der B, AB und zum CE der
Amygdala, wo sie weiter verarbeitet werden. Der CE stellt den Haupt-Output der
integrierten Signale aus der Amygdala dar (Pitkanen et al., 1997). Diese werden auf
nachgeschaltete Hirnregionen wie Hypothalamus oder Hypophyse projiziert, welche
autonome (z. B. Blutdrucksteigerung) oder endokrine Angstreaktionen (z. B. Ausschuttung
von Stresshormonen) ausldsen konnen (siehe Abb. 1.3). Bei der Angstkonditionierung mit
Nagetieren stellt allerdings die Angststarre (engl.: ,freezing®) fur den Experimentator die
wichtigste zu beobachtende Reaktion nach der Konditionierung dar. Sie dient als Parameter
bei der Auswertung fur das Lernverhalten. Diese Freezing-Reaktion wird Uber das
periaquaduktale Grau (PAG, lat. Substantia grisea periaqueductalis) vermittelt, welches

Angst- und Fluchtreaktionen steuert (Amorapanth et al., 1999).



Einleitung 6

Abb. 1.2: Anordnung und Verschaltung der Kerne der Amygdala

Abgebildet sind die Kerngebiete der Amygdala, die bei der Angstkonditionierung eine Rolle spielen, und
deren Verkniipfung. Durch die Acetylcholin-Esterase-Farbung (oben rechts) werden die einzelnen
Kerngebiete besser ersichtlich als in der Nissl-Férbung (links oben und unten). Die Amygdala liegt
zwischen dem piriformen Kortex (PIR) und dem Putamen (CPU). Die Pfeile verdeutlichen die
wesentlichen Verkniipfungen zwischen den Kernen, die bei der Angstkonditionierung relevant sind sowie
die Lokalisation der Inputs (IN) als auch der Outputs (OUT) der Stimuli. Die Vergré3erung unten rechts
der LA zeigt die Unterteilung in die Subnuclei der LA mit der dorsalen (LAd), der medialen (LAm) und der
ventralen (LAv) Division (Abb. aus LeDoux, 2000).

1.2.3 Bedeutung der Amygdala fiir die Angstkonditionierung

Da die auditorische Angstkonditionierung ein sehr beliebtes Modell darstellt, um
synaptische Plastizitat und Lernen zu untersuchen, sind die zugrundeliegenden neuronalen
Schaltkreise schon sehr gut erforscht und verstanden. Die Amygdala hat sich dabei als

zentrale Komponente bei der Angstkonditionierung erwiesen. In Abb. 1.3 sind die Prozesse
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wahrend der Konditionierung schematisch dargestellt, in welcher die zentrale Rolle der LA
auf zellularer Ebene hervorgehoben wird. Es wird angenommen, dass der Lernprozess bei
der Konditionierung durch eine Verstarkung der Synapsen vermittelt wird, welche den CS
auf die Neuronen der LA projizieren (Sigurdsson et al., 2007). Vor der Konditionierung stellt
der Ton zunachst einen schwachen Reiz dar, welcher keine Angstreaktion auslost. Der
FuRschock hingegen ist ein sehr starker Reiz, welcher eine starke Antwort der Neuronen
der LA hervorruft. Da diese beiden Reize, der Ton und der Schmerzreiz, wahrend der
Konditionierung gepaart werden, konvergieren die beiden Inputs zeitgleich auf denselben
Neuronen der LA. Das bedeutet, dass gleichzeitig zu einer starken postsynaptischen
Depolarisation der LA-Neuronen durch den Schmerzreiz auch die Prasynapsen aktiv sind,
welche den Ton vermitteln. Durch diese koinzidente Aktivitat eines schwachen und eines
starken Inputs der LA ist die Voraussetzung gegeben, dass Anderungen der synaptischen
Plastizitdt im Sinne der Hebb’schen Regeln stattfinden. Infolgedessen kommt es zu einer
Verstarkung der zuvor schwachen CS-Synapse, wodurch auch die nachgeschalteten
Hirnstrukturen wie der CE einen verstarkten Input erhalten. Dadurch kann nun auch die
Prasentation des Tons alleine eine Angstreaktion hervorrufen. Das Tier hat nun die
Verknupfung der beiden Stimuli gelernt, und reagiert ab jetzt auf den Ton allein mit einer
Angstreaktion. Basierend auf diesem zellularen Modell wird die LA als den Ort angesehen,
an welchem wahrend der Angstkonditionierung die CS-US-Assoziation geknupft wird und

synaptische Plastizitat stattfindet.
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Abb. 1.3: Neuronaler Schaltkreis wéhrend der Angstkonditionierung

In dieser schematischen Abbildung des neuronalen Schaltkreises soll die zentrale Rolle der lateralen
Amygdala bei der Angstkonditionierung hervorgehoben werden, bei der das Tier lernen soll, einen
neutralen Stimulus (Ton, CS) mit einem aversiven Stimulus (FuBschock, US) zu assoziieren. Die
Schliisselrolle fiir die Bildung der Assoziation von CS und US erhélt die LA durch die rdumliche
Konvergenz und zeitliche Koinzidenz der beiden Stimuli auf denselben Neuronen der Amygdala. Diese
projizieren zum zentralen Kern der Amygdala (CE), welche liber diverse nachgeschaltete Hirnregionen
verschiedene Angstreaktionen auslést: die Angststarre (Freezing) wird (ber das periaqudduktale Grau
(PAG) gesteuert, wéhrend (ber den lateralen Hypothalamus (LH) der Blutdruck und Herzfrequenz
gesteigert wird sowie Uliber den paraventrikuldren Hypothalamus (PVN) die Ausschiittung von
Stresshormonen wie Kortisol erfolgt. Nach der Paarung von CS und US fiihrt die Prédsentation des CS
alleine zu einer Angstreaktionen, da durch die Konvergenz der beiden Stimuli in der LA eine Verstdrkung
des CS-Inputs erfolgt ist. (modifiziert von Sigurdsson et al., 2007)

Die Hypothese dieses zellularen Modells wurde bereits durch eine Vielzahl von Studien
unterstitzt. So konnte zum Beispiel mit Single-Unit-Recordings gezeigt werden, dass
einzelne Neuronen der LA tatsachlich sowohl durch nozizeptive als auch durch auditorische
Reize aktivierbar sind (Romanski et al., 1993). Dieser Befund bestatigt, dass es zur
Konvergenz der CS- und US-Projektionen in der LA kommt.

Weitere Hinweise darauf, dass synaptische Plastizitat in den Neuronen der LA wahrend der
Konditionierung stattfindet, lieferten Studien, die belegen, dass sich das Aktivitatsmuster
der LA-Neuronen durch die Konditionierung andert (Quirk et al., 1995; McKernan and
Shinnick-Gallagher, 1997; Quirk et al., 1997; Rogan et al., 1997; Collins and Pare, 2000;
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Repa et al.,, 2001; Maren and Quirk, 2004). Diese Studien zeigen anhand von
Feldpotentialableitungen oder Single-Unit-Recordings in lebenden Tieren, dass nach der
Konditionierung die Ansprechbarkeit der LA-Neuronen auf den CS in der Tat erhoht ist,
wodurch vermutlich die Assoziation der beiden Stimuli kodiert wird. Die LA scheint somit
der primare Ort der synaptischen Plastizitdt wahrend der Konditionierung zu sein, wobei
nicht auszuschlielRen ist, dass auch andere Hirnregionen wie der auditorische Thalamus
und Cortex der synaptischen Plastizitat unterliegen (Quirk et al., 1997; Armony et al., 1998).
Jedoch demonstrieren zahlreiche weitere Studien, dass die Funktion der LA fur die
Konditionierung essentiell ist (Campeau and Davis, 1995; Maren et al., 1996; Killcross et
al., 1997; Amorapanth et al., 2000). Diese Arbeiten zeigen, dass durch neurotoxische
Lasionen der Bereiche der LA und B sowohl vor als auch nach der Konditionierung die
Angstreaktion auf den US stark vermindert wird. Dabei vermindern die Lasionen nicht die
Fahigkeit eine Angstreaktion auszudrticken, sondern vielmehr das Lernvermogen des Tiers,
eine CS-US-Verknupfung zu bilden (Maren, 2001).

Auch beim Menschen wurde die Funktion der Amygdala fir das Angstlernen untersucht. So
hat man festgestellt, dass Patienten mit dem Urbach-Wiethe-Syndrom, einer seltenen
genetischen Erkrankung, die mit einer Degeneration der Amygdala einhergeht, angstvolle
Gesichtsausdricke nicht erkennen koénnen und Defizite bei der Pawlowschen
Konditionierung zeigen (Bechara et al.,, 1995). Gleichartige Befunde konnten auch bei
Patienten beobachtet werden, welchen die Amygdala chirurgisch zum Zwecke einer
Epilepsie-Behandlung entfernt wurde. (LaBar et al., 1995; Phelps et al., 1997). Weiterhin
konnte die funktionelle Bedeutung der Amygdala mit fMRI-Studien gestutzt werden. Mit
dieser Technik konnte belegt werden, dass bei Probanden wahrend des Konditionierungs-
prozesses eine erhdhte neuronale Aktivitat in der Amygdala auftrat, interessanterweise
aber nur, wenn ihnen der konditionierte Stimulus gezeigt wurde, welcher einen milden

Stromschlag voraussagte (LaBar et al., 1998; Phelps et al., 2001).

1.3  Molekulare Grundlagen der synaptischen Plastizitat

1.3.1 Entstehung der Langzeitpotenzierung der synaptischen Ubertragung

Entsprechend dem zellularen Modell nimmt man an, dass die aktivitdtsabhangige
Potenzierung der synaptischen Ubertragung die Grundlage fir die Bildung des
Angstgedachtnisses darstellt. Das Phanomen der Langzeitpotenzierung (LTP) der

synaptischen Transmission ist ein beliebtes in vitro-Modell, mit welchem die molekularen
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Mechanismen untersucht werden konnen, die zu synaptischer Plastizitat beitragen. Auch in
der LA ist LTP messbar. Damit steht eine geeignete Methode zur Verfligung, welche
Aufschluss Uber die Mechanismen der synaptischen Plastizitat in der LA geben kann. Diese
Mechanismen der LTP in der Amygdala, von welchen man annimmt, dass sie in ahnlicher
Weise auch bei der Angstkonditionierung ablaufen, sollen im folgenden kurz erlautert
werden (zur Ubersicht siehe Blair et al., 2001; Schafe et al., 2001; Stork and Pape, 2002;
Rodrigues et al., 2004):

Ein wichtiges Kriterium der synaptischen Plastizitat ist, dass die synaptische Ubertragung
aktivitatsabhangig moduliert werden kann. Um eine LTP auszulosen, wird daher in der
Regel ein hochfrequenter Tetanus (meist 100 Hz) angewendet, welcher die afferenten
Fasern stimuliert. Im Gegensatz dazu wird eine LTD Uber eine niederfrequente tetanische
Reizung (900 Pulse mit 1-5 Hz) ausgeldst. Da in dieser Arbeit ausschliel3lich die LTP unter-
sucht wurde, wird im folgenden nur auf die Mechanismen der LTP an exzitatorischen
Synapsen eingegangen (zur Ubersicht siehe auch Citri and Malenka, 2008).

Der wichtigste exzitatorische Transmitter ist Glutamat, welcher an verschiedenen Glutamat-
rezeptoren auf der postsynaptischen Membran binden kann. Man unterscheidet die
ionotropen  Glutamatrezeptoren  oa-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol-Propionsaure-
Rezeptoren (AMPAR) und die N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDAR) sowie die
metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIuR). Die AMPAR sind leitend flir monovalente
Kationen (Na® und K") und sind wesentlich fir die Ausbildung der exzitatorischen
Depolarisation der postsynaptischen Membran nach Glutamatausschuttung verantwortlich.
Im Gegensatz zu den AMPAR weisen die NMDAR eine spannungsabhangige Aktivitat auf.
NMDAR werden im Ruhezustand durch Mg**-lonen blockiert, welche sich erst durch eine
Depolarisation von dem Rezeptor I6sen und die Kanalpore freigeben. Die Aktivierung der
NMDAR bendtigt daher sowohl eine ausreichende postsynaptische Depolarisation, die den
Mg®*-Block I8st, als auch eine gleichzeitige prasynaptische Aktivitat, die fiir eine Glutamat-
ausschuttung sorgt. Laut den Hebb’schen Regeln weisen NMDAR die postulierten
Eigenschaften Assoziativitat und Kooperativitat auf, die fur eine inputspezifische Induktion
der LTP nétig sind. Sie werden deshalb auch als ,Koinzidenz-Detektoren® bezeichnet. Die
fur die Auslosung einer LTP bendétigte Depolarisation der Postsynapse wird mit Hilfe eines

hochfrequenten Tetanus hervorgerufen.

Interessanterweise lasst sich die Funktion der NMDAR als Koinzidenz-Detektoren analog
zu der LTP-Induktion auch auf das zellulare Modell der Angstkonditionierung ubertragen:

wird der Ton vor der Konditionierung prasentiert, so wird an den CS-Inputs Glutamat
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ausgeschuttet. Da der Ton als schwacher Reiz gilt, ruft er nur eine schwache
Depolarisation der Postsynapse durch Offnung von AMPAR hervor. Jedoch bindet das
ausgeschuttete Glutamat auch an NMDAR. Kommt es dann zu einer gleichzeitigen starken
Depolarisation dieses LA-Neurons durch den Input des FuRschocks, kann der Mg?*-Block
aufgehoben werden und NMDAR 6ffnen sich. Dadurch kénnen tber NMDAR auch Calcium-
lonen in die aktiven Synapsen flieRen, da sie im Unterschied zu den AMPAR fiir Ca**-lonen
leitend sind. Eine weitere Calciumquelle stellen die spannungsabhangigen Calciumkanale
(VGCC) dar, die sich ebenfalls nur bei einer ausreichenden Depolarisation 6ffnen und einen
langanhaltenden Einstrom von Ca**-lonen ermdglichen. Ein Anstieg in der intrazelluldren
Ca**-Konzentration stellt den Startpunkt fiir eine Vielzahl biochemischer Prozesse dar. Wird
eine bestimmte Schwellenkonzentration fir Ca**-lonen in der Postsynapse erreicht, werden
verschiedene Signaltransduktions-Mechanismen in Gang gesetzt, die bis heute noch nicht
bis ins Detail geklart sind. Beispielsweise gilt die Ca®‘/Calmodulin-abhéngige Protein-
kinase Il (CaMKIl) als wichtiges Transduktionsmolekiil nach Ca?*-Anstieg (Malinow et al.,
1989; Silva et al., 1992). Die CaMKIl wird nach LTP-Induktion aktiviert und phosphoryliert
AMPAR, was zum einen zu einer erhdhten Einzelkanal-Leitfahigkeit der AMPAR flhrt und
zum anderen zu einer verstarkten Insertion der AMPAR in die postsynaptische Membran.
Beide Mechanismen flhren zu einer verstarkten Reizibermittlung iber AMPAR, was als ein
wesentlicher Mechanismus fiir eine kurzfristige Anderung der synaptischen Transmission
angesehen wird.

Im Gegensatz zu dieser initialen Phase der LTP (,early LTP* = E-LTP), die nur fir einige
Minuten anhalt, steht die langandauernde LTP (,late LTP* = L-LTP), die fir mindestens 1-2
Stunden nach Tetanus zu beobachten ist. Fur diese langfristigen Veranderungen der
synaptischen Funktion sind RNA- und Proteinsynthese essentiell. Die neu synthetisierten
Proteine, wie beispielsweise der neurotrophe Faktor brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), dienen zur Modulation der synaptischen Funktion. Die neuronale
Proteinbiosynthese kann u.a. durch eine Signaltransduktion Uber die cAMP-abhangige
Proteinkinase (PKA), die Proteinkinase C (PKC), die CaMKIV oder extracellular related-
signal protein kinase (ERK)/ mitogen-activated protein-kinase (ERK/MAPK) ausgeldst
werden, deren Signalwege auf einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors cAMP response
element binding protein (CREB) konvergieren. Der Transkriptionsfaktor CREB ist bekannt
fur seine kritische Rolle fir synaptische Plastizitat sowie fir verschiedene Formen von
Lernen und Gedachtnis. (Bourtchuladze et al., 1994; Impey et al., 1998; Silva et al., 1998;
Lamprecht, 1999; Han et al., 2007).
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Darlber hinaus findet noch eine Vielzahl paralleler Prozesse statt, die flr die synaptische
Plastizitat von Bedeutung sind. Beispielsweise finden auch strukturelle Veranderungen der
Synapsen statt, d. h Umstrukturierungen von Spines sowie Neubildungen oder Aufsplitten
von bestehenden Spines (zur Ubersicht siehe Bliss and Collingridge, 1993; Lamprecht and
LeDoux, 2004).

1.3.2 Der NO/cGMP/cGK-Signalweg als moglicher molekularer Mechanismus

der synaptischen Plastizitat

1.3.2.1 NO als retrograder Messenger

Wahrend die oben genannten Mechanismen zur Induktion der LTP postsynaptisch
lokalisiert sind, diskutiert man auch prasynaptische Mechanismen, die zur Ausbildung der
LTP beitragen kénnen. Es gibt Befunde, die auf eine vermehrte Transmitterfreisetzung nach
der Induktion von LTP hinweisen, vermutlich durch eine Erhdhung der Freisetzungs-
wahrscheinlichkeit der Vesikel an der prasynaptischen Membran (Malinow and Tsien, 1990;
Bolshakov and Siegelbaum, 1995). Damit derartige prasynaptische Veranderungen nach
postsynaptischer Induktion der LTP stattfinden konnen, bedarf es zwingend dem
Vorhandensein eines retrograden Botenstoffs (Messenger), der postsynaptisch gebildet
wird, aber auch prasynaptisch wirken kann. Ein geeigneter Kandidat, der solch eine
Funktion als retrograder Messenger erfullen kann, ist das Molekul Stickstoffmonoxid (NO).
Durch einen postsynaptischen Anstieg der [Ca?*]-Konzentration wird die Ca**/Calmodulin-
abhangige NO-Synthase (NOS) aktiviert. Diese kann durch eine enzymatische
Umwandlung von Arginin in Citrullin NO in der Postsynapse freisetzen. NO ist als ein sehr
leicht diffusibles Molekull in der Lage Uber den synaptischen Spalt in die Prasynapse zu
gelangen und dort, auf bisher noch weitgehend unbekannte Weise, die Transmitter-
freisetzung zu erhdhen.

Diese Hypothese, dass NO als retrograder Messenger fungiert, wird durch verschiedene
Befunde unterstitzt. So konnte gezeigt werden, dass die LTP in der CA1-Region in
hippocampalen Schnitten durch NO-Scavanger, die extrazellular vorkommendes NO
abfangen, gehemmt wird sowie durch Applikation von NO erhéht werden kann (Zhuo et al.,
1993; Hawkins et al., 1994; Huang, 1997; Lu et al., 1999). Neben den pharmakologischen
Methoden konnte auch mit einem genetischen Modell der NOS-Knockout-Tiere die

Bedeutung der NOS-Synthase gesttitzt werden. Bei diesen NOS-Knockout-Mausen, denen
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sowohl die endotheliale und als auch die neuronale NOS fehlen, wurde eine verminderte
LTP festgestellt (Son et al., 1996).

Durch viele weitere Studien hat sich das Stickstoffmonoxid-Molekul als multifunktionaler
neuronaler Messenger bewiesen (zur Ubersicht sieche Schuman and Madison, 1994; Feil
and Kleppisch, 2008). Dabei hat NO seine Bedeutung fur die synaptische Plastizitat nicht
nur im Hippocampus erlangt, sondern auch fur die Funktion in der Amygdala. Analog zu
den Befunden von Studien im Hippocampus wurde auch in der LA eine NO-abhangige LTP
gefunden (Schafe et al., 2005). Diese Arbeit zeigt zunachst, dass die nNOS postsynaptisch
in exzitatorischen Pyramidalneuronen der lateralen Amygdala exprimiert wird und dass die
LTP Uber den thalamischen Input zur lateralen Amygdala durch NOS-Inhibitoren und NO-
Scavengern hemmbar ist. Interessanterweise konnte diese Studie auch zeigen, dass NO
eine Rolle bei der Angstkonditionierung spielt. Sie demonstrierten, dass das Langzeit-
gedachtnis nach einer Angstkonditionierung mittels intra-amygdaléarer Infusion von NOS-
Inhibitoren oder NO-Scavengern beeintrachtigt wurde. In Ubereinstimmung dazu konnte
durch andere Arbeitsgruppen eine Induktion der NO-Produktion in der Amygdala wahrend
der Angstkonditionierung beobachtet werden, welche mit dem Freezing-Verhalten der Tiere
korrelierte (Izquierdo et al., 2006; Sato et al., 2006). Folglich scheint NO als neuronaler
Modulator in der lateralen Amygdala nicht nur fur die synaptische Plastizitat sondern auch

fur die Konsolidierung des Angstgedachtnisses von Bedeutung zu sein.

1.3.2.2 cGMP/cGK als mogliche Effektoren von NO

Als einen wichtigen Signalweg, durch welchen NO seine Wirkung vermittelt, wird der
cGMP/cGK-Signalweg angesehen, dessen Bedeutung und Funktion in der Amygdala fur
die synaptische Plastizitat in dieser Arbeit untersucht werden soll. Ein wichtiger Effektor von
NO ist die I6sliche Guanylylzyklase (sGC), welche nach Aktivierung den intrazellularen
sekundaren Messenger zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) generiert. Als ein
wichtiger Signalubermittler des cGMP-Signals gilt die cGMP-abhangige Proteinkinase
(cGK), auf deren Struktur und Funktion an dieser Stelle nun etwas genauer eingegangen
werden soll: Die cGK wird durch zwei Gene (prkg? und prkg2) kodiert, welche auf
unterschiedlichen Chromosomen liegen (fur weitere Details siehe Pfeifer et al., 1999;
Hofmann et al., 2000; Feil et al., 2005a; Hofmann et al., 2006). Daher existieren zwei
Formen dieser Proteinkinase: die cGK Typ | (cGKIl), welche zytosolisch vorliegt und ein
Molekulargewicht von 77 kDa pro Monomer besitzt sowie die cGK Typ Il (cGKIl) mit 87 kDa
pro Monomer, welche membrangebunden vorkommt. Die cGKI existiert in zwei Isoformen,

cGKla und cGKIB, welche verschiedene Promotoren und 5’Exons des Gens nutzen und



Einleitung 14

sich daher in der Sequenz des N-Terminus unterscheiden. Die cGKI und Il gehéren zur
Klasse der Serin-/Threonin-Kinasen und sind strukturell sehr ahnlich. Sie liegen als
Homodimere vor, wobei ein Monomer aus jeweils zwei gro3en funktionellen Domanen
aufgebaut ist (siehe Abb. 1.4). Die regulatorische Doméane beinhaltet einen N-terminalen
Leucin-Zipper fur die Dimerisierung, eine Pseudosubstrat-Bindestelle, welche eine auto-
inhibitorische Funktion besitzt sowie zwei cGMP-Bindestellen mit jeweils einer hohen und
einer niedrigeren Affinitat, welche allosterisch wirken. Daran schlief3t sich die katalytische
Domane mit einer Bindestelle fur ATP und fur das Substratmolekul sowie dem katalytischen
Zentrum, das fur die Ubertragung der Phosphatgruppe auf das Substratprotein verant-
wortlich ist. Die cGKI wird durch cGMP im submikromolaren Bereich aktiviert, wobei die
cGKIp eine circa 10-fach hdhere Konzentration als die cGKla-Isoform benétigt (Ruth et al.,
1991). Durch eine Besetzung beider cGMP-Bindestellen wird eine Konformationsanderung
hervorgerufen, wobei das katalytische Zentrum von der autoinhibitorischen Domane
freigegeben wird und somit zur Substratbindung verfugbar ist. Daraufhin kénnen Serin-

/Threoninreste des Substrats sowie die Autophosphorylierungsstelle der cGK phosphoryliert

werden.
regulatorische Doméne katalytische Domane
cGKla.  NH; ooMP [oampal] AP [ A —COOH
NS
cGKIpB NH; cGMP-I |cGMP-II| ATP A ——COOH
Leucin- b Substrat-
Zipper bindestelle
inhibi-
torische
Region

Abb. 1.4: Schematisches Modell der Struktur der cGKla und £ Isoform

Die Abbildung zeigt die schematische Struktur der Monomere der a— und der f- Isoform der cGKI

Die cGKl ist in diversen physiologischen Prozessen involviert und wird in unterschiedlichen
Geweben exprimiert, in allen Glattmuskelgeweben, Blutplattchen, Niere, Lunge und Herz-
muskelgewebe (Hofmann et al., 2006). Aber auch in neuronalem Gewebe wurde die cGKI
nachgewiesen (El-Husseini et al., 1999; Kleppisch et al., 1999; Geiselhoringer et al., 2004;

Feil et al., 2005b). So liegt die cGKI in hoher Konzentration in Teilen des GroR3hirns wie
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Hippocampus, Cortex, suprachiasmatischer Nucleus, olfaktorischer Bulbus, Amygdala
sowie auch im Cerebellum vor. Wahrend in den Purkinjezellen des Cerebellums und dem
Hinterhorn des Rickenmarks die cGKla-Isoform die dominierende Form darstellt, Uberwiegt
die B-Isoform im Grof3hirn.

Bis heute wurden schon einige Substrate der cGKI identifiziert, allerdings hauptsachlich in
nicht-neuronalem Gewebe. Die Substrate der cGKIl im Zentralnervensystem und ihre
funktionelle Bedeutung sind dagegen weit weniger erforscht (zur Ubersicht siehe Wang and
Robinson, 1997; Feil et al., 2005a; Feil and Kleppisch, 2008). Als Downstream-Targets der
cGKIl in neuronalem Gewebe sind bisher lonenkanale (BKc,-Kanal), G-Proteine und deren
Regulatoren (Regulator of G-Protein Signalling (RGS) 2,3 und 4) und viele Zytoskelett-
assoziierte Proteine (vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP), (Arancio et al., 2001;
Wang et al., 2005)), die kleine GTPase RhoA (Sauzeau et al., 2000; Wang et al., 2005) und
Septin-3 (Xue et al., 2000)) identifiziert worden.

Auf welche Weise der NO/cGMP/cGKI-Signalweg modulierend auf die synaptische
Plastizitat eingreift, ist bisher noch nicht hinreichend geklart. Dass dieser Signalweg aber
eine wichtige Rolle flr synaptische Plastizitdt sowie fir Lernen und Gedachtnis spielt,
konnte bisher vielfach belegt werden. So konnte die Rolle der sGC als moglicher Effektor
von NO und des daraus resultierenden cGMP fur die synaptische Plastizitat durch die
Befunde unterstitzt werden, dass die LTP im Hippocampus durch Aktivatoren und
Inhibitoren der sGC erhdht bzw. erniedrigt werden kann (Arancio et al., 1995; Chien et al.,
2003; Chien et al., 2005). Ebenso zeigt eine Studie mit sGC-Knockouttieren, dass die NO-
induzierte LTP im visuellen Kortex uber die sGC vermittelt wird (Haghikia et al., 2007).
Parallel dazu steht der NO/cGMP/cGKI-Transduktionsweg auch im Zusammenhang mit
Lernen und Gedachtnis. Hinweise dafur liefert die Arbeit von Chien et al. (2005), die zeigt,
dass durch eine intrazerebroventrikulare Injektion eines sGC-Aktivators die Lernleistung
von Versuchstieren gesteigert werden konnte und umgekehrt durch die Injektion von NOS-
und cGK-Inhibitoren verringert wird.

Weiterhin zeigte Zhuo et al. (1994), dass sich die LTP in hippocampalen Schnitten durch
Zugabe eines cGK-Aktivators bzw. -Inhibitors erhéhen oder erniedrigen lasst. Uberein-
stimmende Resultate finden sich auch in der Arbeit von Arancio et al. (2001), die durch
Injektion der aufgereinigten cGKIl in die prasynaptische Zelle einer Kultur aus
Hippocampus-Neuronen die LTP steigern und diesen Effekt durch einen cGKI-Inhibitor
umkehren konnten. Auch anhand von Studien mit Knockout (KO)-Mausen, bei welchen das
Gen fur die cGKI, cGKIll oder beiden deletiert ist, konnte die Funktion der cGK fur die LTP
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untermauert werden. Dabei konnte zunachst keine veranderte LTP im Hippocampus bei
jungen Tieren (3-4 Wochen), gefunden werden (Kleppisch et al., 1999). Da diese
konventionellen cGKI-KO Tiere aufgrund diverser gastrointestinaler Phanotypen schon vor
dem Erwachsenenalter versterben (Pfeifer et al., 1998), wurde ein Hippocampus-
spezifischer cGKI-KO (cGKIhk") generiert, welcher auch im adulten Alter (12 Wochen)
untersucht werden konnte. Adulte cGKIl-defiziente Tiere zeigten nach einem starken
Tetanus-Protokoll, welches das sogenannte L-LTP auslost und Proteinsynthese-abhangig
ist, Defizite im L-LTP (Kleppisch et al., 2003). Diese Studie belegt auch, dass Anisomycin,
ein Proteinsyntheseinhibitor, keinen Effekt auf die L-LTP in den cGKI™°-Tieren hat,
wahrend die L-LTP in den Kontroll-Tieren mit Anisomycin auf das Niveau der KO-Tiere
gebrachte wurde. In Ubereinstimmung dazu stehen die Befunde weiterer Arbeiten, die fiir
eine Rolle der cGK fur die spate Phase der LTP und der Proteinsynthese sprechen (Lu et
al., 1999; Lu and Hawkins, 2002).

Neuere Studien belegen, dass der NO/cGMP/cGKI-Signalweg auch in der Amygdala eine
Rolle fur die synaptische Plastizitat und fur die Konsolidierung des Angstgedachtnisses
spielt (Ota et al., 2008). Diese Arbeit demonstriert, dass durch cGK-Inhibitoren und
Aktivatoren sowohl das Langzeitgedachtnis als auch die LTP Uber den thalamischen Input
moduliert werden kann. Dieses Ergebnis unterstutzt damit die Annahme, dass die Bildung
von NO in der Amygdala fur die synaptische Plastizitat und das Langzeitgedachtnis von
Bedeutung ist.

Eine Mdglichkeit, wie die cGKI modulierend auf die Formation des L-LTP sowie des
Langzeitgedachtnisses einwirken kann, ist ein Eingreifen in die Gentranskription. Dieser
Effekt ware denkbar durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors cAMP-response element
binding protein (CREB) (Gudi et al., 1996), welcher eng im Zusammenhang mit der
Funktion des Gedachtnisses steht (Bourtchuladze et al., 1994; Silva et al.,, 1998;
Lamprecht, 1999). Man nimmt an, dass die CREB-abhangige Transkription ein
entscheidender Schritt fir die Gedachtniskonsolidierung und auch fir die Ausbildung der L-
LTP in vitro ist (Bourtchuladze et al., 1994; Impey et al., 1996). Tatsachlich konnte mit
zahlreichen Studien belegt werden, dass CREB fur die Ausbildung des Angstgedachtnisses
in der Amygdala bendtigt wird und wahrend der Angstkonditionierung aktiviert wird (Impey
et al., 1998; Hall et al., 2001; Lin et al., 2001; Stanciu et al., 2001; Han et al., 2007). Auch
in-vitro-Studien an Hippocampus-Praparaten demonstrieren, dass der NO/cGMP/cGK-
Signalweg zu einer erhéhten Phosphorylierung und damit zu einer Aktivierung von CREB
fuhrt, ausgeldst durch die gleichen Mechanismen, die auch zur Induktion von LTP
verwendet werden (Lu et al., 1999; Lu and Hawkins, 2002; Chien et al., 2003). Ein
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entsprechender Nachweis der NO/cGMP-vermittelten CREB-Aktivierung in der Amygdala
wurde allerdings bislang noch nicht erbracht. Es ist bekannt, dass eine CREB-
Phosphorylierung in der Amygdala Gber den ERK/MAPK-Signalweg und die PKA vermittelt
werden kann. (Huang et al., 2000; Schafe et al., 2000; Lin et al., 2001; Ota et al., 2008).
Kulrzlich konnte gezeigt werden, dass eine cGK-vermittelte Aktivierung von ERK/MAPK in
der Amygdala stattfindet, was letztlich ebenfalls zur CREB-Aktivierung fihren kann (Ota et
al., 2008). Diese Mdglichkeit sprache fur eine indirekte Aktivierung von CREB durch die
cGK. Prinzipiell ware auch eine direkte Phosphorylierung denkbar, denn CREB besitzt wie
auch fiir die PKA eine Phosphorylierungsstelle fiir die cGKI an Serin'?
1992). Letztendlich ist es jedoch noch nicht geklart, auf welche Weise die cGK CREB

aktivieren kann und ob dies auch in den Neuronen der Amygdala stattfindet. Fur eine

(Colbran et al.,

direkte Phosphorylierung ware eine nukledre Translokation der cGK notwendig, die
allerdings sehr kontrovers diskutiert wird. (Gudi et al., 1996; Collins and Uhler, 1999; Gudi
et al., 2000; Browning et al., 2001; Feil et al., 2002; Casteel et al., 2008; Sugiura et al.,
2008).
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14 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser hier vorgelegten Arbeit war es, die Rolle der cGKI in der Amygdala fur Lernen
und Gedachtnis sowie fur die zugrundeliegende synaptische Plastizitat zu untersuchen. In
der Literatur wird der NO/cGMP-Signalweg als wichtiger Mechanismus beschrieben,
welcher eine tragende Rolle flir neuronale Phanomene wie die Langzeitpotenzierung und
das assoziative Angstgedachtnis spielt. Als ein bedeutsamer Effektor des NO/cGMP-
Signals gilt die cGMP-abhangige Proteinkinase, welche in zwei Formen, cGKI und cGKII,
vorliegt. Anhand der hier vorgestellten Untersuchungen sollte eine modgliche Rolle der
Proteinkinase cGK Typ | als downstream-Modulator des NO/cGMP-Signals fur die
synaptische Plastizitdt und das Angstgedachtnis ermittelt werden. Zu diesem Zwecke
wurden mit Hilfe verschiedener cGKI-defizienter Mausmodelle folgende Charakteristika
bzw. Funktionen der cGKI untersucht:

o Detaillierte Analyse der cGKI-Expression in den fir das Angstlernen relevanten
Hirnarealen, mit besonderem Augenmerk auf der Amygdala, der Schlussel-
komponente fur die Pawlowsche Angstkonditionierung

o Elektrophysiologische Untersuchung der synaptischen Plastizitat in der lateralen
Amygdala mit Hilfe von LTP-Messungen mit verschiedenen cGKI-defizienten Tieren

o Beurteilung des assoziativen Amygdala-abhangigen Angstlernens von cGKI rescue
Tieren anhand verschiedener Konditionierungs-Experimente

o Untersuchung einer mdglichen Rolle des Transkriptionsfaktors CREB als
molekularer Effektor der cGKI in der lateralen Amygdala fir synaptische Plastizitat

und Angstgedachtnis.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle Versuche wurden gemaf den Tierschutzrichtlinien durchgefuhrt und von der Regierung

Oberbayern genehmigt.

21.1 cGKI- Nullmutanten (cGKI-KO)

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden mit cGKI-Nullmutanten (cGKI-"", hier
vereinfacht als cGKI-KO bezeichnet) und entsprechenden Kontroll-Tieren (cGKI™* oder
cGKI"™, als cGKI-ctr bezeichnet) durchgefiihrt, welche aus der Verpaarung heterozygoter
Elterntiere stammten. Der selektive Verlust der cGKIl erfolgte durch Flankierung des Exons
10 des cGKI-Allels mit zwei IloxP-Seiten und anschlieRender Cre-vermittelter
Rekombination, was zur Deletion des flankierten Exons fuhrte (Wegener et al., 2002).
Aufgrund dieser Deletion exprimieren homozygote Tiere dieser Linie keine cGKI. Diese
Mauslinie wurde am Institut fUr Pharmakologie etabliert und auf einem SV129-Hintergrund
gezuchtet. Fur Expressionsanalysen wie Immunhistologie oder Western Blot wurden Tiere
im Alter von 5-12 Wochen verwendet. Die elektrophysiologischen Experimente wurden mit
4-6 Wochen alten Tieren (Feldpotential-Ableitungen) bzw. 2-3 Wochen alten Tieren (Patch
clamp-Methode) durchgefihrt.

21.2 cGKla rescue Mauslinie (cGKl-rescue)

Da durch den Verlust der cGKI schwerwiegende vaskulare und gastrointestinale
Phanotypen hervorgerufen werden (Pfeifer et al., 1998), versterben circa 50 % der cGKl-
KO schon im durchschnittlichen Alter von circa 6 Wochen. Da jedoch nur erwachsene und
gesunde Tiere fur Verhaltensversuche verwendet werden kdnnen, eignen sich cGKI-KO
Tiere nicht flr derartige Experimente. Aus diesem Grund wurde fur samtliche Verhaltens-
versuche die cGKI -escue Mauslinie verwendet. Hierbei handelt es sich um eine Mauslinie,
bei welcher Uber einen Glattmuskel-spezifischen Promoter eine Rekonstitution der cGKla-
Isoform herbeigefuhrt wird (Weber et al., 2007). Durch diese Re-Expression der cGKla in

glatten Muskelzellen werden die Tiere im Schnitt 52 Wochen alt, zeigen nur schwache
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Phanotypen und sind somit flr Verhaltensversuche geeignet. Der sogenannte Rescue-
Genotyp wurde generiert, indem die kodierende Sequenz des cGKla- bzw. des cGKIB-
Proteins unter den Glattmuskel-spezifischen Promoter SM22a gestellt wurde, was zu einer
selektiven Expression der cGKla-Isoform in glatten Muskelzellen fuhrt. Diese transgene
Mauslinie (SM22 *'*) wurde mit einem cGKI-defizienten Hintergrund verkreuzt, was dann zu
dem sogenannten cGKlo-rescue-Genotyp (SM22 *"'*; ¢cGKI “"™) fiihrt.

Da die cGKl bei einer cGKIl-rescue Maus nur im Glattmuskelgewebe exprimiert wird und in
allen Ubrigen Geweben -wie auch Hirngewebe- abwesend ist, stellt die cGKlI-rescue Maus

einen Knockout fiir cGKI im Gehirn dar.

lo/p Y-

Ly <@

SM22 || cGKI X SM22 | cGKI
+/la, +/L1 +/+ +/L1

SM22 | cGKI SM22 | cGKI
+/+ G +/la. || L1/L1
+/la +/L1

Kontrollen cGKla rescue

Abb. 2.1: Modell einer cGKla rescue Maus und Zuchtschema

Oben: Die endogene Expression beider Isoformen der cGKI ist in allen Zellen unterbunden (endogener
Genort rot durchgestrichen). Jedoch wird (iber den Glattmuskel-spezifischen Promoter SM22 die la-
Isoform im Glattmuskelgewebe re-exprimiert (Glattmuskelzelle rosa dargestellt). Die lbrigen Gewebe
sind cGKI defizient (weil3).

Unten: Zuchtschema zur Generierung des sogenannten cGKla-rescue Genotyps und der jeweiligen

Kontrollen.



Material und Methoden 21

21.3 Genotypisierung

21.31 Gewinnung der DNS

Die fur die Genotypisierung benétigte DNS wurde aus Schwanzgewebe von 10-14 Tage
alten Tieren gewonnen. Circa 2mm lange Schwanzspitzen wurden tUber Nacht bei 55°C in
50ul Proteinase K -Puffer (Tab. 2.1) inkubiert. Danach wurde bei 18.000 x g fur 1 Min
zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefaR (berfiihrt. AnschlieRend
wurde die Proteinkinase K bei 95°C (15 Min) inaktiviert. Die Lésung kann bei —20°C

gelagert werden.

Proteinase K-Puffer Stocklosung Endkonzentration
Proteinase K 50 mg/ml 1 mg/ml
Taq DNS Polymerase Puffer 10 x 1x

Tab. 2.1: Proteinase K-Puffer

21.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase- Kettenreaktion (polymerase chain reaction) ist eine in-vitro Methode, mit
welcher man mit Hilfe von Enzymen gezielt Nukleotid-Sequenzen amplifizieren kann. Im
Falle der Genotypisierung dient die gewonnene genomische DNS als Matrize, welche
zunachst bei 94°C (Denaturierung) in die jeweiligen Einzelstrange aufgeschmolzen wird. An
diese kdnnen nun spezifische Oligonukleotid-Primer binden (Annealing bei 55- 62°C), Die
komplementare Bindung des forward-Primer an die Matrize legt den Startpunkt der
Elongation (72°C) durch die hitzestabile Taqg- Polymerase fest. Durch einen zweiten Primer
wird die Lange des Amplifikats bestimmt. Durch Wiederholung der Zyklen reichert sich die

gewunschte DNS-Sequenz an.

10x PCR-Puffer Stocklosung Endkonzentration
KCI 1M 500 mM

Tris/HCI pH 8,0 1M 100 mM

MgCl, 1M 15 mM

dNTPs (Carl Roth) 100 mM 2mM

Tab. 2.2: 10 x PCR-Puffer
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Primer fiir cGKI-KO Mauslinie Sequenz

RF 53 5" —cct ggc tgt gat ttc act cca -3’
RF 118 5’ —aaa tta taa ctt gtc aaa ttc ttg -3’
RF 125 5’ —gtc aag tga cca cta tg -3’

Tab. 2.3: Primersequenzen fiir cGKI-KO-Genotypisierung

Primer fiir cGKla-rescue Mauslinie Sequenz

RF 67 5’ —ctc aga gtg gaa ggc ctg ctta -3’
SW 16 5’ —cgc aag ggt tac tca cca ca -3’
SW 12 5’ —cct cct tga gca tga gaa tct tg-3’

Tab. 2.4: Primersequenzen fiir SM22-la- Genotypisierung

PCR Ansatz fir cGKI-KO Einsatz

DNS aus Schwanzbiopsie 1,0 pl

10 x PCR-Puffer 10 x 2,5l

Primer RF53 ; RF118 ; RF125 25 uyM jeweils 0,25 pl
Taqg-Polymerase (Promega) 5 U/l 0,25 pl

H.O 20,5 pl
Gesamt 25pl

Tab. 2.5: PCR-Ansatz fiir cGKI-KO- Genotypisierung

PCR Ansatz fiir SM22-la Einsatz
DNS aus Schwanzbiopsie 1,0 ul
10 x PCR-Puffer 10 x 2,5l
Primer RF 67 25 uM 0,3 ul
Primer SW 16 25 uM 0,2 pl
Primer SW 12 25 uM 0,5 ul
Taqg-Polymerase (Promega) 5 U/l 0,3 ul
H.O 20,2
Gesamt 254l

Tab. 2.6: PCR-Ansatz fiir SM22-1a-Genotypisierung
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Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler der Firma Biometra durchgefiihrt, welche

wie folgt programmiert wurde:

Phase cGKI-KO SM22ia

Initiale Denaturierung 94°C, 5 Min 94°C, 5 Min

Denaturierung 94°C; 15 s 94°C; 10s

Annealing 55°C; 30 s 62°C; 20 s 35x
Elongation 72°C; 30 s 72°C; 30s

Finale Elongation 72°C ; 5 Min 72°C ; 5 Min

Tab. 2.7: PCR-Programme fiir die Genotypisierungen

21.3.3 Agarose-Gel-Elektrophorese

Zur Auftrennung der unterschiedlichen DNS-Fragmente, die als PCR-Produkt entstanden
sind, diente die Elektrophorese im Agarose-Gel. Da Nukleinsauren aufgrund ihrer Phos-
phatreste eine negative Ladung tragen, konnen sie im elektrischen Feld wandern und
lassen sich somit nach ihrer Masse auftrennen. Durch Interkalation von Ethidiumbromid,
welches mit in das Gel eingegossen wurde, in den DNS-Doppelstrang konnten die DNS-
Banden durch Anregung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden.

Die PCR-Amplifikate wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 6x DNS-Auftragspuffer
versetzt. Das Agarose-Gel wurde in einer Konzentration von 2% Agarose (SeaKem LE
Agarose, Biozym) in 1x TBE gegossen und mit Ethidiumbromid (0,5ug/ml Gel, Sigma)
versetzt. Als Laufpuffer diente 1x TBE. Zum Grolenvergleich der DNS-Banden wurde ein
Standard (1kb DNA ladder, Gibco-BRL) mit auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde mit 150 V circa 30-45 Minuten durchgefuhrt.

10x TBE- Puffer Endkonzentration 10x
Tris-CI (ICN) 09M

EDTA, pH 8,0 20 mM

Borsaure 0,9 mM

Tab. 2.8: 10x TBE- Puffer
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6x DNS- Auftragspuffer Endkonzentration
Ficoll Typ 400 (Sigma) 18%

EDTA, pH 8,0 120 mM

10 x TBE 6%
Bromphenolblau 0,1%

Xylencyanol FF 0,1%

Tab. 2.9: 6x DNS- Auftragspuffer

2.2 Immunhistochemische Methoden

Immunhistochemische Methoden ermdglichen den Nachweis von Proteinen in Gewebe-
schnitten mit Hilfe von Antikérpern. Durch die Bindung eines spezifischen Antikorpers an
dem zu untersuchenden Protein kann das Vorhandensein und die zellulare Verteilung
dieses Proteins in einem Gewebe untersucht werden. Um das Protein zu detektieren, muss
der Antigen-Antikorper-Komplex sichtbar gemacht werden. Dies kann auf verschiedene
Wege erfolgen, zum Beispiel Uber Farbreaktionen (indirekte Methode) oder tUber Farbstoff-
konjugierte Antikorper (direkte Methode).

Um das Expressionsmuster der cGKI im Gehirn zu untersuchen, wurden koronare Paraffin-
schnitte angefertigt und anschlieRend mit einem anti-cGKIcommon-Antikdrper gefarbt. Um
die zellulare Lokalisation der cGKI beurteilen zu kénnen, wurde zusatzlich eine Kernfarbung

mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33342 durchgeflihrt.

2.21 Anfertigen von Schnittpraparaten

Um Gewebeschnitte anzufertigen, muss das Gewebe zuvor fixiert und somit konserviert
werden. Die Haltbarmachung der Praparate wurde mit Formaldehyd (FA) durchgefihrt.
Vorgehen:

o Perfusion: die Tiere wurden tief mit Diethylether anasthesiert und dann mittels
transkardialer Perfusion Uber die linke Herzkammer circa 10 Minuten mit 4%
FA/PBS perfundiert.

o Entnahme des Gehirns und 4h Nachfixieren in 4% FA/PBS auf dem Schuttler bei
Raumtemperatur (RT)

o 3 x1hwaschen mit PBS
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o Dehydrierung des Gewebes mit einer aufsteigenden Alkoholreihe bei RT auf dem
Schuttler:
EtOH 50% 1 h
EtOH 60% 1 h (oder U. N. bei 4°C)
EtOH 70% 1 h (oder . N. bei 4°C)
EtOH 80% 1h (oder . N. bei 4°C)
EtOH 90% 1 h
2 x EtOH 100% 30 Min
1 x EtOH 50%/Toluol 50% 30 Min
2 x Toluol 100% 30 Min
geschmolzenes Paraffin I, Il, und Ill (Paraplast X-tra, Sigma) fur mindestens
1 h oder U.N. bei 60°C
o Einbettung des Gewebes in Paraffin in eine GieAform und Erstarren lassen
o Anfertigen von koronaren Gewebeschnitten (10um) mit einem Mikrotom (Microm HM
335 E) und Aufziehen der Schnitte auf polylysinierte Objekttrager (Menzel)

o Trocknen der Schnitte bei RT fir mindestens 1 Tag

PBS, pH 7,4 Einsatz Endkonzentration
NaCl 8¢9 135 mM

KCI 0,2g 3 mM

Na,HPO, x 2 H,O 1,44 g 8 mM

KH,PO4 0,24 g 2mM

H.0 ad 1000 mi

Tab. 2.10: PBS, pH 7,4

Fixierlosung 4% FA/PBS Einsatz Endkonzentration
Formalin 37% (Carl Roth) 10,8 ml 4%
PBS ad 100 mi

Tab. 2.11: Fixierlbsung

2.2.2 Immunhistochemische Farbung von Gehirnschnitten

Um das Expressionsmuster der cGKI in der Amygdala zu untersuchen, wurden flr die
Farbung nur Schnitte aus jener Schnittebene ausgewahlt, auf welchen die Amygdala gut zu

erkennen war. Zur Orientierung diente eine Nissl-Farbung eines Parallelschnittes und der
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Vergleich mit Nissl-Farbungen aus dem Atlas ,The Mouse Brain“ von Paxinos und Franklin
(2004, Elsevier).

Um einen Paraffinschnitt zu farben, muss dieser zunachst entparaffinisiert und rehydriert
werden. Dies wurde mit Toluol und einer absteigenden Alkoholreihe durchgefuhrt. Im An-
schluss wurde ein Hitze-induziertes Antigen-Retrieval durchgefuhrt. Durch diese Hitze-
behandlung werden die Vernetzungen, die durch die Polymerisation des FA bei der
Fixierung entstanden sind, zum Teil wieder aufgebrochen. Dadurch wird das Epitop frei-
gelegt, welches der Antikdrper erkennt. Auf diese Weise konnte die Immunfarbung mit dem
cGKlcommon-Antikdrper deutlich intensiviert werden. Nach diesem Schritt folgten die
Blockierung der unspezifischen Bindestellen mit Serum und die Inkubation mit dem
primaren Antikoper, welcher gegen das zu untersuchende Protein gerichtet ist. Fur die
Detektion des primaren Antikérpers wurde die ABC-Methode (,avidin-biotin-complex®,
Vectastain ABC AP-kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA) gewahlt, welche auf der
hohen Affinitdt der beiden Proteine Avidin und Biotin beruht. Diese indirekte Nachweis-
methode erfolgte in drei Schritten. Zunachst wurde ein sekundarer anti-rabbit-Antikdrper
hinzugegeben, welcher gegen den primaren Antikdrper gerichtet ist, und welcher
biotinylierte Stellen besitzt. Danach wurde ein Komplex aus Avidin und Biotin-konjugiertem
Enzym, hier alkalische Phosphatase, hinzugegeben, welcher an die freien biotinylierten
Stellen des sekundaren Antikorpers binden kann. Letztendlich wurde durch enzymatische
Umsetzung eines zugegebenen Substrats der alkalischen Phosphatase eine Farbreaktion
hervorgerufen.

Um die zellulare Lokalisation der cGKIl zu bestimmen, wurden die Schnitte zusatzlich mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 (5 pg/ml) fur 10 Min inkubiert, welcher mit DNS
interkaliert und sich daher als Marker fur Zellkerne eignet. Nach der Einbettung der
gefarbten Schnitte konnten diese unter dem Mikroskop (Zeiss, Axioscop) betrachtet und mit

einer digitalen Kamera (Nikon, DX1) photographiert werden.

Protokoll:
o Entparaffinisieren: Toluol I: 10 Min
Toluol II: 10 Min
EtOH 100% I: 5 Min
EtOH 100% II: 5 Min
EtOH 90%: 5 Min
EtOH 70%: 5 Min

EtOH 50%: 5 Min
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O

PBS: 5 Min
Antigen Retrieval:  Inkubation in Antigen Retrieval-Puffer 15 Min bei RT
3 x 3 Min aufkochen in der Mikrowelle in demselben Puffer
abkuhlen bis RT
3 x 10 Min waschen mit PBS
Blocken: 1 h Inkubation mit 2 % Normal Goat Serum (NGS, Vector Laboratories)/
PBS
Inkubation mit primarem Antikorper (in 2% NGS/PBS) u. N. bei 4°C
3 x 10 Min waschen mit PBS
Inkubation mit sekundaren biotinylierten goat anti-rabbit Antikérper 1:200 in 1 %
NGS/PBS fur 1 h
3 x 10 Min waschen mit PBS
Inkubation mit ABC-Komplex 45 Min bei RT (30 Min Vorinkubation der Komponenten
A 1:100 und Komponente B 1:100 in PBS, lichtgeschutzt), ab jetzt alle Schritte
lichtgeschitzt durchflihren
3 x 10 Min waschen mit PBS
Zugabe des Substrats, bis gewunschte Farbintensitat erreicht wurde.
3 x 5 Min waschen mit PBS
Inkubation mit Hoechst 33342 (5 ug/ml) 10 Min
3 x 10 Min waschen mit PBS
Eindeckeln mit PermaFluor (Beckman Coulter, Marseille, Frankreich); wurde die

Hoechst-Farbung weggelassen, wurde mit Aquatex eingedeckelt (Merck, Darmstadt)

Antigen-Retrieval-Puffer pH 6,0 Einsatz Endkonzentration

Trinatriumcitrat-Dihydrat 294 ¢ 10 mM
Tween 20 0,5 ml 0,05%

H,O

ad 1000 ml auf pH 6,0 einstellen

Tab. 2.12: Antigen-Retrieval-Puffer pH 6,0

2.2.3 Nissl-Farbung

Die Nissl-Farbung ist eine Technik, die sich gut eignet, um Nervengewebe darzustellen.

Das Gewebe wird mit Cresylviolett behandelt, welches an basophile Strukturen bindet.

Somit werden bei der Nissl-Farbung alle Strukturen, die DNS und RNS enthalten wie

Zellkern, endoplasmatisches Retikulum oder Mitochondrien, blau gefarbt. Da sich diese
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Organellen nur im Zellkérper der Neuronen befinden, wird nur dieser gefarbt. Damit lassen

sich histologische Strukturen sichtbar machen.

Protokoll:
o Entparaffinisieren der Objekttrager wie in Kap. 2.2.2 beschrieben
o Letzter Schritt der absteigenden Alkoholreihe in Wasser
o 2 Minin 1 % Cresylviolett-Losung tauchen
o kurz schwenken in Wasser
o kurzin 70 % EtOH tauchen
o kurz spulen mit 90 % EtOH, dann 100 % EtOH
o 2 Minin 100 % Toluol

o mit DePeX-Harz (Serva) eindeckeln

2.2.4 Stimulation von Hirnschnitten durch Aktivierung des cGMP-Signalwegs

Um zu ermitteln, ob es durch eine Stimulation der cGKI zu einer Zunahme von phospho-
ryliertem cAMP-response element binding protein (pCREB) kommt, wurden akute
Hirnschnitte mit cGMP-Analoga behandelt und immunhistochemisch mit einem anti-
pCREB-Antikdrper gefarbt. Fur diese Versuche wurden cGKI-KO und dazu gehdrige
Kontroll-Tiere im Alter von 4-8 Wochen verwendet. Die akuten Schnitte wurden ebenso
angefertigt, wie es im Kapitel 2.4.1.1 beschrieben ist, allerdings mit einer Schnittdicke von
450 ym. Nach der Praparation folgte eine Ruhephase von 1-2 h in ACSF bei RT. Wahrend
der Stimulation wurden die Schnitte bei 30°C in begaster ACSF gehalten, welche kurz
zuvor mit dem cGMP-Analogon 8-Bromoguanosin-3,5-zyklisches Monophosphat (8-Br-
cGMP, 0,5 mM, Biolog) versetzt wurde. Dieses Analogon ist besser membrangangig als
cGMP und vor allem metabolisch stabiler (Strukturformel siehe Abb. 2.2). Nach einer
Stimulationsdauer von 30-45 Min wurden die Schnitte mittels Formaldehyd fixiert und
weiterbehandelt wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben.

Fur eine immunhistologische Farbung wurde mit den Paraffinschnitten ebenfalls so
vorgegangen wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben. Der primére rabbit anti-pCREBS®"-
Antikorper (Upstate) wurde 1:1000 in 5 % NGS/PBS verdiinnt. Der Nachweis von pCREB
erfolgte auch mit Hilfe der oben beschriebenen ABC-Methode. Als Enzym des ABC-
Komplexes kam jedoch die Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) zum
Einsatz und deren Substrat Diaminobenzidin (DAB). Durch die enzymatische Umsetzung

des DAB kommt es zur Braunfarbung der Zellkerne, in denen pCREB vorliegt.
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Da eine Aussage getroffen werden sollte, ob es zu einer Veranderung des Phospho-
rylierungsstatus von CREB durch eine Stimulation mit cGMP kommt, wurden die immun-
histochemischen Farbungen quantitativ ausgewertet. Hierfur wurden die gefarbten Schnitte
photographiert und die Anzahl der pCREB-positiven Zellkerne in der lateralen Amygdala
bestimmt. Mit Hilfe des Software-Programms ImageTool (UTHSCSA) wurde die Flache
(angegeben in Pixel®) der lateralen Amygdala jeder Aufnahme bestimmt und in demselben
Bereich die Anzahl der pCREB-positiven Kerne gezahlt. Die Normierung der Kernzahl auf
eine bestimmte Flacheneinheit (1 FE = 10.000 pixel?) erlaubte eine vergleichende Aussage
zwischen den verschiedenen Schnittpraparaten und diente daher als Parameter (pCREB+-

Nuclei/FE) fur die Auswertung.

Q
M
HMN
J R
H,NNT TN
0 Q
Abb. 2.2: Strukturformel von 8-Br-cGMP \
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2.3 Western Blot

Mit der Methode des Western Blots lassen sich Proteingemische Gel-elektrophoretisch
auftrennen, auf eine Tragermembran transferieren und mit Hilfe der Immundetektion
sichtbar machen. Auf diese Weise lassen sich qualitativ und quantitativ Proteine

nachweisen.

2.3.1 Probengewinnung

Die Tiere wurden mit Diethylether anasthesiert und enthauptet. Das Gehirn wurde
entnommen und Schnitte angefertigt wie Kapitel 2.4.1.1 fur die elektrophysiologischen
Methoden beschrieben. Danach wurde aus den Schnitten, welche die Bereiche der
Amygdala enthielten, die Region der Amygdala mit Hilfe eines feinen Skalpells unter einem
Mikroskop ausgeschnitten und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Das gefrorene
Gewebe wurde mit Hilfe einer Fast-Prep24-Maschine (MP Biomedicals, Solon, OH) in
Lysis-Puffer (Tab. 2.13) homogenisiert. Das Lysat wurde 10 Min bei 95°C erhitzt und
danach 5 Min bei 13.000 x g zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand wurde
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abgenommen und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert. Um eine gleichmaRige Beladung
des Gels zu gewahren, wurde die Proteinkonzentration der Proben mittels BCA-Methode
(siehe 2.3.5) bestimmt und die Proben mit Lysis-Puffer auf eine einheitliche Konzentration
eingestellt (in der Regel zwischen 3-5pg/pl). Vor dem Auftragen auf ein SDS-
Polyacrylamid-Gel wurden die Proben mit einer entsprechenden Menge 6xSDS-Proben-
Puffer versetzt, erneut 10 Min bei 95°C erhitzt und dann nach dem Abkuhlen in die Taschen

des Gels geflllt (Auftragsvolumen zwischen 10-18 pl/Tasche).

Lysis-Puffer, pH 7,4 Einsatz Endkonzentration
Tris 0,61¢g 50 mM

SDS 29 2%

H,O ad 100 ml auf pH 7,4 einstellen

Tab. 2.13: Lysis-Puffer, pH 7,4

2.3.2 Auftrennung mittels SDS-PAGE

Mit der SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ist es mdglich, Proteine nach
ihrer GroRe im elektrischen Feld aufzutrennen und anschlieBend zu detektieren. Fur die
Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht spielt SDS die entscheidende Rolle. Da
SDS die Eigenschaften eines Detergens besitzt, ist es in der Lage, Proteine zu denatu-
rieren, indem es nicht kovalente Bindungen der Proteine unterbricht und die Quartar- und
Tertiarstruktur der Proteine auflést. AuRerdem lagert sich SDS an die Oberflache der
Proteine in einem konstanten Masse/Ladungs-Verhaltnis (2 Molekile SDS pro Amino-
saure), was dazu fuhrt, dass die Proteine eine konstante Ladungsverteilung aufweisen und
somit nicht nach ihrer Ladung, sondern nur nach ihrer Masse im elektrischen Feld
aufgetrennt werden. Fur die Trennung im Gel ist der Molekularsiebeffekt verantwortlich, das
heilt, dass der Vernetzungsgrad des Polyacrylamid-Gels die Trenneigenschaften des
Trenngels beeinflusst. Die Polymerisation erfolgt durch Quervernetzung von Acrylamid und
Bisacrylamid zu einem festen Gel mit Hilfe von Ammoniumpersulfat (APS) als
Radikalstarter und Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator. Das SDS-Polyacryl-
amidgel besteht aus zwei Schichten, einem Sammelgel, in welchem die Proteine fokussiert
werden, und aus einem Trenngel, in welchem die eigentliche Trennung stattfindet. Mit Hilfe
einer Giel3vorrichtung wurde zunachst das Trenngel gegossen, mit Ethanol bis zur
Polymerisation Uberschichtet und dann mit dem Sammelgel abgeschlossen, in welchen sich

die Probentaschen befanden. Nach dem Befiillen der Taschen wurden die Gele in eine
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Elektrophoresekammer gespannt, mit SDS-Laufpuffer aufgeflllt und eine Spannung
angelegt. Zum Durchlaufen der Proben im Sammelgel wurde eine Spannung von 100 Volt,

verwendet, zum Auftrennen der Proben im Trenngel eine Spannung von 150 Volt.

4xTris-HCI/SDS, pH 6,8

Tris
SDS

69

049

ad 100 ml H;0, pH 6,8 einstellen, steril
filtrieren

Tab. 2.14: 4x Tris-HCI/SDS, pH 6,8

4xTris-HCI/SDS, pH 8,8

Tris
SDS

18,2 g

0,4¢g

ad 100 ml H,0, pH 8,8 einstellen, steril
filtrieren

Tab. 2.15: 4x Tris-HCI/SDS, pH 8,8

Trenngel 10%

30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid 5 ml
(Rothiphorese® Gel30, Carl Roth)

4xTris-HCI/SDS, pH 8,8 3,75 mi
H.0 6,25 ml
Ammoniumpersulfat (APS) 10% 50 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 10 pl
Tab. 2.16: Polyacrylamid-Trenngel 10%

Sammelgel

30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid 0,65 ml
4xTris-HCI/SDS, pH 6,8 1,25 ml
H.O 3,05 mi
Ammoniumpersulfat (APS) 10% 12,5 ul
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 5 pl

Tab. 2.17: Polyacrylamid-Sammelgel
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10x SDS-Elektrophorese-Laufpuffer
4xTris-HCI/SDS, pH 8,3 250 mM
Glycin 1,92 M
SDS 1%

Tab. 2.18: 10x SDS-Elektrophorese-Laufpuffer

6x SDS-Probenpuffer

4xTris-HCI/SDS, pH 6,8 7 ml
Glycerol 3,649
SDS 19
1,4 Dithiothreitol (DTT) 0,93 ¢
Bromphenolblau 1,2 mg

Tab. 2.19: 6x SDS-Probenpuffer

2.3.3 Elektroblot

Nach der Trennung im SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine mit Hilfe des Semi-Dry-
Verfahrens im elektrischen Feld einer Blotting-Aparatur auf eine Polyvinylidendifluorid-
membran (PVDF-Membran Immobilon-P, Millipore) als Tragermaterial Ubertragen. Die
aufgetrennten Proteinbanden bleiben in ihrer Form erhalten und sind so fur eine Immun-

detektion zuganglich.

FUr das Semi-Dry-Verfahren ist folgender Aufbau notwendig:

Anode

4 Lagen Filterpapier, getrankt in Anodenlésung |

4 Lagen Filterpapier, getrankt in Anodenlésung |l

PVDF-Membran, mit Methanol befeuchtet, getrankt in Anodenlésung |
SDS-Polyacrylamidgel

8 Lagen Filterpapier, getrankt in Kathodenldsung

Kathode

Nach diesem Schema wurde der Blot luftblasenfrei in einer Blotting-Apparatur aufgebaut

und die Proteine 1 h bei 50 mA pro Gel auf die Membran transferiert.
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Blotting-Losungen |Anodenlésung | Anodenlosung Il Kathodenlosung
pH 10,4 pH 10,4 pH7,6

Tris/HCI 300 mM 20 mM 20 mM

Methanol 20 % 20 % 20 %

6-Aminocapronsaure |- - 40 mM

Tab. 2.20: Blotting-Lésungen

2.3.4 Immundetektion

Mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern ist es moglich, Proteine zu identifizieren und sichtbar
zu machen. Um unspezifische Bindungen des Antikdrpers auf der Membran zu verhindern,
wurde die Membran in 5 % Michpulver/1xTBST fur 1 h inkubiert. Danach wurde die
Membran gewaschen (3x10 Min mit 1xXTBST) und 4. N. bei 4°C mit dem primaren
Antikorper inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper
fur 1 h bei Raumtemperatur, welcher mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (Horseradish,
HRP) gekoppelt ist. Somit ist eine Sichtbarmachung mit Hilfe einer Chemilumineszenz-
Reaktion moglich. Bei dieser Reaktion wird Luminol in Gegenwart von Wasserstoffperoxid
durch die Peroxidase oxidiert und in einen angeregten Zustand versetzt, welcher nach
Auflegen eines Rontgenfilms eine Schwarzung des Films verursacht. Daher wurde nach
erneutem Waschen die Membran mit einer ECL (enhanced chemiluminescent)-Lésung
(ECL western blot analysis system, Amersham) versetzt, mit Klarsichtfolie abgedeckt und
ein Film (Hyperfilm, Amersham) zur Belichtung aufgelegt. Nach einer Belichtungszeit

zwischen 1-30 Min wurde der Film in einer Entwicklermaschine (Agfa Curix60) entwickelt.

10xTBS, pH 8,2

Tris/HCI 50 mM
NaCl 750 mM
Methanol 20 %

Tab. 2.21: 10x TBS, pH 8,2

1xTBST

10xTBS, pH 8,2 100 ml
Tween 20 1 ml

H20 ad 1000 mi

Tab. 2.22: 1x TBST
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2.3.5 Proteinbestimmung (BCA-Methode)

Die BCA (Bicinchoninsaure = bicinchonone acid, BCA)-Methode ist eine Moglichkeit, die
Gesamtkonzentration von Proteinen in einer Losung zu bestimmen. Die Konzentration kann
photometrisch gemessen werden, da es zu einem Farbumschlag von blau zu violett kommt.
Die Methode beruht auf der Kombination von zwei aufeinanderfolgenden Reaktions-
schritten:

1. Schritt: Biuret-Reaktion: in alkalischer Losung kommt es in Anwesenheit von
Natrium-Kalium-Tartrat zur Bildung eines blaugefarbten Chelatkomplexes zwischen
zweiwertigen Kupfer (Cu®*)-lonen und den Peptidbindungen innerhalb der Proteine.
Die Intensitdt der Farbung korreliert mit der Anzahl der vorliegenden
Peptidbindungen.

2. Schritt: BCA-Reaktion: zunichst findet eine Reduktion der Cu®-lonen zu
einwertigen Kupfer (Cu®)-lonen statt. Diese Reduktionsreaktion wird durch die
Aminosaure-Reste der Aminosauren Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan, die in
den Proteinen enthalten sind, vermittelt. Die entstandenen Cu’-lonen werden dann
durch jeweils zwei Molekule des spezifischen Nachweisreagenzes Bicinchoninsaure
komplexiert, wodurch ein violetter Farbumschlag stattfindet. Die Konzentrations-
bestimmung kann somit photometrisch erfolgen.

Da die Farbreaktion von der Inkubationsdauer und Temperatur abhangt, ist es notwendig,
fur jede Proteinbestimmung eine Eichgerade mit einem Standard zu erstellen. Als Protein-
standard wurde eine BSA (bovine serum albumin)-Verdiunnungsreihe (10, 20, 40, 60, 80,
100 ng/ul) verwendet.

Vorgehen:

o Proteinproben 1:100 und 1:200 verdunnen

o Jeweils 50 pl der verdlinnten Proteinproben und der BSA-Standardreihe sowie 50 pl
Wasser als Leerwert vorlegen und 200 pl des BCA-Reagenzes (Ldsung l:
Losung Il = 50:1, BC Assay, Interchim) hinzugeben.

o 45 Min bei 60°C inkubieren

o Extinktion der Proben bei 540 nm photometrisch messen (in 96-well-Platte im
Titertek Multiskan® MCC/340)

o Anhand der Extinktionswerte eine Eichgerade erstellen und mit dieser die Protein-

konzentrationen der Proben berechnen.
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24 Elektrophysiologische Methoden

241 Extrazellulare Ableitung von Feldpotentialen in der lateralen Amygdala

Die extrazellulare Ableitung von elektrischen Feldpotentialen (FP) ist eine gangige in-vitro
Methode, um neuronale Erregung zu erfassen. Der Verlauf eines extrazellularen
Feldpotentials spiegelt die Vorgange an der postsynaptischen Membran wider. Da es bei
einer Erregung der Neuronen zum Offnen von Liganden- und Spannungs-gesteuerten
lonenkanadle der Postsynapse kommt, entstehen durch diesen transmembranalen
lonenstrom auch im Extrazellularraum Potentialdifferenzen. Diese lassen sich mit einer
Mikroelektrode ableiten und sind ein MaR fur die synaptische Ubertragung. Bei diesen
extrazellularen Messungen werden die Potentiale der postsynaptischen Membran des
gesamten Dentritenbaums einer grofieren Anzahl von Neuronen erfasst. Daher stellt ein
Feldpotential ein Summenpotential dar, das durch eine raumliche und zeitliche

Uberlagerung vieler postsynaptischer Potentiale entsteht.

2411 Schnittpraparation und Vorbereitung

Fir diese Versuche wurden Tiere im Alter von 4-6 Wochen verwendet. Nach einer tiefen
Anasthesie mit Diethylether wurden die Tiere dekapitiert und das Gehirn rasch enthommen
und in eisgekuhlter, mit Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlenstoffdioxid) begaster
Nahrstofflosung (ACSF: artifizielle cerebrospinale Flussigkeit, Zusammensetzung in mM:
NaCl 124; KCI 3; KH,PO, 1,25; MgSO47H,O 2; CaCl, 2,5; NaHCO; 26; Glucose 10)
getaucht. Die akuten, koronaren Hirnschnitte wurden mit einem Vibrationsmikrotom
(Microm Typ HM 650 V, Walldorf, Deutschland) ebenfalls in eisgekuhlter ACSF mit einer
Schnittdicke von 400um angefertigt. Danach wurden die Schnitte, welche Bereiche der
Amygdala enthielten, in eine begaste Kammer mit ACSF bei RT uberfuhrt, in welcher sie

bis Versuchsbeginn 1-2 Stunden ruhten.

241.2 Messung und Aufzeichnung

Fur die Messung wurden die Schnitte in eine submerged-Messkammer transferiert. Diese
Messkammer wurde Uber ein Temperatur-Kontroll-System (LN Temperatur control system)
bei 30°C temperiert und mit begaster, vorgewarmter ACSF mit 10 ml/Min perfundiert. Der
Schnitt wurde mit einem harfenahnlichen Netz (,Slice anchor kit for RC-22“, SHD-22 KIT,
Warner Instruments) beschwert und somit fixiert. Zum Ableiten der Potentiale im Hirnschnitt
wurden Glaspipetten aus Borosilikatglas (Lange 10 cm, AuRendurchmesser 1 mm, Innen-

durchmesser 0.78 mm, Bio-Medical Instruments, Warren, MI, USA) verwendet und mit Hilfe
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eines horizontalen Pullers (Flaming/Brown Micropipette Puller, Model P-97, Sutter
Instruments, Novato, CA, USA) zu einem Widerstand von 2-5 Mega-Ohm gezogen. Die
Ableitelektroden wurden mit ACSF gefullt, in einen Ag-AgCl Elektrodenhalter (World
Precision Instruments, Sarasota, FL, USA) gespannt und mit einem Mikromanipulator in
Position gebracht. Als Reizelektrode diente eine bipolare Wolframelektrode (TM53CCINS,
World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA). Die Reizausgabe erfolgte Uber einen
Stimulus-Isolator (Stimulus Isolator A360, World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA)
mit Strom-konstanter Reizausgabe. Die raumliche Anordnung der Elektroden zur Ableitung
der Feldpotentiale durch Stimulation des kortikalen und des thalamischen Inputs ist in Abb.
2.3 dargestellt.

Reizelektrode Reizelektrode

kortikale Afferenzen

thalamische
Afferenzen

&

\/

Ableitelektode

Abb. 2.3: Anordnung von Reiz- und Ableitelektrode bei Feldpotentialmessungen in der lateralen
Amygdala

Links: kortikaler Input: Wé&hrend die Ableitelektrode inmitten der lateralen Amygdala platziert wird, wird
die Reizelektrode an die Capsula externa gesetzt, durch welche die kortikalen Afferenzen hindurchlaufen.
Rechts: thalamischer Input: Die Position der Ableitelektrode bleibt gleich, die Reizelektrode wird jedoch
Uberhalb des zentralen Kerns der Amygdala in die sogenannte ,Transit Area“ platziert, die von den

einlaufenden thalamischen Afferenzen durchzogen ist.

Die Potentiale wurden tUber einen AxoClamp 2B Verstarker (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA) erfasst und routinemafig mit 3 kHz Tiefpass-gefiltert. Anschliefiend wurden die
analogen Signale Computer-gestutzt mit Hilfe der PULSE Software (HEKA Elektronik,
Lambrecht/Pfalz, Deutschland) und eines ITC-16 Interfaces (Instrutech, Port Washington,
NY, USA) digitalisiert.

Zu Beginn jeder Messung wurde mit einer /OR (input- output relation)- Kurve die maximale
Reizantwort ermittelt. Danach wurde eine Baseline mit einer Reizstarke von 30-50 % der

maximalen Reizantwort aufgenommen. Diese entspricht der basalen synaptischen
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Transmission. Die Reizfrequenz betrug 0,083 Hz, d.h. alle 12 Sekunden, und die Reizdauer
100 ps. Konnte eine stabile Baseline von 15 Min aufgenommen werden, so wurde Uber die
Reizelektrode ein hochfrequenter Tetanus gesetzt (1 Sekunde mit einer Reizfrequenz von
100 Hz). Dabei wurde die gleiche Reizintensitat wie fur die Baseline gewahlt. Der Tetanus
wurde insgesamt 5-mal wiederholt im Abstand von 90s (siehe Abb. 2.4). Dieses
Reizprotokoll ist ein gangiges Protokoll, um eine langanhaltende Langzeitpotenzierung (L-
LTP) in der Amygdala zu induzieren (Huang and Kandel, 1998), das heifl}t, die synaptische
Ubertragung Uber einen langeren Zeitraum zu steigern. Die LTP wurde nach dem Tetanus
noch weitere 60 Min aufgezeichnet und als prozentuale Anderung der Amplitude im

Vergleich zur Baseline angegeben.

100 Pulse 100 Pulse 100 Pulse 100 Pulse 100 Pulse
mit 100Hz mit 100Hz mit 100Hz mit 100Hz mit 100Hz

1s _— 1s — 1s —_— 1s —_— 1s
90 s 90s 90 s 90s

Abb. 2.4: 100 Hz-Tetanus zur Induktion einer Langzeit-Potenzierung in der Amygdala
Uber die Reizelektrode wurden 100 Pulse einer Dauer von jeweils 100 us mit einer Frequenz von 100 Hz
gegeben. Dieser 1s andauernde Tetanus wurde insgesamt 5-mal appliziert mit einem Interstimulus-

Intervall von 90 s.

2413 Auswertung

Ein extrazellular abgeleitetes Feldpotential setzt sich aus 3 Phasen zusammen: zunachst
wird der Reizartefakt detektiert, ein biphasisches Signal, das synchron mit dem
Reizstimulus auftritt. Darauf folgt das sogenannte ,fiber volley”, eine meist sehr kleine
negativ orientierte Welle, welche durch prasynaptische Erregung verursacht wird. Die
Grolde des fiber volleys korreliert mit der Anzahl der prasynaptischen Fasern, die durch den
Stimulus erregt wurden. Danach erfolgt das eigentliche postsynaptische Potential als
groliere negative Welle, dessen Grolie sich durch die Reizintensitat beeinflussen lasst. In
Abb. 2.5 ist exemplarisch ein Feldpotential abgebildet.

Als Parameter zur Beurteilung und Auswertung eines Feldpotentials in der Amygdala wird
in der Regel seine Amplitude verwendet. Um die mittlere Amplitude eines Feldpotentials zu
berechnen, wurden fur die Auswertung drei Fenster innerhalb des Verlaufs des

Feldpotentials gesetzt (siehe Abb. 2.5), mit welchen die maximalen und minimalen
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Auslenkungen des Feldpotentials festgelegt wurden. Die mittlere Amplitude wahrend der
Baseline wurde gleich 100 % gesetzt. Die Potentialanderungen nach dem Tetanus wurden
als prozentuale Anderung angegeben, ausgehend von der Baseline. Die Daten wurden mit

dem Software Programm OriginPro (Origin Lab, Northhampton, CA, USA) ausgewertet.

Abb. 2.5: Beispiel eines abgeleiteten Feldpotentials

Zundchst erscheint der Reizartefakt (nur unterer Teil abgebildet), danach die verschiedenen Phasen des
Feldpotentials, welches in der lateralen Amygdala abgeleitet wurde. In grau sind die Bereiche unterlegt, in
welche die Fenster zur Ermittlung der mittleren Amplitude des Potentials gesetzt wurden. Innerhalb der

Fenster 1 und 3 wurde der maximale Wert und innerhalb Fenster 2 der minimale Wert verwendet.

2.4.2 Messungen im patch-clamp-Modus

Mit dieser Technik wurden sogenannte excitatory postsynaptic currents (EPSCs) im whole-
cell-Modus von Pyramidalneuronen der lateralen Amygdala aufgenommen. Daflir wurden
wie oben beschrieben 300um dicke Hirnschnitte von 2-3 Wochen alten Versuchstieren
angefertigt. Die ACSF der Badlésung wurde mit 50uM Picrotoxin versetzt. Die Patch-
Elektroden mit einem Widerstand von circa 3 MOhm wurden mit folgender Pipetten-Losung
gefullt: (Angaben in mM) Glucose 10, HEPES 10, K-Gluconat 95, KCI 20, NaCl 10, MgCl; 1,
EGTA 0,2, K-ATP 1, Na,GTP 1, Einstellung auf pH =7,2. Alle Messungen wurden im
voltage-clamp-Modus mit einem Haltepotential von -70mV durchgefuhrt. Die EPSCs
wurden wie in Kap 2.4.1 beschrieben mit einer bipolaren Reizelektrode durch Stimulation
des kortikalen oder des thalamischen Inputs ausgeldst. Die Reizdauer eines Pulses betrug

100us. Die sogenannte Paired-Pulse-Facilitation (PPF) wurde durch zwei kurz aufeinander-
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folgenden Pulsen mit einem Intervall von 25 und 50 ms induziert. Die PPF berechnet sich
als das Verhaltnis EPSC,/EPSC;.

2.5 Verhaltenstests

Fir alle Verhaltenstests wurden ausschlieBlich mannliche, 10-16 Wochen alte
Geschwistertiere verwendet. Alle Versuchstiere wurden einzeln in Kafigen mit Futter und
Wasser ad libitum gehalten und 2 Wochen vor Versuchsbeginn in einen inversen Tag-
Nacht-Rhythmus gesetzt. Alle Versuche wurden in der Dunkelphase, d.h. in der aktiven
Phase der Tiere durchgefihrt. Um eine subjektive Bewertung der Experimente zu

vermeiden, war dem Versuchsleiter der Genotyp der Versuchstiere nicht bekannt.

2,51 Konditionierung

2.5.1.1 Klassische Angstkonditionierung

Die Angstkonditionierung ist eine klassische Art der Konditionierung, bei welcher das Tier
lernen soll, einen harmlosen Stimulus (conditioned stimulus, CS), hier ein Ton, mit einem
aversiven Stimulus (unconditioned stimulus, US), in diesem Fall ein milder elektrischer Ful3-
schock in Verbindung zu bringen, indem man beide Stimuli gepaart prasentiert. Die daraus
resultierende Lernleistung des Tiers kann anhand des ,Freezing“-Verhaltens ausgewertet
werden.

Die Angstkonditionierung wurde mit Hilfe des Fear Conditioning System (TSE Systems,
Bad Homburg) durchgeflhrt. Fur die Durchfihrung waren zwei verschiedene Kontext-
Ausfihrungen notwendig, welche in ihrem Aussehen, Geruch und Belichtung
unterschiedlich gestaltet waren: Die Konditionierung wurde in dem Konditionierungskontext
(Kontext A, siehe Tab. 2.23) durchgefihrt. Dieser bestand aus einer durchsichtigen
Plexiglaskammer (22x22 cm) und einem Metallgitterboden, durch welchen der FuRschock
appliziert werden konnte. Dieser Kontext wurde nach jedem Durchgang mit 70% Ethanol
gereinigt. Der Testkontext (Kontext B) bestand aus einer schwarzen, zylinderférmigen
Kammer mit Streu auf dem Boden und wurde mit 1% Essigsaure gereinigt. Da sich Kontext
B von dem Konditionierungskontext in allen wesentlichen Punkten unterschied, stellte er
somit einen neutralen Kontext dar.

Versuchsablauf (siehe Tab. 2.23): An Tag 0 wurde die Konditionierung durchgefihrt, indem
das Tier zunachst fur 3 Min den Kontext explorieren konnte. AnschlieRend erfolgte die

Tonprasentation fur 30 s, welche mit einem 2-s Fuldschock abschloss. Nach einer 30-s
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langen Regenerationsphase wurden die Tiere wieder in ihren Kafig zurlickgesetzt. Um das
kontextuelle Gedachtnis zu untersuchen, wurden die Tiere wieder dem Kontext A
ausgesetzt und das Freezing-Verhalten fur 3 Minuten beobachtet. Im Gegensatz dazu
wurde das auditorische Angstgedachtnis in dem neutralen Kontext B getestet. In diesem
hatten die Mause zunachst 3 Min Zeit, ihre Umgebung zu explorieren, woraufhin dann die
Prasentation des konditionierten Tons (CS) erfolgte.

Das Lernverhalten wurde je nach Protokoll zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Konditionierung untersucht. Es wurden 3 verschiedene Protokolle angewendet (siehe Abb.
2.7), welche sich in dem Zeitintervall zwischen Konditionierung und der ersten Testphase
unterschieden. Es wurde die Intervalle von 2 Stunden, 1 und 7 Tage gewahlt und fur jedes
Protokoll eine andere Gruppe von Versuchstieren verwendet. Somit ist es moglich, die
Lernleistung in den unterschiedlichen Phasen der Gedachtnisbildung zu untersuchen.
Wahrend nach 2 Stunden das Kurzzeitgedachtnis getestet wird, kann nach einem Tag das
Langzeitgedachtnis untersucht werden. Nach 7 Tagen ist dann von einem vollstandig

konsolidierten Gedachtnis auszugehen.

Phase Ablauf Parameter
Konditionierung 180 s Pause Kontext A :
28 s Ton (Sinuston 9 kHz, 80 dB) Box: Plexiglasquader
2 s Ton+ FulRschock (0,7 mA) Boden: Metallgitter
30 s Pause Reinigung: 70% EtOH
Lichtintensitat: Stufe 2,5
Test: auditorisch 180 s Pause Kontext B :

180 s Ton (Sinuston 9 kHz, 80 dB) Box : Zylinder
Boden: Streu
Reinigung: 1% Essigsaure
Lichtintensitat: Stufe 5

Test: kontextuell 180 s Pause Kontext A

Tab. 2.23: Phasen der Angstkonditionierung
Ablauf der verschiedenen Phasen der Konditionierung und der Testphasen mit den jeweiligen

Bedingungen und eingestellten Parametern.

Alle Phasen der Versuche wurden auf Video aufgezeichnet und manuell mit Hilfe der
Software winrat (freundlicherweise von Carsten Wotjak, MPI fur Psychiatrie, Minchen, zur
Verfugung gestellt) ausgewertet. Dabei wurde die Zeit analysiert, in welcher das Tier in
volliger Angststarre verharrte und ausschliellich Bewegungen zu beobachten waren, die

durch die Atmung verursacht wurden.
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2.5.1.2 Sensitisierung

Die Sensitisierung dient dazu, die Anteile der nicht-assoziativen Angst nach einer
FuRschock-Applikation zu bestimmen. In der Regel wird das Freezing-Verhalten, das nach
einer Ton-Fulschock-Paarung zu beobachten ist, als Parameter fur die Assoziationsstarke
dieser beiden Stimuli verwendet. Jedoch wird das Ausmal dieser Angstreaktion durch
mindestens drei verschiedene neuronale Komponenten bestimmt (Kamprath and Wotjak,
2004). Zum einen l6st der Ton alleine bei naiven Tieren schon reflexartig eine
Angstreaktion auf direktem Weg aus. Zum anderen entsteht durch das aversive Erlebnis
des Fulschocks eine nicht-assoziative Komponente, welche sich generell auf das
Verhalten des Tieres auswirkt. Diese Tiere, denen ein Ful3schock appliziert wurde, nennt
man sensitisierte Tiere. Die Sensitisierung bewirkt, dass sie ein allgemein erhohtes
Angstverhalten in verschiedenen Tests wie Open Field oder Light-Dark Box zeigen. Die
dritte Komponente stellt die assoziative Komponente dar, die bei einer Ton-Fulischock-
Paarung entsteht und enthalt die qualitativen Informationen der Assoziation. Alle drei

Komponenten zusammen beeinflussen das Verhalten des Tieres.

Freezing

Abb. 2.6: Modell der 2-Komponenten-Theorie bei der Angstkonditionierung:

Das Modell stellt die verschiedenen Komponenten dar, welche das Freezing-Verhalten eines
konditionierten Tieres beeinflussen. Der Ton I6st zunéchst reflexartig Freezing aus (,direct pathway®).
Durch die Applikation des FulBschocks entstehen dann zusétzlich nicht-assoziative Komponenten (NAC),
die das Freezing verstédrken. Die Assoziation mit dem Ton stellt die dritte Komponente dar, welche die
Verknlipfung mit dem FulBschock enthélt (eAC = excitatory associative component).

(aus Kamprath and Wotjak, 2004)

Um zu untersuchen, welchen Anteil die nicht-assoziative Komponente bei dem Freezing-
Verhalten besitzt, wurde ein Sensitisierungs-Protokoll (siehe Abb. 2.7) angewendet. Dabei

wurden naive Tiere sensitisiert, indem ihnen ein Fulschock (ohne vorherige Ton-
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Prasentation) appliziert wurde und dann zu einem spateren Zeitpunkt das Freezing-

Verhalten wahrend der Tonprasentation in einem neutralen Kontext ausgewertet wurde.

Angstkonditionierung: Sensitisierung:
Qc’”/ Y] / hYi
2h 1 Tag
Protokoll 1: H » @ H » @
</ <z
1 Tag
Protokoll 2: H _’@ H
</ g

Protokoll 3: H — e @ H

Abb. 2.7: Konditionierungsprotokolle

Fir die Angstkonditionierung (links) wurden drei verschiedene Protokolle angewendet mit
unterschiedlichen Zeitintervallen (Protokoll 1: 2 h; Protokoll 2: 1 Tag; Protokoll 3: 7 Tage) zwischen der
Konditionierung und Test. An Tag 1 und 7 wurde auch das kontextuelle Gedéchtnis getestet. Mit dem
Sensitisierungsprotokoll (rechts) wurde das Freezing-Verhalten wéhrend des Tons 1 Tag nach alleiniger

FuBBschock-Applikation gepriift.

2.5.2 Open Field

Dieser Test dient dazu, das explorative Verhalten der Tiere in einer unbekannten
Umgebung zu untersuchen. In solch einer Situation steht das Tier in dem inneren Konflikt,
sich entweder in eine sichere Ecke zurlickzuziehen oder sich der Gefahr auszusetzen und
die unbekannte Umgebung zu erkunden. Die Bewegungen des Tiers in einer neuen
Umgebung geben daher Aufschluss Uber den generellen emotionalen Zustand des Tieres.

Die Analyse wurde ebenfalls mit Hilfe der TSE-Apparatur durchgefuhrt. Das Open Field
bestand aus einer quadratischen Plexiglasbox und einem glatten Kunststoffboden. Die
Versuchsdauer betrug 10 Min, in welcher naive Tiere den Raum im Dunkeln explorieren
konnten. Dabei wurde mit Hilfe von Infrarotsensoren, welche die Box umgaben, jede
Bewegung des Tieres aufgezeichnet. Anhand dieser Daten lieBen sich mittels der TSE-
Software verschiedene Parameter wie Aktivitat, zurickgelegter Weg oder ,Rearings”
(Aufrichten) berechnen, welche Aufschluss geben Uber das Angst-assoziierte Verhalten der

Tiere. Aullerdem wurde auch die Thigmotaxis analysiert. Dabei handelt es sich laut
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Definition um eine Orientierungsbewegung der Tiere aufgrund von Berlhrungsreizen, wobei
in diesem Fall eine Berihrung mit der Wand gemeint ist. Fir die Auswertung wurde daher
das Feld in eine Randzone (Breite 5,5 cm) und eine mittlere Zone (11 x 11 cm) unterteilt
und die jeweilige Aufenthaltsdauer der einzelnen Zonen berechnet. Als Parameter fur das

Angstverhalten diente die prozentuale Aufenthaltsdauer in der Randzone (Thigmotaxis).

Abb. 2.8: Aufbau des Open Fields
Die durchsichtige Plexiglasbox war umgeben

von Infrarotleisten, die die Bewegungen des

Tiers registrierten. In Grau ist auf dem
Kunststoffboden (22 x 22cm) der Bereich

e o o b o o eingezeichnet, der als Randzone (Breite:

5,6 cm) betrachtet wurde. Die innere Zone ist
v  / in weill dargestellt.

& /
/ A 4
L /LS

2.5.3 Elevated Plus Maze

Bei dem Test im Elevated Plus Maze (EPM) macht man sich zu Nutze, dass Nagetiere eine
angeborene Aversion gegenuber offenen, ungeschitzten Bereichen besitzen und enge,
schmale Raume bevorzugen, welche sie als sicher empfinden. Jedoch kann das Tier durch
eine explorative Veranlagung dazu verleitet werden, den unbekannten und vermeintlich
gefahrlichen Bereich zu erkunden. Daher ist es mit dem EPM-Test mdglich, mit Hilfe der
Aufenthaltsdauer in verschieden gestalteten Raumen Informationen Uber das Angst-
assoziierte Verhalten zu erhalten. Das Maze (engl.: Labyrinth) besteht aus einer
kreuzférmigen Plattform aus PVC, wobei die gegenuberliegenden Arme entweder offen
(80 x 5 cm) oder geschlossen (30 x 5 x 15 cm) sind und in ihrer Mitte eine neutrale Zone
(5 x 5 cm) besitzen (siehe Abb. 2.9). Die Beleuchtung wurde so eingesetzt, dass auf dem
offenen Arm eine Helligkeit von 300 lux, im geschlossenen Arm 5 lux und in der neutralen
Zone 115 lux herrschte. Zu Beginn des Tests wurde das Tier in die Mitte der neutralen
Zone gesetzt mit dem Kopf zum geschlossenen Arm gerichtet. Wahrend der 5 Min

Versuchsdauer wurde jeder Ubertritt von einer Zone in eine andere festgehalten sowie die
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jeweilige Aufenthaltsdauer. Ein Ubertritt wurde nur gewertet, wenn das Tier die Zone auch
mit den Hinterpfoten betreten hatte. Als Parameter wurden die Gesamtzahl der Ubertritte
ausgewertet sowie die prozentuale Anzahl der Ubertritte in den offenen Arm verglichen zur

Gesamtzahl und die prozentuale Aufenthaltsdauer in den offenen Armen.

q\\ Abb. 2.9: Aufbau des Elevated Plus
Mazes

\I\S Jeweils 2 offene, beleuchtete Arme
(weil3) und zwei geschlossene, dunkle

N Arme  (dunkelgrau) liegen  sich

- gegenliber und sind mit einer neutralen

\/

Zone (hellgrau) verbunden.

2.5.4 Light-Dark Box

Das Prinzip der Light-Dark Box basiert auf der Tatsache, dass Nagetiere von Natur aus hell
erleuchtete Bereiche meiden. Auch bei diesem Test wird das Versuchstier vor die Wahl
gestellt, im sicheren dunklen Kompartiment zu bleiben oder das helle Kompartiment zu
erkunden. Die Light-Dark Box besteht daher aus zwei verschiedenen Kompartimenten,
welche mit einem Tunnel verbunden sind, Uber welchen das Tier durchtreten kann (siehe
Abb. 2.10). Das groRere, hell erleuchtete Kompartiment bestand aus weil3en Kunststoff-
wanden und wurde mit 300 lux beleuchtet, das kleinere, dunkle Kompartiment mit
schwarzen Wanden mit 5 lux. Zu Versuchsbeginn wurde das Tier in die Mitte des dunklen
Kompartiments gesetzt. Die Versuchsdauer betrug 5 Minuten, in welchen analog zum EPM

jeder Ubertritt sowie die Aufenthaltszeiten notiert wurden.
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Abb. 2.10: Aufbau der Light-Dark Box
Das kleinere dunkle Kompartiment ist (ber
einen Tunnel mit dem gréBeren hellen

Kompartiment verbunden.

2.5.5 Schmerzschwelle

Dieser Test diente dazu, die Schmerzschwelle der Versuchtiere bezlglich eines
elektrischen Fuldschocks zu bestimmen. Da die Tiere wahrend der Angstkonditionierung mit
einem Fullschock konditioniert werden sollten, musste sichergestellt werden, dass die ver-
schiedenen Genotypen keinen Unterschied im akuten Schmerzempfinden aufweisen. Da
die FuBschock-Intensitat das Freezing-Verhalten quantitativ bestimmt (Kamprath and
Wotjak, 2004), ist eine unveranderte Schmerzwahrnehmung des unkonditionierten Stimulus
essentiell fur eine korrekte Konditionierung.

Fur die Bestimmung der Schmerzschwelle wurden die naiven Versuchstiere in den gleichen
Kontext (Kontext A) mit dem Metallgitterboden gesetzt, wie er auch fur die
Konditionierungsversuche benutzt wurde. Nach einer 3-minitigen Explorationsphase
wurden elektrische FulRschocks mit steigender Intensitat appliziert, beginnend mit 0,1 mA,
und einer Pausenintervall von 30s. Als Schmerzschwelle wurde die Stromstarke des
Fullschocks betrachtet, bei welcher merkliche Schmerzreaktionen des Tieres zu
beobachten waren wie Springen oder Zusammenzucken (jumping®) oder Vokalisieren

(,vocalizing®).

2.6  Statistik

In dieser Arbeit wurden alle erhobenen Daten als Mittelwerte £+ SEM (standard error of the
mean) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Students t-Test oder
einer mehrfaktoriellen Varianzanalyse. Das Signifikanzniveau wurde wie folgt definiert: p>
0,05: nicht signifikant; p<0,05: statistisch signifikant (*); 0,001<p<0,01: statistisch signifikant
(**); p<0,001: statistisch hochsignifikant (***).
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3 Ergebnisse

3.1 Expression der cGKI im Gehirn

In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der cGKI fur das Angstgedachtnis untersucht
werden. Aus diesem Grund wurde zunachst die Expression der cGKI auf Proteinebene in
Hirnarealen analysiert, welche mit Angstlernen assoziiert sind. Dabei wurde das Haupt-
augenmerk auf den Bereich der Amygdala gerichtet, welche eine Schlisselrolle bei der
Angstkonditionierung spielt. Mit immunhistologischen Methoden lie sich die Expression
der cGKI in der Amygdala in Gehirnschnitten nachweisen und ihre Lokalisation in den
verschiedenen Kernbereichen der Amygdala genauer bestimmen. Durch eine
Zellkernfarbung mit Hoechst konnten auch Hinweise auf die zellulare Verteilung der cGKIl in
den Neuronen der Amygdala erhalten werden. Die gleichzeitige Farbung von
Gehirnschnitten von cGKI-KO und cGKIl-rescue Tieren diente als Kontrolle fur die Spezifitat
des Antikorpers, um unspezifische Bindungen im Gehirnschnitt auszuschliel3en. Zusatzlich
sollte ermittelt werden, welche der beiden cGKl-Isoformen in der Amygdala exprimiert wird.
Da die Isoform-spezifischen Antikérper nicht fir die immunhistochemische Methode

geeignet sind, wurde diese Fragestellung mit Hilfe des Western Blots geklart.

3.1.1  Immunhistochemischer Nachweis

Die immunhistochemische Farbung mit dem cGKlcommon-Antikdrper (erkennt beide cGKI-
Isoformen) zeigte eine deutliche Expression der cGKI in den Hirnregionen der Grof3hirn-
rinde (Cortex), des Hippocampus und im der Bereich der Amygdala (Abb. 3.1A). Damit
werden die Angaben in der Literatur in den wesentlichen Teilen bestatigt (Kleppisch et al.,
1999; Geiselhoringer et al., 2004; Feil et al., 2005b). Die VergroRerung des Bereichs der
Amygdala zeigt, dass die LA ein Hot Spot der cGKI-Expression zu sein scheint (Abb. 3.1C),
denn vor allem die dorsolateralen (LAd) und ventrolateralen (LAv) Kerne der Amygdala
zeigten eine starke Farbung. Weiterhin wurde eine Expression im Ubergangsbereich zu den
thalamischen Regionen (TA), durch welche die thalamischen Fasern laufen, und im
medialen interkalierenden Nucleus (I), welcher in Verbindung mit der Angst-Ausloschung
steht (Jungling et al., 2008), detektiert. Die Ubrigen basolateralen Bereiche (BLA) der

Amygdala zeigten eine wesentlich schwachere Farbung. Auch in den thalamischen
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Regionen, welche bei der Angstkonditionierung beteiligt sind, wurde lediglich eine
schwache Expression gefunden.

Die gleiche Farbemethode ergab mit einem Gehirnschnitt einer cGKI-KO Maus keine
Farbung des Gewebes (Abb. 3.1B). Daraus ist zu schlieen, dass es sich bei der Bindung
des cGKI-Antikdrpers um eine spezifische Bindung handelte und die Farbung mit diesem
Antikorper spezifisch das Vorhandensein der cGKI anzeigte.

Abb. 3.1E zeigt eine VergroRerung der Farbung im Bereich der LA, welche Aufschluss Uber
die zellulare Verteilung der cGKI in den Neuronen der LA geben soll. In dieser Abbildung ist
eine Farbung im Bereich des Neuropils zu erkennen, in welchem prasynaptische
Endigungen sowie axonale und dentritische Fortsatze der postsynaptischen Neuronen
enthalten sind. Zusatzlich war jedoch auch eine zytosolische Expression der cGKIl in den
postsynaptischen Zellen detektierbar, was sich als intensive ringférmige Farbung um die
Zellkerne aullerte. Um die Zellkerne eindeutig zu identifizieren, wurde eine Doppelfarbung
mit dem Kernmarker Hoechst 33342 durchgefuhrt (Abb. 3.1F). Somit weisen diese Daten
darauf hin, dass die cGKI sowohl in prasynaptischen Strukturen als auch in den Somata der

Postsynapsen der LA exprimiert wird.



Ergebnisse 48

A B

100pm

Abb. 3.1: Immunhistochemischer Nachweis der cGKI in der lateralen Amygdala

A: Férbung eines Gehirnschnittes einer cGKI-ctr Maus zeigte eine Expression der cGKI hauptséchlich in
einer bestimmten Schicht des Neocortex, des Hippocampus und der Amygdala.

B: Ein Gehirnschnitt einer cGKI-KO Maus ergibt keine Farbung.

C: Eine VergréBerung verdeutlicht die Verteilung der cGKI in den verschiedenen Bereichen der
Amygdala: deutliche Expression in dem dorsolateralen (LAd) und dem ventrolateralen (LAv) Kernbereich
der Amygdala, sowie in dem Ubergangsbereich zum Thalamus (TA) und in dem interkalierendem
Nucleus (1), schwache Féarbung im basolateralen Bereich (BLA).

D: Der Vergleich von Abb. C mit einem Ausschnitt aus dem Maus-Gehirnatlas von Paxinos and Franklin
ermdglicht eine Zuordnung zu den verschiedenen Amygdala-Kernbereichen.

E: VergréBerung der LA im Randbereich mit Ubergang zur ungeférbten Capsula Externa (rechts)
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F: Doppelfdrbung mit Hoechst zeigte, dass hauptsédchlich der zytoplasmatische Bereich geférbt war,

daneben aber auch die neuropilen Strukturen. Die Zellkerne (Pfeile) schienen eher ungeférbt zu sein.

3.1.2 Nachweis mittels Western Blots

Da zwei verschiedene Isoformen der cGKI (cGKla und cGKIp) existieren, sollte mit Hilfe
eines Western Blots geklart werden, welche Isoformen in der Amygdala exprimiert werden.
Dafir wurde Proben aus dem Gewebe der Amygdala eingesetzt (Amy), welche aus
Hirnschnitten isoliert wurden. Die Detektion erfolgte mit Isoform-spezifischen Antikérpern,
welche exklusiv den N-Terminus der cGKlo- bzw. der cGKIp-Isoform erkennen. Die
Ergebnisse (Abb. 3.2) zeigten, dass im Gewebe der Amygdala einer Kontroll-Maus (WT)
nur die cGKIB-lIsoform exprimiert wird, wahrend die cGKla-Isoform nicht detektierbar war.
Die Funktionalitdt des anti-cGKla-Antikorpers wurde mit einer Probe aus Gewebe des
Kleinhirns (Cerebellum, Cer) belegt, in welchem die cGKla-Isoform hoch exprimiert wird
(Geiselhoringer et al., 2004), was sich als robuste Bande mit dem anti-cGKla-Antikdrper
aullerte. Als Negativ-Kontrolle fur den la- und IB-Antikdrper dienten die Proben der cGKI-
KO Maus (I-KO).

Mit denselben Proben wurde auch die Expression der cGK Typ Il (cGKIl) analysiert, da es
zu einer kompensatorischen Hochregulation der cGKIl in der cGKI-KO Mauslinie kommen
konnte. Daher wurden die Proben der WT und der |-KO Tiere zusatzlich mit einem anti-
cGKIlI-Antikdrper getestet (Abb. 3.2). Die entsprechenden Western Blots zeigten keine
Expressionsunterschiede der cGKIl zwischen beiden Genotypen. Daher lasst sich eine
Hochregulation der cGKIl im cGKI-KO ausschliefen. Um die Spezifitat des anti-cGKII-
Antikdrpers zu zeigen, wurden Proben von cGKIll-defizienten Tieren (lI-KO) verwendet, bei

welchen keine Bande detektierbar war.
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Abb. 3.2: Western Blots mit Isoform-spezifischen Antikérpern

Fir diese Western Blots wurden ausschlie8lich Proben aus Amygdala-Gewebe (Amy) und Cerebellum
(Cer) verwendet. Anhand der Isoform-spezifischen Antikérper wurde gezeigt, dass in der Amygdala nur
die p-Isoform, nicht die a-Isoform der cGKI exprimiert wird. Die Detektion der cGKIl in WT und I-KO
Tieren belegte, dass es im I-KO nicht zu einer Hochregulation der cGKIl kommt. [-actin diente als

Ladungskontrolle.

3.1.3 Expressionsmuster der cGKIl in der Rescue Mauslinie

Da in den Verhaltensexperimenten aus den genannten Grinden nicht die cGKI-KO
Mauslinie verwendet wurde, sondern die cGKl-rescue Mauslinie, wurde auch die
Expression der cGKI im Gehirngewebe der letztgenannten Linie auf Proteinebene unter-
sucht. Diese Untersuchung sollte belegen, dass im neuronalen Gewebe der cGKl-rescue
Tiere kein cGKI-Protein exprimiert wird. Dazu wurde zunachst ein Western Blot aus
Gesamtgehirn-Lysat aller drei Genotypen angefertigt (Abb. 3.3A). Die cGKI wurde mit dem
cGKlcom-Antikorper detektiert, welcher eine robuste Bande im Falle der Kontroll-Probe
ergab. Wahrend die entsprechende Bande im cGKI-KO vdllig fehlte, war jedoch noch eine
schwache Bande bei der cGKIl-rescue Probe (la rescue) zu detektieren. Es ist zu vermuten,
dass diese Bande durch die Re-Expression der cGKI in den vaskularen Glattmuskelzellen
im Gehirn verursacht wird.

Um diese Vermutung zu bestatigen, wurden zusatzlich immunhistochemische Farbungen
mit dem cGKlcom-Antikorper von cGKl-ctr und cGKl-rescue Tieren angefertigt. Diese
Farbungen zeigten, dass bei einer cGKl-rescue Maus nur Glattmuskelzellen der zerebralen
GefalRe cGKI exprimieren (Abb. 3.3C), wahrend die Neuronen cGKI-defizient sind. Im
Gegensatz dazu sind in der Kontrolle sowohl neuronales Gewebe als auch Blutgefalle
gefarbt (Abb. 3.3B). Diese Befunde erlauben es, die cGKl-rescue Maus als eine cGKI-

defiziente Maus bezulglich des neuronalen Hirngewebes zu betrachten.
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Abb. 3.3: Western Blot und Immunhistochemische Untersuchung der cGKl-rescue Maus

A: Western Blot aus Gesamthirn-Lysat einer cGKI-ctr (WT), cGKI-KO (I-KO) und einer cGKla-rescue (la
rescue) Maus, zeiget eine robuste Expression der cGKI in der Kontrolle, fehlende Expression im I-KO und
eine schwache Detektion bei der cGKl-rescue Maus, was durch die Re-Expression in vaskuldren Zellen
verursacht wird. S-actin diente als Ladungskontrolle

B: Immunhistochemische Féarbung eines Gehirnschnittes einer cGKI-ctr Maus demonstriert eine
Expression der cGKI sowohl in Neuronen als auch in Blutgefédl3en (schwarzer Pfeil).

C: Eine Férbung eines cGKl-rescue Gehirnschnittes zeigte, dass cGKI-Protein bei einer cGKl-rescue
Maus nur in den Glattmuskelzellen der zerebralen Gefdl3e (schwarzer Pfeil), aber nicht in neuronalem

Gewebe vorliegt.

3.2 Synaptische Transmission und Langzeitpotenzierung in der

lateralen Amygdala

Nach den Befunden in 3.1 bezlglich der hohen Expression der cGKI in den Kernen der
lateralen Amygdala, stellte sich die Frage nach der funktionellen Bedeutung der cGKI flr
die synaptische Plastizitat in diesem Hirnbereich. Um dieser Frage nachzugehen, wurde die
basale synaptische Ubertragung als auch deren Langzeitpotenzierung in der lateralen
Amygdala untersucht. Um Aufschluss Uber eine mdgliche Bedeutung der cGKIl zu erhalten,
wurde ein umfassender Vergleich der Mausmodelle der cGKI-KO und der cGKl-rescue

Maus beziglich der synaptischen Plastizitat durchgefihrt.

3.2.1 Basale synaptische Transmission

Zunachst wurde die Rolle der cGKI fur die basale synaptische Transmission untersucht.
Hierfr wurde geprift, ob es zu einer veranderten synaptischen Ubertragung in

Hirnschnitten von cGKI-KO Tieren kommt. Ein wichtiger Parameter der synaptischen
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Ubertragung ist die sogenannte input-output-relation (IOR). Diese beschreibt die Relation
zwischen der prasynaptischen Reizintensitat (input, in pA) und der daraus resultierenden
postsynaptischen Antwort, die man ableiten kann (oufput, in mV). Dabei wurden
Reizintensitaten im Bereich von 0-120pA getestet. Diese IOR-Messungen wurden sowohl
uber Reizung des kortikalen (Abb. 3.4B) als auch des thalamischen Inputs (Abb. 3.4B)
durchgefuhrt. Die Ergebnisse, die in Abb. 3.4 zusammengefasst sind, belegen, dass kein
Unterschied in der synaptischen Ubertragungsleistung zwischen einer cGKl-ctr und einer
cGKI-KO Maus besteht. Messungen in Hirnschnitten von cGKl-rescue Tieren zeigen
ebenfalls, dass die cGKl-rescue Tiere keinen offensichtlichen Defekt in der basalen
Transmission aufweisen. Von allen drei Genotypen sind in Abb. 3.4B und C reprasentative
Beispiele von abgeleiteten Feldpotenzialen gezeigt, die mit einer Reizintensitat von 40, 60,
80, 100 und 120pA hervorgerufen wurden.

Ein weiterer Parameter, der zur Analyse der synaptischen Ubertragung herangezogen
wurde, ist die paired-pulse-facilitation (PPF), welche auf eine prasynaptische Funktion
zurUckzufihren ist (Zucker, 1989). Die PPF beschreibt das Phanomen, welches auftritt,
wenn man zwei Pulse mit einem relativ kurzen Interstimulus-Intervall (z. B. 50 ms) paart.
Dabei ist zu beobachten, dass die zweite Reizantwort im Vergleich zur ersten vergrofRert ist.
Daher berechnet sich die PPF als Verhaltnis der zweiten Reizantwort zur ersten
Reizantwort (EPSC,/EPSC,). Die PPF stellt eine kurzfristige Form der synaptischen
Plastizitat der Prasynapse dar. Man nimmt an, dass sie wahrscheinlich auf einer erhdhten
Freisetzungswahrscheinlichkeit von Transmittervesikel an der prasynaptischen Membran
nach dem ersten konditionierenden Puls beruht. Eine erhdhte intrazellulare [Ca*-
Konzentration in der Prasynapse wird als Ursache flr die PPF beschrieben (Zucker, 1989).
Die Messungen der PPF wurden mit Hilfe der patch-clamp-Technik in der Ganzzell-
konfiguration durchgefuhrt und Interstimulus-Intervalle von 25 und 50 ms verwendet. Auch
fur diese Messungen wurden alle drei oben genannten Genotypen untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abb. 3.4D und E zusammengefasst. Die Auswertung zeigt, dass es zu

keinem signifikanten Unterschied in der PPF zwischen den verschiedenen Genotypen kam.
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Abb. 3.4: Basale synaptische Transmission in der lateralen Amygdala

A: Anordnung der Reizelektroden und der Ableitelektroden fiir Feldpotential-Messungen und der Patch-
Pipette fiir EPSC-Messungen. Die Neuronen der lateralen Amygdala (grau unterlegt) sind schematisch
dargestellt.

B und C: IOR-Messungen (lber Reizung der kortikalen (B) und der thalamischen (C) Afferenzen zeigten
keinen Unterschied zwischen cGKI-ctr (schwarz, kortikal n =21; thalamisch n=11), cGKI-KO (weif,
kortikal n =12; thalamisch n =9) und cGKl-rescue (grau; kortikal n =11; thalamisch n =13) beziiglich der
synaptischen Ubertragungsleistung.

D und E: Ergebnisse der PPF-Messungen mit einem Interstimulus-Intervall von 25 und 50 ms ergaben
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei untersuchten Genotypen cGKI-ctr (schwarz; kortikal
n =8, thalamisch n =7), cGKI-KO (weil3; kortikal n =10, thalamisch n =11) und cGKI-rescue (grau; Kortikal
n =11, thalamisch n =11).
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3.2.2 Messung der Langzeitpotenzierung in der lateralen Amygdala

Um die funktionelle Bedeutung der cGKIl fur die synaptische Plastizitat in der lateralen
Amygdala zu analysieren, wurden Messungen der Langzeitpotenzierung (long-term
potentiation, LTP) in Gehirnschnitten von cGKl-ctr, cGKI-KO und cGKl-rescue Tieren
durchgefiihrt. Die Induktion der LTP wurde Uber den kortikalen als auch Uber den
thalamischen Input mit Hilfe eines 100 Hz-Tetanus durchgefuhrt, wie in Abb. 2.4
beschrieben, wobei die Elektroden wie in Abb. 2.3 angeordnet wurden. Alle Messungen
wurden in Gegenwart von Picrotoxin (50uM) durchgefiihrt. Abb. 3.5 zeigt die dabei

erhaltenen Messergebnisse mit den verschiedenen Mausmodellen.
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Abb. 3.5: Langzeitpotenzierung in der lateralen Amygdala

A: Induktion der LTP Uber den kortikalen Input ergab in Hirnschnitten von cGKI-KO Tieren (weil3; n =14
Schnitte; n = 7 Tiere) eine geringere Potenzierung als in Schnitten von cGKI-ctr Tieren (schwarz; n = 11
Schnitte; n = 6 Tiere).
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B: Auch die Induktion (ber den thalamischen Input resultierte in einer geringeren Potenzierung bei cGKI-
KO Tieren (weil3; n= 10 Schnitte; n = 5 Tiere) als bei den cGKI-ctr (schwarz; n = 13 Schnitte; n =7
Tiere).

C: Vergleich der cGKI -escue Tiere (grau; n = 11 Schnitte; n = 5 Tiere) mit den Kontrollen (schwarz;
n = 11 Schnitte; n = 5 Tiere) ergab ebenfalls eine signifikant verringerte LTP (iber den kortikalen Input.

D: Auch im thalamischen Input war die LTP der cGKl-rescue Tiere (grau; n = 8 Schnitte; n = 4 Tiere) im

Vergleich zu den dazugehérigen Kontrollen (schwarz; n = 9 Schnitte; n = 4 Tiere) vermindert.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Potenzierung nach einem Tetanus in den Schnitten von
cGKI-KO Tieren geringer war als in den Kontroll-Tieren. Im kortikalen Input lag die
Potenzierung der cGKI-KO mit 111,1 = 3,3 % signifikant unterhalb der Werte der cGKI-ctr
mit 125,8 + 5,8 % (Abb. 3.5A). Das gleiche Ergebnis wurde interessanterweise auch im
thalamischen Input erzielt (Abb. 3.5B: 113,4+3,8 % versus 129,2+4,98 %). Die
statistische Auswertung der Messwerte ergab mit Hilfe einer Two-Way ANOVA fir
wiederholte Messungen eine signifikante Interaktion von Genotyp x Zeit flr beide Inputs
(kortikal: F12276 = 1,83; p = 0,0042; thalamisch: F1225, = 1,83; p = 0,044). Eine Signifikanz
wurde nach 10 Min im kortikalen bzw. nach 35 Min im thalamischen Input erreicht (p < 0,01,
Newman-Keuls post hoc Test).

Um die Mdglichkeit auszuschlieen, dass die reduzierte LTP der cGKI-KO Tiere auf einer
verminderten zerebralen Durchblutung beruht, wurden die gleichen LTP-Messungen
zusatzlich mit der cGKl-rescue Mauslinie durchgefuhrt. Dabei konnten die LTP-Daten der
cGKI-rescue Mauslinie die Ergebnisse mit den Nullmutanten bestatigen: die Potenzierung
nach einem hochfrequenten Tetanus war bei cGKIl-rescue Tieren in beiden Inputs geringer
als bei den Kontrollen (Abb. 3.5C und D: kortikaler Input: 117,6 £4,3 % versus
137,0 £ 6,0 %; thalamischer Input: 121,8 £4,6 % versus 142,1 £ 5,7 %). Mit Hilfe einer
Two-Way ANOVA-Statistik fur wiederholte Messungen konnte eine Signifikanz sowohl fur
den kortikalen (Genotyp: F120 =6,92; p = 0,016; Genotyp x Zeit: F12240 = 3,32; p < 0,0005)
als auch fur den thalamischen Input (Genotyp: F4.15 = 5,11; p = 0,039) ermittelt werden.
Zusammenfassend kann anhand dieser Ergebnisse geschlussfolgert werden, dass die
cGKIl eine tragende Rolle fur die synaptische Plastizitat in der lateralen Amygdala besitzt.
Dabei scheint diese Funktion tendenziell eine Rolle fir die spatere Phase der LTP zu
spielen, da der Unterschied zwischen den Genotypen mit zunehmender Zeitdauer nach

Tetanus eminenter wurde.
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3.3 Verhaltenstests: Grundcharakterisierung

Der Befund der verminderten LTP durch Ausschalten des cGKI-Gens warf die Frage auf,
inwiefern sich der beobachtete Defekt bezlglich der synaptischen Plastizitat auf die
Amygdala-abhangige Gedachtnisfunktion auswirkt. Um diese Frage zu beantworten,
wurden Konditionierungsversuche mit der cGKlI-rescue Mauslinie durchgefuhrt. Aus diesem
Grund war es notwendig, zunachst das grundlegende Verhalten naiver Tiere dieser
Mauslinie zu analysieren. In diesem Zuge konnte ausgeschlossen werden, dass sich ein
bereits vorhandener Verhaltensphanotyp auf das Lernverhalten auswirkt und die
Ergebnisse der Angstkonditionierung beeinflusst. Daher wurden im Rahmen der
nachfolgenden Experimente das basale, lokomotorische, explorative und Angst-assoziierte

Verhalten naiver cGKIl ctr und rescue Tiere untersucht.

3.3.1  Open Field

Das Verhalten im Open Field wurde mit cGKI-ctr (n = 15) und cGKl-rescue Tieren (n = 11)
untersucht. Die Versuchsdauer betrug dabei 10 Min. Anhand der computergestitzten
Aufzeichnung wurden die in Abb. 3.6 dargestellten Parameter ausgewertet. Die
Abbildungen zeigen jeweils den Mittelwert Uber die gesamten 10 Min Versuchsdauer und
die dazugehdrigen Werte in 2-Min-Intervallen. Die Ergebnisse verdeutlichten, dass sich das
Verhalten der beiden Genotypen in keinem der untersuchten Parameter signifikant unter-
schieden hat.

Zunachst wurde die lokomotorische Aktivitdt der Tiere untersucht. Diese wurde als
prozentuale Zeit angegeben, in welcher sie sich aktiv bewegten. Dabei wurden keine offen-
sichtlichen Differenzen in der lokomotorischen Aktivitat zwischen den Genotypen cGKI-ctr
(23,07 £ 1,64 %) und cGKl-rescue (26,41 + 1,53 %) festgestellt (Abb. 3.6A). Auch wahrend
des Versuchsablaufs wurde in keinem der erfassten 2-Minuten-Intervalle ein Unterschied
sichtbar. Im Einklang dazu war die Wegstrecke, welche im Open Field zuriickgelegt wurde,
fur Kontroll- und Rescue Tiere vergleichbar (Abb. 3.6B: cGKlI-ctr: 34,25 + 4,44 m; cGKI-
rescue: 38,68 + 5,2 m). Diese Ergebnisse belegen, dass die cGKI-ctr und cGKIl-rescue eine
vergleichbare Aktivitdt zeigten und keinen offensichtlichen lokomotorischen Phanotyp
aufwiesen.

Mit Hilfe des Open Field Tests konnte auch das Angst-assoziierte Verhalten der Tiere
untersucht werden. Hierfir wurde die Thigmotaxis anhand der Aufenthaltszeiten in der

inneren Zone bzw. in der Randzone ermittelt. Dabei zeigte die Auswertung, dass sich die
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cGKl-rescue mit 77,46 £5,89 % annahernd gleich lang wie die Kontroll-Tiere mit
78,23 +4,45 % in der Randzone aufhielten (Abb. 3.6C). Ein weiterer Indikator fur
exploratives Verhalten ist das Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearing), welches ebenfalls
im Rahmen des Open Field Tests analysiert wurde. Dabei war zu sehen, dass sowohl die
Kontroll- als auch die cGKl-rescue Tiere etwa gleich viel Zeit in aufgerichteter Position
verbrachten (Abb. 3.6D: cGKl-ctr: 4,88 £0,9 %; cGKl-rescue 4,58 + 1,6 %). Auch hier
spiegelten die Ergebnisse wider, dass die untersuchten Genotypen der Rescue-Mauslinie
keine auffalligen Differenzen in ihrem explorativen oder Angst-assoziierten Verhalten

aufzeigten.
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Abb. 3.6: Ergebnisse des Open Field Tests
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Die untersuchten Parameter der cGKI-ctr (schwarz) und der cGKI-rescue (grau) sind links als Mittelwert

der gesamten Versuchsdauer (10 Min) angegeben und rechts als Zeitverlauf in 2-Minuten-Intervallen.

A: cGKI-ctr und cGKl-rescue zeigten die gleiche Aktivitdt wahrend des Tests..

B: Die zurtickgelegte Stecke war im Mittel bei cGKI-ctr und cGKl-rescue Tiere gleich.

C: Es war kein Unterschied zwischen den Genotypen cGKl-ctr und cGKl-rescue beziiglich der

Aufenthaltszeit in der Randzone (Thigmotaxis) zu beobachten.

D: cGKI-ctr und cGKl-rescue verbrachten gleich viel Zeit in aufgerichteter Position (Rearing).
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3.3.2 Elevated Plus Maze

Um weitere Indizien Uber eventuelle Verhaltensunterschiede zu erhalten, wurde das
Verhalten der cGKI-ctr und cGKl-rescue Tiere im Elevated Plus Maze getestet. Dieser Test
gibt in erster Linie Hinweise Uber das Angst-assoziierte Verhalten. Die wichtigsten
Parameter, die dabei ausgewertet wurden, waren die Anzahl der Ubertritte in den offenen
Arm und die Aufenthaltsdauer im offenen Arm. Zusatzlich wurde auch die Gesamtzahl der
Ubertritte in die unterschiedlichen Zonen betrachtet. Diese Analyse ergab insgesamt 12
Ubertritte fiir beide Genotypen (Abb. 3.7A: cGKl-ctr: 12 +2,0; cGKl-rescue: 12 +2,4).
Dieser Befund belegt, dass beide Genotypen der Mauslinie bezuglich ihrer Aktivitat im EPM
nicht unterschiedlich waren (p = 1), was auch im Einklang mit den Befunden des Open Field
Tests steht. Jedoch zeigten die cGKl-rescue Tiere eine Tendenz, den offenen Arm seltener
zu betreten als die cGKl-ctr (Abb. 3.7B: cGKl-rescue: 26,5+ 10,5%; cGKl-ctr:
40,3 £ 11,7%) Die Werte unterschieden sich allerdings nicht signifikant (p = 0,39). Analog
verhalt es sich mit der Aufenthaltsdauer in den offenen Armen: wahrend die Kontroll-Tiere
41,6 £ 13,9% der Gesamtzeit in den offenen Armen verbrachten, hielten sich die cGKI-
rescue Tiere dort nur 30,2 £ 13,4% der Zeit auf (Abb. 3.7C; p = 0,49). Da es jedoch in
keinen Parametern zu signifikanten Unterschieden kam, wurde auf ein unverandertes

Angstverhalten des rescue-Genotyps geschlossen.
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Abb. 3.7: Ergebnisse des Tests im Elevated Plus Maze

Das Verhalten von cGKI-ctr (schwarz, n = 7) und cGKl-rescue (grau, n = 8) wurde 5 Min analysiert.

A: Die Gesamtanzahl der Ubertritte in alle Arme lag bei beiden Genotypen bei 12 Ubertritten.

B: Das Verhéltnis der Ubertritte in den geschlossen Arm zur Gesamtzahl der Ubertritte lag bei den cGKI-
rescue niedriger als bei den cGKI-ctr.

C: Die Zeit, welche die cGKl-rescue Méause auf dem offenen Arm verbrachten, ist dementsprechend auch

niedriger als bei den cGKI-ctr.
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3.3.3 Light- Dark Box

Das Prinzip des Tests in der Light-Dark Box ist dem des Elevated Plus Maze sehr ahnlich.
Die Entscheidung des Tieres, sich entweder im dunklen oder im hell erleuchteten
Kompartiment aufzuhalten, gibt Aufschluss Uber das generelle Angstverhalten des Tieres.
Daher werden auch die gleichen Parameter wie beim Test im Elevated Plus Maze
ausgewertet. Analog zu den Ergebnissen im Elevated Plus Maze war auch bei der Light-
Dark Box die Gesamtzahl der Wechsel zu den verschiedenen Kompartimenten nicht
unterschiedlich zwischen den Genotypen (Abb. 3.8A: cGKlI-ctr: 10 £ 1,8; cGKl-rescue:
10,9 + 2,2; p = 0,76). Dies zeigte, dass die Tiere nicht lokomotorisch gehemmt waren und
sich durchaus in der Box bewegt haben. Jedoch zeigten die cGKl-rescue Tiere bei diesem
Test im Gegensatz zu den Ergebnissen im Elevated Plus Maze, eine starkere Tendenz, das
helle Kompartiment zu betreten als die Kontrollen (Abb. 3.8B: 13 + 5,8% versus 3,9 + 2,9%
der Gesamtzahl der Ubertritte; p = 0,2). Entsprechend verhielt es sich auch mit der
Aufenthaltsdauer im hellen Kompartiment: auch hier verbrachten die cGKl-rescue Tiere mit
11,4 £ 7,9% mehr Zeit als ihre Geschwister-Kontrollen mit 4,2 + 3,9% der Gesamtzeit (Abb.
3.8C; p = 0,44). Erneut ergab jedoch die Statistik bei keinem Parameter einen signifikanten

Unterschied.
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Abb. 3.8: Ergebnisse in der Light-Dark Box

CGKl-ctr (schwarz, n = 7) und cGKl-rescue (grau, n = 8) wurden 5 Min in der Box beobachtet.

A: Die Anzahl der Wechsel zwischen den Kompartimenten war bei beiden Genotypen annéhernd gleich.
B: Die cGKl-rescue Tiere betraten das helle Kompartiment hdufiger als die cGKI-ctr Tiere.

C: Entsprechend war die Aufenthaltsdauer im hellen Kompartiment der cGKl-rescue M&use lénger als die
der cGKl-ctr.
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Fasst man die Ergebnisse bisher zusammen, lieferte keiner der durchgeflihrten Tests einen
eindeutigen Hinweis auf eine grundlegende Veranderung der cGKl-rescue Tiere bezuglich
der Lokomotion, des Angst-assoziierten oder explorativen Verhaltens im Vergleich zu ihren
Geschwister-Kontrollen. Schlussfolgernd konnte davon ausgegangen werden, dass keine
grundsatzlichen Verhaltensphanotypen vorlagen, welche die Interpretation des Angst-
verhaltens wahrend der Angstkonditionierung erschweren wurden. Daher wurde die cGKI-
rescue Mauslinie als geeignet betrachtet, um mit ihr weitere Verhaltensversuche bezuglich

Lernen und Gedachtnis durchzufiihren.

3.3.4 Bestimmung der Schmerzschwelle

In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise, dass der NO/cGMP-Signalweg fir bestimmte
Formen der Schmerzwahrnehmung von Bedeutung ist. Eine Beteiligung der cGKI wird
dabei allerdings kontrovers diskutiert. Zum einen gibt es Befunde, dass die im Ruckenmark
exprimierte cGKIl Uber den NO/cGMP-Signalweg flr eine inflammatorische Hyperalgesie
verantwortlich ist (Schmidtko et al., 2003; Tegeder et al., 2004). Andere Arbeiten aber
sprechen gegen eine Rolle der cGK als Effektor bei der inflammatorischen Schmerz-
verarbeitung (Tegeder et al., 2002). Eine neuere Studie legt nahe, dass die cGKI bei der
inflammatorischen Schmerzwahrnehmung moglicherweise vielmehr Uber Natriuretische
Peptide und durch die partikulare (pGC) als durch NO und der I6slichen Guanylylzyklase
aktiviert wird (Schmidtko et al., 2008). All diesen Studien ist jedoch gemeinsam, dass sie
ausschlie®en, dass die cGKI per se in die Wahrnehmung und Verarbeitung akuter
Schmerzreize involviert ist. Dies ist allerdings ein kritischer Punkt fur die hier eingesetzte
Pawlowsche Angstkonditionierung, da die akute Schmerzwahrnehmung eine wichtige
Voraussetzung fur die Assoziation des Tones (CS) mit dem Fullschock (US) darstellt.
Daher wurde zusatzlich die akute Schmerzschwelle der verwendeten Mauslinie ermittelt,
indem naiven cGKIl-rescue und Kontroll-Tieren FuRschocks mit ansteigender diskreter
Intensitat appliziert wurden, bis eine eindeutige Schmerzreaktion wie Vokalisieren oder
Springen auftrat. Die Ergebnisse dieses Experiments zeigten, dass cGKl-rescue Mause
eine unveranderte Schmerzschwelle bezlglich eines elektrischen Fullschocks besallen
(Abb. 3.9). Wahrend die FuRschock-Intensitat um jeweils 0,1 mA gesteigert wurde, konnte
ein Vokalisieren bei den Kontroll-Tieren im Mittel bei 0,39 + 0,03 mA und bei cGKI-rescue
Tieren bei 0,37 £ 0,02 mA beobachtet werden. Ahnlich verhielt es sich auch mit dem
Springen, das bei den Kontroll-Mausen zum ersten Mal bei 0,37 + 0,03 mA und bei den

Rescue-Mausen bei 0,36 + 0,02 mA auftrat.
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Abb. 3.9: Bestimmung der Schmerz-

. 1,01 schwelle

E Es wurde die Reaktion einer Gruppe naiver
:"g 0,8 cGKl-rescue Tiere (n=7, grau) und
"g 0,61 Vocalisieren Springen dazugehoériger Kontrollen (n =7, schwarz)
€ auf  steigende  Stromintensitdt  des
x 0,4 _ __ FuBschocks untersucht. Dabei wurde kein
_::6, Unterschied der Schmerzschwelle
;«b’ 0,24 zwischen den Genotypen beobachtet, ab
u:.s 0.0 welcher eine merkliche Reaktion in Form
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ersichtlich war.

3.4 Angstkonditionierung

3.4.1 Klassische auditorische Angstkonditionierung

Nachdem nun anhand der bisher beschriebenen Verhaltenstests (Kap. 3.3.1 bis 3.3.4)
keine grundlegenden Verhaltensstérungen der cGKl-rescue Tiere festgestellt werden
konnte, wurde diese Mauslinie als geeignet betrachtet, um mit ihr weitere Tests bezuglich
des Lernverhaltens durchzufuhren.

Die Expressionsdaten lieken erkennen, dass die laterale Amygdala einen Hot Spot der
cGKI-Expression darstellt. Im Einklang dazu lieferten auch die LTP-Messungen Hinweise
auf eine Rolle der cGKI fur synaptische Plastizitat. Im Folgenden sollte nun untersucht
werden, ob dieser Defekt in der synaptischen Plastizitdt bei cGKl-rescue Tieren mit
Verlusten in der Lernleistung einhergeht. Mit der klassischen Konditionierung war es
maglich, das Vermdgen der Tiere zu untersuchen, ein assoziatives Gedachtnis zu formen
und zu konsolidieren. Dabei sollte das Lernverhalten nach der Angstkonditionierung
Aufschluss Uber eine mogliche Rolle der cGKI fuar die Amygdala-abhangige
Gedachtnisfunktion geben.

Das Vorgehen bei der Angstkonditionierung ist in Kapitel 2.5.1 genauer beschrieben. Die
Gedachtnisbildung wurde induziert, indem ein harmloser Stimulus (Ton) mit einem
aversiven Reiz (FuBschock) gepaart wurde. Um die Starke der gebildeten Assoziation zu
prufen, wurde das Angstverhalten (Freezing = Angststarre) bei erneuter Tonprasentation

analysiert. Da der Vorgang der Gedachtnisbildung auf verschiedenen zeitlich aufeinander-
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folgenden Phasen beruht, wurde das Angstgedachtnis zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Konditionierung getestet. Aus diesem Grund wurden drei verschiedene Versuchs-
protokolle angewendet, um die verschiedenen Phasen der Gedachtnisbildung abzudecken
(siehe Abb. 2.7). So wurde das Angstgedachtnis nach 2 Stunden, 1 Tag und 7 Tagen nach
FuRschock-Konditionierung untersucht. Da lediglich das Angstverhalten wahrend der ersten
Tonprasentation nach Konditionierung von Interesse war, wurde fur jedes Protokoll eine
neue Gruppe naiver Tiere verwendet. Somit konnte der Einfluss von anderen Prozessen
wie Rekonsolidierung oder Extinktion ausgeschlossen werden, welche die weitere
Konsolidierung des Gedachtnisses modulieren kénnen (Tronson and Taylor, 2007). Im

Folgenden sollen nun die Ergebnisse der verschiedenen Protokolle erlautert werden:

Protokoll 1: 2 h post-Konditionierung

Mit dem ersten Protokoll wurde das auditorische Angstgedachtnis 2 Stunden nach
FuRschock-Konditionierung getestet, um das Kurzzeitgedachtnis zu untersuchen. Die
Ergebnisse sind in Abb. 3.10 zusammenfassend dargestellt. Es wurde eine Kohorte von 12
cGKl-rescue und 15 Kontroll-Tieren untersucht. Anhand der Freezing-Zeiten sieht man,
dass die Tiere vor der Konditionierung eine vernachlassigbar geringe Angstreaktion
zeigten. Nach der Konditionierung wurde das Angstverhalten in einem neutralen Kontext
zunachst 3 Minuten ohne Ton, dann 3 Minuten wahrend der Tonprasentation analysiert.
Beide Gruppen zeigten ein leicht erhdhtes Freezing-Verhalten vor dem Ton im Vergleich zu
den pra-Konditionierungswerten (cGKl-ctr: 1,6 + 0,6 % versus 5,7 + 1,1 %; cGKl-rescue:
0,9+0,2% versus 7,9+2,7 %), was auf eine Sensitisierung durch den Fulischock
zurlckzuflhren ist. Daruberhinaus stieg mit dem Einsetzen des konditionierten Tons die
Freezing-Reaktion stark an. Dabei zeigten die cGKl-rescue Tiere mit 37 + 5,9 % Freezing
eine etwas geringere Angstreaktion als ihre Kontrollen mit 42,7 + 3,9 %. Allerdings ergaben
die Werte keinen signifikanten Unterschied mit dem Student’s t-Test (p = 0,21). Auch die
Darstellung des Freezing-Verhaltens als zeitlicher Verlauf (Abb. 3.10 rechts) macht
deutlich, dass sich die beiden Gruppen wahrend des Tests gleich verhielten.
Zusammenfassend lieferte das Experiment keine Hinweise dafur, dass die Funktion des
Kurzzeitgedachtnisses bei den cGKl-rescue Tieren beeintrachtigt war.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich aul3erdem schliel3en, dass der Prozess der Akquisition
von cGKIl-rescue Tieren nicht beeintrachtigt war. Eine Veranderung des Akquisitions-
prozesses wurde sich bereits unmittelbar nach der Konditionierung, d. h. schon 2 h danach,

bemerkbar machen. Da jedoch kein Unterschied zwischen den Genotypen bezuglich des
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Freezing-Verhaltens unmittelbar nach der Fulschock-Konditionierung (2 h) auftrat, ist
davon auszugehen, dass die Akquisition bei allen Tieren in gleichem Male stattgefunden
hat.

Protokoll 1:
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Abb. 3.10: Ergebnisse der Angstkonditionierung mit Protokoll 1

Der Test des auditorischen Angstgedéchtnisses in Kontext B wurde 2 h nach der Konditionierung
durchgefiihrt. Links sind die Mittelwerte der cGKl-rescue Tiere (grau; n=12) und ihrer Kontrollen
(schwarz; n = 15) und rechts der zeitliche Verlauf der Testphase vor (0-180) und wéhrend (180-360) der
Tonprésentation dargestellt. Zu keinem Zeitpunkt wurde ein unterschiedliches Freezing-Verhalten

festgestellt, was auf ein intaktes Kurzzeitgedéchtnis und eine vollsténdige Akquisition hinweist.

Protokoll 2: 1 Tag post- Konditionierung

Hierfir wurde eine Gruppe von 8 cGKl-rescue und 11 cGKI ctr-Tiere verwendet. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen nach 2 h zeigten die cGKI rescue Tiere erstaunlicherweise
nach 24 h eine signifikant geringere Freezing-Reaktion auf den konditionierten Stimulus im
Vergleich zu ihren Geschwister-Kontrollen (Abb. 3.11: 41,7 +4,4 % bei cGKl-rescue;
Kontrollen: 53,5 +2,7 %). Mit dem Students t-Test ergab sich eine Signifikanz von
p = 0,014. MalRgeblich dabei ist, dass das Verhalten vor dem Einsetzen des Tons jedoch
nicht unterschiedlich war (cGKl-ctr: 11,6 = 1,9 %; cGKl-rescue: 9,7 = 2,4 %; p = 0,27). Auch
die unmittelbare Reaktion auf den Ton (siehe Zeitverlauf in Abb. 3.11: Sekunde 180-210)

beider Gruppen war zunachst gleich. Mit fortsetzender Prasentation des Tons nahm die
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Freezing-Reaktion der cGKl-rescue Tiere jedoch ab, wahrend die Freezing-Reaktion der
Kontroll-Tiere aber auf dem Ausgangsniveau blieb.

Im Rahmen des Verhaltenstests zur Angstkonditionierung wurde auch das kontextuelle
Gedachtnis untersucht. Flr diese Art des Gedachtnisses ist in erster Linie der Hippo-
campus verantwortlich, welcher eine Assoziation mit dem Kontext herstellt (Morris et al.,
1982). Diese Hippocampus-abhangige Lernleistung wurde getestet, indem die Tiere erneut
fur 3 Minuten dem Konditionierungskontext ausgesetzt und das Freezing-Verhalten in
dieser Zeit analysiert wurde. Im Gegensatz zu dem auditorischen Angstgedachtnis konnte
im kontextuellen Angstgedachtnis jedoch kein Unterschied zwischen den Genotypen
festgestellt werden (cGKl-ctr: 18,9 = 5,4 %; cGKl-rescue: 20,4 = 3,3 %). Daher deuten
diese Ergebnisse darauf hin, dass die cGKl-rescue Tiere einen selektiven Defekt in der
Bildung eines auditorischen Angstgedachtnisses aufweisen, wahrend das kontextuelle
Gedachtnis unbeeinflusst bleibt.
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Abb. 3.11: Ergebnisse der Angstkonditionierung mit Protokoll 2

Die Reaktion auf den Ton nach 24 h nach der Konditionierung zeigte eine geringere Ton-Schock-
Assoziation bei den cGKl-rescue Tieren (grau; n = 8) als bei ihren Kontrollen (schwarz, n=11). Das
Freezing-Verhalten vor der Konditionierung (prd-kond.) und vor der Ton-Prdsentation war nicht
unterschiedlich. In der mittleren Abbildung ist der zeitliche Verlauf dargestellt, anhand dessen deutlich
wird, dass der Unterschied zwischen den Gruppen erst nach dem Einsetzen des Tons auftrat. Das

Verhalten der Gruppen war im Konditionierungskontext (rechts) nach 24 h nicht unterschiedlich.



Ergebnisse 66

Protokoll 3: 7 Tage post-Konditionierung

Mit diesem Protokoll sollte das Langzeitgedachtnis untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurde die Angstreaktion von 9 cGKl-rescue und 13 Kontroll- Tieren auf den Ton erst 7
Tage nach der Konditionierung getestet. Die Ergebnisse, welche in Abb. 3.12 dargestelit
sind, zeigten ein deutlich verringertes Freezing-Verhalten wahrend der Tonprasentation der
cGKl-rescue Tiere im Vergleich zu ihren Kontrollen. Interessant ist dabei, dass bei cGKI-ctr
Mausen mit 50,7 + 5,4 % auch nach 7 Tagen nahezu genauso viel Freezing zu beobachten
war wie nach 1 Tag. Im Gegensatz dazu sanken die Freezing-Werte der cGKl-rescue
Mause am siebten Tag nach Konditionierung noch weiter herab (34,8 + 6,5 %). Somit
zeigte dieses Experiment, dass die Differenz im Angstverhalten zwischen den Genotypen
nach 7 Tagen noch groRer wurde als nach 1 Tag. Der Student’s t-Test ergab fur die Mittel-
werte wahrend des Tons an Tag 7 eine Signifikanz von p = 0,037. Das Verhalten vor dem
Einsetzen des konditionierten Stimulus war auch diesmal nicht unterschiedlich (cGKl-ctr:
8,4 +1,6 %; cGKl-rescue: 55+ 1,9%; p=0,2). Im Rahmen dieses Experiments wurde
auch das kontextuelle Erinnerungsvermogen nach 7 Tagen untersucht. Wie auch an Tag 1
verhielten sich beide Genotypen wahrend des Aufenthalts im Konditionierungskontext
gleich. Dabei lagen die Werte des kontextuellen Freezing der cGKI-ctr bei 21,2 + 3,7 % und
die der cGKl-rescue Tiere bei 20,4 + 4,8 %. Diese Ergebnisse unterstlitzen den Befund,
dass selektiv das auditorische Langzeitgedachtnis der cGKI-defizienten Tiere beeintrachtigt
ist, wahrend das kontextuelle Angstgedachtnis durch den Verlust der cGKI nicht beeinflusst

zu sein scheint.
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Abb. 3.12: Ergebnisse der Angstkonditionierung mit Protokoll 3

Links: die Angstreaktion auf den Ton der cGKl-rescue Tiere (grau;, n=9) war 7 Tage nach der
Konditionierung signifikant geringer als die der cGKI-ctr (schwarz: n = 13), was fiir eine schwéchere
Gedéchtniskonsolidierung bei den cGKI-defizienten Tieren spricht. Der Unterschied bestand nicht vor

dem Einsetzen des Tons und auch nicht wéhrend der Testphase im Konditionierungksontext (rechts).

3.4.2 Nicht-assoziative Angst nach FuBschock-Sensitisierung

Die oben beschriebene klassische Angstkonditionierung nach Pawlow dient, wie bereits
erwahnt, zur Untersuchung der Ausbildung eines assoziativen Gedachtnisses. Obwohl bei
dieser Konditionierung meist die assoziative Komponente von Interesse ist, darf nicht
unberucksichtigt bleiben, dass durch das Vorgehen bei der Konditionierung auch nicht-
assoziative Gedachtnisinhalte entstehen. Diese nicht-assoziativen Komponenten entstehen
durch das aversive Erlebnis des Fulischocks, was zu einer generell erhohten Reaktivitat
der Tiere fuhrt, auch harmlosen Stimuli gegenuber. Dieser Prozess wird Sensitisierung
genannt und tragt zum Angstverhalten bei Konditionierungsversuchen bei (Kamprath and
Wotjak, 2004).

Um einen modglichen Unterschied in der nicht-assoziativen Kompomente als Ursache fur
das verringerte Freezing-Verhalten auszuschlieRen, wurde die Sensitisierung, wie sie in
Kapitel 2.5.1.2 beschrieben ist, getestet. Fur diese Untersuchung wurde eine Gruppe von
jeweils 8 naiven cGKI-rescue und Kontroll-Tiere verwendet. Die Durchfihrung wurde wie

bei der Konditionierung vorgenommen, bis auf die fehlende Tonprasentation vor dem
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FuRschock. 24 Stunden spater wurde dann das Freezing-Verhalten sowohl vor als auch
wahrend des Tons in einem neutralen Kontext getestet.

Die Ergebnisse in Abb. 3.13 demonstrieren, dass es nach einer FuRschock-Sensitisierung
zu keinem veranderten Freezing-Verhalten der cGKl-rescue Mausen im Vergleich zu den
Kontrollen kommt. Dabei wurde weder vor dem Ton (cGKl-ctr: 3,08 + 0,94 %; cGKl-rescue:
3,9+0,56 %; p=0,23) noch wahrend des Tons (cGKl-ctr: 19,42 + 3,05 %; cGKl-rescue:
17,09 £ 3,53 %; p=0,32) ein unterschiedliches Verhalten der beiden Genotypen
beobachtet. Das bedeutet also, dass die nicht-assoziative Komponente des Freezing-
Verhaltens der cGKI rescue Mause nach einem Ful3schock nicht verandert ist. Daher lasst
sich schlussfolgern, dass die beobachtete verringerte Angstreaktion der cGKI rescue nach
einer Fullschock-Konditionierung auf einer Reduktion der assoziativen Komponente beruht.
In Abb. 3.13 sind zusatzlich die Freezing-Werte der Angstkonditionierung wahrend der
Tonprasentation nach einem Tag (Protokoll 1) dargestellt, um einen direkten Vergleich
zwischen dem rein nicht-assoziativen Freezing-Verhalten nach Sensitisierung und dem

Freezing, das sich nach einer FuRschock-Konditionierung ergibt, zu gestatten.

Abb. 3.13: Ergebnisse der

/ Sensitisierung mit cGKl-rescue Tieren.

1Tag ) Durch die alleinige Gabe eines Ful3-
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und reagieren auf den bisher un-

60 - bekannten Ton mit einer Angstreaktion.
50 . Dabei wurde deutlich, dass kein Unter-
schied im nicht-assoziativen Angst-
40 - verhalten  zwischen den  beiden
Genotypen existiert (schwarz: cGKI-ctr,
30- n = 8; grau: cGKl-rescue, n = 8). Durch
20 J T einen Vergleich mit den Werten der
auditorischen Konditionierung (rechts)

Freezing (% der Gesamtzeit)

10 4 wird offensichtlich, dass das geringere

Freezing der cGKl-rescue folglich auf

pra- - + . + einer reduzierten Assoziation mit dem
kond. Ton Ton
nach Sens. nach audit. Kond. Ton beruht.
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3.5 Phosphorylierung von CREB durch Aktivierung der cGKI

Zusammenfassend ergaben die bisher beschriebenen Untersuchungen Hinweise auf eine
maogliche funktionelle Bedeutung der cGKI in der Amygdala. Sowohl die LTP-Messungen
als auch die Konditionierungsversuche weisen auf eine unterstitzende Funktion der cGKI
fur langanhaltende Veranderungen der synaptischen Plastizitat hin. Diese sind jedoch
bekanntlich Proteinsynthese-abhangig. Ein wichtiger Transkriptionsfaktor, welcher eng im
Zusammenhang mit Lernen und Gedachtnis steht, ist CREB (Silva et al., 1998). Mit den
folgenden Untersuchungen sollten Hinweise erhalten werden, ob CREB ein moglicher
Downstream-Effektor der NO/cGMP/cGKI Signalkaskade in der LA darstellt. Um dies zu
klaren, wurde gepruft, ob es zu Unterschieden in der CREB-Phosphorylierung in der LA
nach Stimulation des cGMP-Signalwegs zwischen cGKI-KO und Kontrollen kommt. Hierfur
wurden Gehirnschnitte von cGKI-KO und Kontrollen angefertigt, 30 Min mit 8-Br-cGMP
(0,5mM) bzw. in normaler ACSF inkubiert, und anschlieRend flr eine immunhistochemische
Farbung vorbereitet. Auf diese Weise konnten sowohl stimulierte als auch unstimulierte
Praparate beider Genotypen mit Hilfe eines phospho-spezifischen CREB-Antikorpers
gefarbt und anschlieend fur die Auswertung photographiert werden.

Die Aufnahmen in Abb. 3.14 zeigen tatsachlich, dass es in den Schnitten der cGKl-ctr Tiere
durch die Stimulation mit cGMP zu einer verstarkten Farbung des LA-Bereichs kommt.
Bemerkenswerterweise war dies in den Praparaten der cGKI-KO Tiere nicht zu
beobachten. Um diesen Effekt zu quantifizieren, wurden die pCREB-positiven Zellkerne pro
Flacheneinheit (FE) in allen Praparaten ausgezahlt. Damit die durchgeflihrten Experimente
(n =3) miteinander vergleichbar sind, galt jeweils der Wert des unstimulierten cGKI-ctr-
Praparats als Ausgangswert (= 1,0) fur alle anderen Werte des Experiments. In der Tat
zeigte auch die quantitative Auswertung, dass es in Kontroll-Schnitten durch die Inkubation
mit cGMP zu einer Zunahme der pCREB-positiven Zellkerne in der LA kommt. Dabei stieg
der Wert der Kontroll-Tiere mit 1,46 + 0,08 statistisch signifikant im Vergleich zum
Basalwert an (p = 0,0012). Wie bereits erwahnt, konnte bei den Praparaten der cGKI-KO
kein Effekt durch cGMP-Zugabe festgestellt werden. Dabei lagen sowohl die Werte der
unstimulierten als der stimulierten cGKI-KO-Praparate auf dem Ausgangsniveau der cGKI-
Kontrollen. Daher liel® sich bei den cGKI-KO Tieren auch kein signifikanter Anstieg der
pCREB-positiven Kerne berechnen (cGKI-KO unstim: 1,05+ 0,06; cGKI-KO + cGMP:
1,07 + 0,09). Schliel3lich zeigt der Vergleich der stimulierten Praparate von cGKI-KO und

cGKIl-ctr einen signifikanten Unterschied von p = 0,021.
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Abb. 3.14: Immunhistochemische Férbung von pCREB+-Zellkernen in der Amygdala von cGKI-KO und
cGKI-ctr nach cGMP-Applikation.

Links sind représentative Aufnahmen von unstimulierten und mit cGMP (0,5 mM, 30 Min) behandelten

Schnittpréparaten von cGKI-ctr und cGKI-KO dargestellt, in welchen eine gestrichelte Linie den Bereich

der LA und des CE hervorheben soll. Rechts zeigt die Quantifizierung der pPCREB+-Kerne eine Zunahme

der pCREB-positiven Kerne in den Kontroll-Préparaten, welche in denen der cGKI-KO ausblieb.
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4 Diskussion

Es ist bekannt, dass Stickstoffmonoxid (NO) ein wichtiges biologisches Signalmolekl
darstellt, welches seine Wirkung in erster Linie durch eine Stimulation der sGC und einem
anschliefenden intrazellularen Anstieg der cGMP-Konzentration vermittelt. Als membran-
gangiges Molekul ist NO in der Lage, seine Wirkung auch in Nachbarzellen zu entfalten.
Auch im ZNS gilt NO als wichtiger neuronaler Modulator (Schuman and Madison, 1994; Feil
and Kleppisch, 2008), der sowohl regulierend auf Lernen und Gedachtnis als auch auf die
Vorgange der synaptischen Plastizitat eingreifen kann. So konnte gezeigt werden, dass NO
als retrograder Messenger in Hippocampus-Neuronen auf die synaptische Plastizitat
einwirkt (Hawkins et al., 1994; Hawkins et al., 1998) und auch fir die Bildung des Angst-
gedachtnisses und der LTP-Induktion in der Amygdala von enormer Bedeutung ist (Schafe
et al., 2005; Sato et al., 2006). Als wichtige Transduktionsproteine des NO/cGMP-Signals
gelten die cGK Typ | und Il, welche von zwei verschiedenen Genen codiert werden, und
beide in der Amygdala exprimiert werden (El-Husseini et al., 1999; Feil et al., 2005b). Die
vorliegende Arbeit beschreibt die funktionelle Rolle der cGKIl als Transduktionsmolekul der
NO/cGMP-Signalkaskade in der Amygdala fir die synaptische Plastizitdt und die

Konsolidierung des Angstgedachtnisses.

4.1 Expression der cGKI im Gehirn

Zunachst wurde das Expressionsmuster der cGKI in den Hirnarealen, welche flr das
Angstlernen wichtig sind, untersucht. Die Expressionsanalysen (Abb. 3.1) haben gezeigt,
dass die cGKIl in hoher Konzentration in der Amygdala vorliegt. Andere mit der Angst-
konditionierung assoziierte Bereiche wie der Thalamus weisen eine wesentlich geringere
Expression auf.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Expressionsdaten stehen im Einklang mit den Angaben in
der Literatur (Kleppisch et al., 1999; Geiselhoringer et al., 2004; Feil et al., 2005b). Jedoch
existierte bisher keine Analyse, welche die Verteilung der cGKI in den verschiedenen
Hirnkernen der Amygdala detaillierter beschreibt. Mit den in dieser Arbeit gezeigten
Farbungen konnte demonstriert werden, dass die cGKI hauptsachlich in den lateralen
Kernen exprimiert wird, in welchen die verschiedenen Stimuli (Ton und Schmerzreiz)

wahrend der Angstkonditionierung konvergieren und daher vermutlich flr deren Assoziation
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verantwortlich sind (Sigurdsson et al., 2007). In Anbetracht der Expressionsdaten der cGKI
lasst sich daher eine funktionelle Bedeutung der cGKIl fur das assoziative auditorische

Angstgedachtnis und die zugrundeliegende synaptische Plastizitat in der LA vermuten.

Desweiteren konnte anhand der Daten ein Hinweis auf die subzellulare Verteilung der cGKI
in den Neuronen der LA erzielt werden. Es wird im allgemeinen diskutiert, inwiefern pra-
oder postsynaptische Mechanismen zur synaptischen Plastizitat wahrend der LTP-Induktion
beitragen. Eine Fulle von Daten in der Literatur beschreiben NO als wichtigen neuronalen
Modulator, welcher die Funktion eines retrograden Messengers erflllen kann (Hawkins et
al., 1994; Son et al., 1996; Huang, 1997; Hawkins et al., 1998; Arancio et al., 2001; Burette
et al., 2002; Wang et al., 2005; Liu et al., 2007). Die durch Experimente an CA1-
Hippocampusneuronen postulierte Signalkaskade fur die LTP-Induktion sieht wie folgt aus:
Ein durch eine Depolarisation verursachter postsynaptischer Ca**-loneneinstrom fiihrt
durch Aktivierung der Ca?‘/CaM-abhangigen NO-Synthase zur Generierung von NO.
Dieses gasformige Molekul kann retrograd Uber den synaptischen Spalt zur Prasynapse
diffundieren. Dort steigt durch eine Stimulation der I6slichen Guanylylzyklase der
intrazellulare cGMP-Spiegel an, was eine Aktivierung der cGK ermoglicht. Diese kann
durch Phosphorylierung bisher noch weitgehend unbekannter prasynaptischer Proteine zu
einer Verstarkung der Transmitterfreisetzung beitragen. Auch fur die Amygdala wurde eine
kritische Rolle des NO/cGMP-Signals fur synaptische Plastizitdt und Angstlernen
beschrieben (Watanabe et al., 1995; Chien et al., 2003; Chien et al., 2005; Schafe et al.,
2005). Allerdings ist noch nicht hinreichend geklart, ob dieser Signalweg eine pra- oder
postsynaptische Komponente der synaptischen Plastizitat darstellt.

Die Daten dieser Arbeit indizieren erstmals anhand des Expressionsmusters, dass die cGKI
sowohl pra-als auch postsynaptisch in den Neuronen der LA vorliegt. Das Gebiet der LA
zeigte zum einen eine diffuse Farbung im Bereich des Neuropils (Abb. 3.1E und F). Dieser
Bereich umfasst sowohl Endigungen prasynaptischer Neuronen der LA, die aus kortikalen
und thalamischen Regionen stammen, als auch die dentritischen und axonalen Fortsatze
der postsynaptischen Neuronen der LA. Zum anderen zeigen die Daten auch eine deutliche
Expression der cGKI im Zytosol der postsynaptischen Neuronen der LA. Damit legen diese
Daten nahe, dass fur den NO/cGMP/cGKI-Signalweg ebenso pra- als auch postsynaptische
Mechanismen denkbar sind. Auf diese Weise konnte -wie auch im Hippocampus
beschrieben- eine cGKI-Aktivierung auf der prasynaptischen Seite zu einer Mobilisierung
von Vesikeln und damit zu einer gesteigerten Transmitterfreisetzung fuhren (Zhuo et al.,
1994; Arancio et al., 1995; Hawkins et al., 1998; Wang et al., 2005). Als mdoglicher
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Downstream-Effektor der cGKIl in Hippocampusneuronen wird VASP diskutiert (Arancio et
al.,, 2001; Wang et al., 2005), welches auf die Dynamik des Zytoskeletts regulierend
einwirken kann. Zudem konnte in anderen Zellsystemen auch RhoA als cGKI-Substrat
identifiziert werden (Sauzeau et al., 2000; Gudi et al., 2002). Diese RhoGTPase, fur die
bereits eine Funktion fur das Amygdala-abhangige Lernen beschrieben wurde (Lamprecht
et al.,, 2002), ist ebenfalls an Actin-vermittelten Prozessen beteiligt, mdglicherweise in
Zusammenwirken mit VASP (Grosse et al., 2003). Diese raschen Umstrukturierungen von
prasynaptischen Proteinen begleiten die Induktion der LTP (Antonova et al., 2001). Es ist
bekannt, dass der NO/cGMP/cGK-Signalweg aktivitatsabhangig zu ahnlichen
Veranderungen des Zytoskeletts und damit zu einer Anreicherung von synaptischen
Proteinen wie Synapsin | oder Synaptophysin fuhrt (Antonova et al., 2001; Wang et al.,
2005). Diese Arbeiten indizieren, dass die cGKI durch eine Phosphorylierung von VASP
modulierend auf die prasynaptische Transmitterfreisetzung wirken kann.

Daneben kommt auch a-Synuclein als Downstream-Effektor des NO/cGMP/cGK-Signals in
Betracht (Liu et al., 2007). Es wurde gezeigt, dass der NO/cGMP/cGK-Signalweg eine
synaptische Aggregation von a-Synuclein auslost, was mit einer Potenzierung der
synaptischen Transmission verbunden ist (Liu et al., 2004). Auch fir die Plastizitat in der
Amygdala und das Angstlernen wurde gezeigt, dass synaptische Umstrukturierungen
notwendig sind (Lamprecht and LeDoux, 2004; Lamprecht et al., 2006a; Lamprecht et al.,
2006b; Ploski et al., 2008). Diese oben beschriebenen Mechanismen Uber VASP, RhoA
oder o-Synuclein waren auch in der LA denkbar, mit welchen die cGKI auf die
prasynaptische Plastizitat Einfluss nehmen konnte.

Parallel dazu wird diskutiert, dass das NO/cGMP-Signal seine Wirkung Uber die cGKI auch
auf der postsynaptischen Seite entfalten kann. So wurde fir die LTP-Induktion im
Hippocampus gezeigt, dass die NO/cGMP/cGK-Transduktion zu einer CREB-abhangigen
Proteinsynthese in der Postsynapse beitragt (Lu et al., 1999; Lu and Hawkins, 2002). Die
immunhistochemischen Daten dieser Arbeit legen nahe, dass auch in der Amygdala
postsynaptische Mechanismen der cGKI mdglich sind. Tatsachlich konnte eine kurzlich
erschienene Studie von Ota et al. (2008) belegen, dass die postsynaptische Injektion eines
cGK-Inhibitors die LTP in der LA hemmt. Dieser Befund bekraftigt die Annahme, dass der
cGMP/cGK-Signalweg zumindest teilweise zur postsynaptischen Komponente der
synaptischen Plastizitat in der LA beitragt.

Allerdings stellen die Ergebnisse in dieser Arbeit nur Hinweise daflr dar, dass die cGKI
sowohl pra- als auch postsynaptisch in der LA lokalisiert ist. Um eine klare Aussage uber

den Expressionsort der cGKI zu treffen, ware eine Ko-Lokalisation mit pra- oder post-
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synaptischen Markern notwendig, wie es auch schon fur kultivierte Hippocampusneuronen
gezeigt wurde (Burette et al., 2002; Wang et al., 2005). Weitere interessante Hinweise,
welche einen mdglichen Mechanismus des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs in der Amygdala
unterstitzen wurden, waren Ko-Lokalisationsstudien der cGKI mit upstream-Proteinen wie
der sGC oder NOS, welche bisher jedoch noch nicht erbracht wurden. Daher kann lediglich
festgehalten werden, dass sich die hier beschriebenen Expressionsdaten der cGKI mit dem

Expressionsmuster der nNOS aus der Arbeit von Schafe et al. (2005) decken.

Desweiteren konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass es sich bei der
Expression der cGKI in der Amygdala um die B-Isoform handelt (Abb. 3.2). Dieser Befund
steht in Ubereinstimmung mit den bisherigen Angaben, dass die cGKIB-Isoform im Gewebe
des Grof3hirns gegenuber der a-lsoform tberwiegt (Geiselhoringer et al., 2004; Feil et al.,
2005b). Da die beiden Isoformen z. T. unterschiedliche Substratselektivitat besitzen (siehe
Hofmann et al., 2006), kann dieser Befund zuklnftig eventuell Hinweise bei der Suche nach
moglichen Zielproteinen der cGKIf in der Amygdala liefern.

Die Daten belegen aulierdem, dass auch die cGK Typ Il in der Amygdala exprimiert wird
(Abb. 3.2). Im Gegensatz zur cGKI konnte jedoch fur die cGKIl keine Funktion fur die LTP-
Induktion in der LA oder das Angstlernen nachgewiesen werden (Paul et al., 2008). Anhand
dieser Daten kann jedoch ausgeschlossen werden, dass es in cGKI-KO Tieren durch das
Fehlen der cGKI zu einer Hochregulation der cGKIl kommt, was eventuelle Defizite beim
cGKI-KO kompensieren kdnnte.

Im Rahmen der Expressionsanalysen konnte auch eindeutig belegt werden, dass cGKI-
rescue Tiere kein cGKI-Protein in neuronalem Gewebe exprimieren und damit einen
Knockout fur cGKI im Gehirn darstellen (Abb. 3.3). Aufgrund dessen war es moglich, die
cGKl-rescue Tiere in den darauffolgenden Experimenten auch als cGKI-defiziente Tiere

einzusetzen.

4.2 Die Rolle der cGKI fiir synaptische Plastizitat in der lateralen

Amygdala

Die LA stellt eine Schlusselkomponente bei der Angstkonditionierung dar. Da die ver-
schiedenen sensorischen Informationen auf den Neuronen der LA konvergieren, nimmt
man an, dass sie den Ort darstellt, an welchem synaptische Plastizitat wahrend der

Konditionierung stattfindet (Blair et al., 2001; Sigurdsson et al., 2007). Um einen besseren
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Einblick in die generellen Grundlagen der Gedachtnisbildung zu erhalten, werden die
molekularen Mechanismen, die zu diesen synaptischen Veranderungen beitragen, intensiv
erforscht. Ein beliebtes Modell fur diese Untersuchungen stellt die LTP dar, da zahlreiche
Parallelen zwischen den Mechanismen der LTP und den Vorgangen von Lernen und
Gedachtnis zu beobachten sind. Eine ganze Reihe von bisher veroffentlichten Daten legen
eine Bedeutung des NO/cGMP-Signalwegs sowohl fiir das Amygdala-abhangige
Lernverhalten als auch fur die Entstehung der LTP in der Amygdala nahe (Chien et al.,
2003; Chien et al., 2005; Schafe et al.,, 2005; Ota et al.,, 2008). Als ein wichtiges
Transduktionsmolektil des NO/cGMP-Signals dient die cGKI. Ein Hauptgegenstand dieser
Arbeit war es, die funktionelle Bedeutung der cGKI fur die Modulation der synaptischen
Plastizitat in der LA zu untersuchen.

Tatsachlich zeigen die hier beschriebenen Experimente eine wichtige Funktion der cGKI fir
die synaptische Plastizitat in der LA. Dieser Befund basiert auf Messungen der LTP in der
LA mit Hilfe von cGKIl-defizienten Mauslinien (Abb. 3.5). Diese Messungen ergaben eine
signifikante Reduktion der LTP in den cGKI-KO Tieren im Vergleich zu den Kontroll-Tieren.
Dieser Defekt trat sowohl im thalamischen als auch im kortikalen Input auf.

Um auszuschlielen, dass dieser beobachtete Defekt der cGKI-Nullmutanten auf einer
gestorten zerebralen Durchblutung aufgrund vaskularer Dysfunktionen (Pfeifer et al., 1998)
beruht, wurden die LTP-Messungen mit dem cGKIl-rescue Mausmodell wiederholt. Da sich
diese Mauslinie durch eine Re-Expression der cGKI in Blutgefalten auszeichnet (Abb. 3.3),
sind Durchblutungsstérungen wie sie bei den Nullmutanten auftreten kénnten, nicht zu
erwarten. In der Tat bestatigten die LTP-Messungen mit der cGKl-rescue Mauslinie die
Ergebnisse der Nullmutanten: die cGKIl-defizienten Rescue-Tiere zeigten wie die cGKI-
Nullmutanten eine verminderte LTP im thalamischen wie auch im kortikalen Input zur LA im
Vergleich zu den Kontroll-Tieren auf.

Diese Befunde stehen im Einklang mit anderen Studien zur Rolle des NO/cGMP-
Signalwegs flr die synaptische Plastizitat in der LA. Die Arbeitsgruppe von Schafe et al.
(2005) konnte zeigen, dass die LTP in der LA durch NOS-Inhibitoren und NO-Fangern
hemmbar ist. Ebenso kann die LTP durch Erhéhung des cGMP-Spiegels mit Hilfe eines
sGC-Aktivators gesteigert werden (Chien et al., 2003). In Ubereinstimmung zu den
Ergebnissen dieser Arbeit konnte durch Ota et al. (2008) belegt werden, dass die LTP in
der LA durch Aktivierung bzw Hemmung des NO/cGMP/cGK-Signalwegs entsprechend
gesteigert bzw. reduziert werden kann. Allerdings lassen sich auch Abweichungen zu den
Daten von Watanabe et al. (1995) und Ota et al. (2008) feststellen, die eine Funktion des
NO/cGMP/cGK-Signalwegs fir den kortikalen Input nicht darlegen konnten. Grinde fur die
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kontroversen Ergebnisse liegen moglicherweise darin, dass unterschiedliche Stimulations-
protokolle zur Auslésung der LTP sowie auch unterschiedliche Spezies wie Ratte und Maus

verwendet wurden.

Ein allgemein diskutierter Gegenstand ist die Frage, inwiefern pra- oder postsynaptische
Komponenten fur die Ausbildung der LTP in der LA verantwortlich sind. Im Hinblick auf die
Untersuchungen dieser Arbeit stellt sich entsprechend die Frage, ob die cGKI pra- oder
postsynaptisch bei der LTP-Induktion in der LA agiert. Anhand der hier vorgestellten LTP-
Messungen mit den verschiedenen genetischen Mausmodellen lassen sich jedoch keine
Ruckschlisse auf diese Fragestellung ziehen. Im Gegensatz dazu lieferten verschiedene
pharmakologische Studien Indizien fur eine Rolle des NO als retrograder Messenger. Diese
Hinweise beruhen auf dem Befund, dass sich die LTP in der LA durch einen nicht
membrangangigen NO-Scavanger inhibieren lie3 (Watanabe et al., 1995; Schafe et al.,
2005). In Ergéanzung dazu zeigt die Studie von Schafe et al. (2005), dass die PPF durch die
Induktion der LTP im thalamischen Input reduziert wird. Da dieser Parameter im
wesentlichen auf eine prasynaptische Funktion zurtickzufuhren ist (Zucker, 1989), zeigen
diese Daten, dass eine prasynaptische Komponente im thalamischen Input zur LTP-
Induktion beitragt. Fir die LTP Uber die kortikalen Afferenzen konnte ebenfalls eine
prasynaptischen Beteiligung nachgewiesen werden (Huang and Kandel, 1998).

Kdrzlich konnte jedoch die Vermutung bestatigt werden, dass die LTP uber den
NO/cGMP/cGK-Signalweg zumindest teilweise auch Uber postsynaptische Mechanismen
ablauft. Die Studie von Ota et al. (2008) zeigte, dass eine postsynaptische Injektion eines
cGK-Inhibitors in LA-Neuronen zur Reduktion der LTP fuhrte. Die immunhistochemischen
Daten der vorliegenden Arbeit, die ebenfalls eine postsynaptische Expression der cGKI
nahe legen, unterstitzen zusatzlich die Annahme, dass die cGKIl bei einem
postsynaptischen Mechanismus beteiligt ist.

Weitere Punkte, die zur Beurteilung Uber eine pra-oder postsynaptischen Position der cGKI
dienen, sind die Parameter der IOR und der PPF. Diese Parameter geben in erster Linie
Auskunft Uber prasynaptische Funktionen. Keine dieser Messungen zeigte einen signifi-
kanten Unterschied zwischen cGKI-KO, cGKIl-rescue oder Kontroll-Tieren (Abb. 3.4). Dieser
Befund spricht gegen eine kritische Funktion der cGKI fur die basale prasynaptische
Transmitterfreisetzung oder fir eine kurzfristige Plastizitat der Prasynapse. Die Auswirkung
der LTP-Induktion auf die PPF wurde im Rahmen dieser Experimente nicht ermittelt. Diese
Daten wirden weitere Hinweise fur eine pra- oder postsynaptische Beteiligung der cGKI bei

der Entstehung der LTP liefern.
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Weiterhin war bei den LTP-Messungen festzustellen, dass sich der Unterschied zwischen
den Genotypen nicht gleich in den ersten Minuten nach dem Tetanus zeigte, sondern sich
meist erst im Laufe der Messungen entwickelte. Dieser Befund deutet an, dass die cGKI
von grof3erer Bedeutung fur die spate Phase, d.h. fur die Aufrechterhaltung der LTP als fur
die Induktion der LTP ist. Wie Studien an Hippocampuspraparaten gezeigt haben, gibt es
zwei verschiedene Phasen der LTP, welche sich durch unterschiedliche molekulare
Mechanismen auszeichnen (zur Ubersicht siehe Citri and Malenka, 2008). Dem LTP-
induzierenden Tetanus schlieRt sich zunachst die initiale Phase (,early LTP®) an. Darauf
folgt die spate Phase der LTP (,late LTP®), welche im Gegensatz zur initialen Phase RNA-
und Proteinbiosynthese-abhangig ist und der Stabilisierung der eingeleiteten synaptischen
Veranderungen dient (Huang et al., 1994; Nguyen and Kandel, 1996). Interessanterweise
konnte bereits ein Zusammenhang zwischen dem NO/cGMP/cGK-Signal und neuronaler
Transkription in Hippocampusneuronen hergestellt werden. Es konnte gezeigt werden, dass
eine LTP-Induktion dber die NO/cGMP/cGK-Signalkaskade eine CREB-vermittelte
Transkription in der postsynaptischen Zelle auslost. (Lu et al.,, 1999; Lu and Hawkins,
2002). Ein entsprechender Mechanismus fur die cGKl-vermittelte synpatische Plastizitat
ware auch in der Amygdala denkbar und wurde daher im Rahmen dieser Arbeit untersucht

(s. u.).

Zusammenfassend weisen die elektrophysiologischen Experimente auf eine wichtige
Funktion der cGKI fur die LTP in der LA hin. Wahrend der Verlust der cGKI eine reduzierte
LTP in der LA von cGKI-defizienten Tieren hervorrief, waren die Parameter der basalen
synaptischen Ubertragung bei diesen Tieren unverandert. Dieser Befund spricht dafiir, dass
die bei cGKl-defizienten Tieren beobachteten Defekte der LTP tatsachlich auf Defizite der
aktivitatsabhangigen synaptischen Plastizitat nach tetanischer Stimulation beruhen. Daraus
folgt, dass die cGKIl als ein malgeblicher Effektor in der NO/cGMP-vermittelten

synaptischen Modulation in der LA fungiert.

4.3 Die Funktion der cGKIl fur das assoziative Angstgedachtnis

Man nimmt an, dass die aktivititsabhangigen Anderungen der synaptischen Ubertragung in
der Amygdala und die daran beteiligten molekularen Mechanismen die Grundlage des

assoziativen Lernens wahrend der Angstkonditionierung darstellen (Rogan et al., 1997,
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Schafe et al., 2001; Maren and Quirk, 2004; Sigurdsson et al., 2007). Um zu ermitteln, ob
sich der beobachtete Defekt in der LTP bei cGKI-defizienten Tieren durch Defizite im
Amygdala-abhangigen Lernverhalten widerspiegelt, wurde eine umfassende Analyse der
Pawlowschen Angstkonditionierung durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Versuche wurde die
Bildung eines assoziativen Angstgedachtnisses von cGKI rescue Tieren eingehend
untersucht.

Die Ergebnisse zeigen zum ersten Mal mit Hilfe eines cGKI-defizienten Mausmodells, dass
die cGKIl eine kritische Rolle fur die Konsolidierung eines assoziativen Angstgedachtnisses
spielt. Dieser Befund beruht auf der Tatsache, dass der Verlust des cGKI-Proteins im
Gehirn zu einem signifikant verringerten Freezing-Verhalten wahrend der Prasentation des
konditionierten Tons flhrte (zweifaktorielle Varianzanalyse mit Genotyp x Ton: F( 62) = 8,67,
p = 0,004). Wahrend der Konditionierung kommen eine Vielzahl unterschiedlicher Prozesse
wie Akquisition, Konsolidierung, Rekonsolidierung und Extinktion zum Tragen. Um
auszumachen, bei welchem dieser Prozesse der NO/cGMP/cGKI-Signalweg eine Rolle
spielt, ware eine zeitlich begrenzte Inaktivierung der cGKIl winschenswert. Diese
Moglichkeit ist allerdings durch die Verwendung des cGKl-rescue Mausmodells nicht
gegeben. Jedoch weisen die Daten darauf hin, dass die cGKI-defizienten Tiere Defizite im
Langzeitgedachtnis aufweisen, wahrend das Kurzzeitgedachtnis unverandert ist. Daraus ist
einerseits zu schliel®en, dass das Vorhandensein der cGKI fur die Akquisition sowie die
Prozesse des Kurzzeitgedachtnisses nicht notwendig ist. Andererseits lasst sich
schlussfolgern, dass der beobachtete Phanotyp der cGKl-rescue Mause vielmehr aus
einem Defekt der Gedachtniskonsolidierung hervorgeht. Daher Iasst sich eine Rolle der
cGKIl fur die Proteinsynthese-abhangige Umwandlung des Kurzzeit- in das Langzeit-
gedachtnis vermuten. Dieser Ruckschluss wurde ermdglicht, indem jede einzelne Kohorte
zu einem einzigen Zeitpunkt (2 h, 1 Tag oder 7 Tage) nach der Konditionierung untersucht
wurde, was einen Einfluss der Extinktion und der Rekonsolidierung ausschlief3t.
Uberraschenderweise ~ wurde bei einer Varianzanalyse fir die  Faktoren
Genotyp x Ton x Zeit eine Signifikanz knapp verfehlt. Eine mdgliche Erklarung dafir ware
die ungenugende statistische Teststarke: das Freezing-Verhalten zu den verschiedenen
Zeitpunkten wurde nicht an den gleichen Gruppen wiederholt, sondern wie erwahnt fur
jeden Zeitpunkt an separaten Kohorten untersucht. Dadurch erhoht sich die Variabilitat
zwischen den Daten von den unterschiedlichen Zeitpunkten, was eine groflere
Gruppenstarke erfordert hatte. Aus diesem Grund wurde zusatzlich eine statistische
Analyse mit Hilfe des Students t-Test fur jeden einzelnen Zeitpunkt durchgefuhrt. Diese

ergab eine signifikant reduzierte Freezingreaktion der Rescue-Tiere an Tag 1 (Abb. 3.11)
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und Tag 7 (Abb. 3.12). Im Gegensatz dazu ergab sich 2 Stunden nach der Konditionierung
kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (Abb. 3.10). Dies impliziert ein
Defizit des Langzeitgedachtnisses, wahrend die Funktion des Kurzzeitgedachtnisses intakt
ist. Aus diesem Grund sprechen die beobachteten zeitabhangigen Veranderungen des
Gedachtnisses fur veranderte Mechanismen der Konsolidierung. Tatsachlich entwickelte
sich der Phanotyp der cGKIl-rescue Mause in dem Zeitfenster, welcher fur die Gedachtnis-

konsolidierung in der Amygdala bendétigt wird (bis zu 2 Tagen, siehe Sacchetti et al., 1999).

Der Befund dieser Verhaltensversuche steht im Einklang mit den Arbeiten anderer Autoren.
Schafe et al. (2005) belegte mit Hilfe intra-amygdalarer Infusionen von NOS-Inhibitoren und
NO-Fangern eine kritische Rolle von NO in der Amygdala fir die Konsolidierung des Angst-
gedachtnisses. Ebenso kénnen die Ergebnisse von Ota et al. (2008) bestatigt werden,
welche ebenfalls durch intra-amygdalare Infusionen eines cGK-Inhibitors zeigten, dass die
Aktivitat der cGK in der Amygdala fur eine Konsolidierung des Angstgedachtnisses bendtigt
wird. Die pharmakologischen Methoden besalien jedoch den Nachteil, dass zwischen
einem cGKI- oder cGKll-vermittelten Effekt nicht unterschieden werden konnte. Daher
untermauern die hier vorgestellten Resultate nicht nur die bisher beschriebene Rolle des
NO/cGMP-Signalwegs fur die Amygdala-abhangige Gedachtnisfunktion, sondern liefern
dank der selektiven genetischen Inaktivierung der cGKI zusatzlich die Erkenntnis, dass es
sich um cGK Typ | handelt, welche diese Funktion vermittelt. Im Gegensatz dazu lieRen
sich entsprechende Phanotypen bei cGKII-KO Mausen nicht feststellen (Paul et al., 2008).
Mit den Expressionsanalysen lief3 sich ferner darlegen, dass es sich um die IB-Isoform der

cGKI handelt, welche in der LA exprimiert wird.

Mit diesen hier vorgestellten Analysen wurde die Rolle des NO/cGMP/cGKI-Signalwegs fur
das auditorische Angstgedachtnis zum ersten Mal mit Hilfe des cGKI_rescue Mausmodells

untersucht. Frilhere Analysen von konditionellen cGKI-KO (cGKI™®

) Tieren, die mit Hilfe
des Cre/loxP-Systems generiert wurden, fuhrten zu keinem Phanotyp im auditorischen oder
kontextuellen Gedachtnis (Kleppisch et al., 2003). Allerdings ist die Rekombination bei der
dabei verwendeten NEX-Cre-Deleter Mauslinie lediglich im Neokortex und im Hippocampus
effizient und dagegen nur schwach im Bereich der Amygdala (Schwab et al., 2000). Die
cGKIl-rescue Mauslinie zeichnet sich allerdings durch einen vollstandigen Verlust des cGKI-
Proteins im gesamten neuronalen Gewebe aus. Interessanterweise spiegelt sich der
Unterschied zwischen diesen beiden Mausmodellen in einem unterschiedlichen Verhaltens-

phanotyp wider: ausschlieBlich bei cGKl-rescue Tieren wurde ein Defekt im assoziativen
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auditorischen Angstgedachtnis, einer Amygdala-abhangigen Funktion, beobachtet.
Bemerkenswerterweise war das kontextuelle Gedachtnis bei den Rescue-Tieren
unbeeinflusst. Eine dreifaktorielle Varianzanalyse der Freezingzeiten im Konditionierungs-
kontext konnte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte eine Interaktionen feststellen
(Genotyp: F137=0,05, p =0,74; Genotyp x Kontext: F137=0,83, p = 0,37;
Genotyp x Kontext x Zeit: F137 =0,05, p=0,82). Zum einen zeigen die Daten, dass der
Verlust der cGKI einen selektiven Defekt einer Amygdala-abhangigen Funktion auslést und
nicht zu einer generellen Beeinflussung des Gedachtnisses fuhrt. Zum anderen
unterstitzen diese Daten -zusammen mit dem Expressionsmuster der cGKI in der
Amygdala und dem Defekt der LTP in der LA- die Ansicht, dass die Amygdala eine
selektive Funktion fir das Angstgedachtnis besitzt. Umgekehrt unterstreicht das intakte
kontextuelle Gedachtnis der cGKl-rescue Tiere, dass es sich dabei um eine Aufgabe
handelt, welche vom Hippocampus und der basolateralen Amygdala abhangt (Morris et al.,
1982; Sacchetti et al., 1999)

Es ist durchaus mdglich, dass die cGKIl auch Einfluss auf das grundlegende Verhalten der
Versuchstiere hat. Um auszuschliel3en, dass die beobachteten unterschiedlichen Freezing-
Reaktionen der cGKl-rescue Tiere auf einem veranderten basalen Verhalten beruhen,
wurde das Angst-assoziierte Verhalten dieser Mauslinie eingehend analysiert. Dazu wurden
die Tiere im Open Field, Elevated Plus Maze und in der Light-Dark Box untersucht (Abb.
3.6 bis Abb. 3.8). Keiner dieser Tests zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen
cGKl-rescue Tieren und ihren Kontrollen. Daher sprechen die Ergebnisse gegen eine
Funktion der cGKI fur die lokomotorische Aktivitdt oder das naturliche Angstverhalten der
Tiere. Es wurde lediglich eine leichte Tendenz der cGKl-rescue Tiere beobachtet, den
offenen Arm des Elevated Plus Mazes seltener zu betreten als die Kontrollen. Ein ahnlicher
Befund ist in der Arbeit von Monzon et al. (2001) beschrieben, welche zeigt, dass sich eine
intra-amygdalare Applikation eines NOS-Inhibitors anxiogen auswirkt. Allerdings wirde dies
eher ein erhdhtes Freezingverhalten der cGKl-defizienten Tiere wahrend der Angst-
konditionierung implizieren, was jedoch nicht der Fall war. Aulerdem kommt noch hinzu,
dass die cGKl-rescue Tiere beim Test in der Light-Dark Box erstaunlicherweise eine
umgekehrte Tendenz als bei EPM zeigten, d.h. sie betraten das helle Kompartiment etwas
haufiger als ihre Kontrollen. Zusammenfassend liefern die Daten daher in ihrer Gesamtheit
keine eindeutigen Hinweise dafur, dass das grundlegende Angstverhalten der cGKl-rescue

Tiere verandert ist.
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Dem zellularen Modell der Pawlowschen Konditionierung zufolge, beruht die Bildung des
auditorischen Angstgedachtnisses auf einer Potenzierung der auditorischen Inputs zur LA
durch eine gleichzeitige Aktivierung eines starken Inputs (Sigurdsson et al., 2007). In den
hier beschriebenen Experimenten diente ein elektrischer Fuldschock als starker, aversiver
Stimulus. Da das Niveau der Freezing-Reaktion unter anderem auch von der Intensitat des
aversiven Reizes abhangt (Kamprath and Wotjak, 2004), kénnte eine verringerte Freezing-
Reaktion moglicherweise auf einer defekten Schmerzwahrnehmung der cGKl-rescue Tiere
beruhen. Allerdings sprechen die Ergebnisse in vieler Hinsicht dagegen. Zunachst belegen
verschiedene Arbeiten in der Literatur, dass die cGMP/cGK-Transduktion keine Rolle fur die
akute Schmerzwahrnehmung spielt (Tegeder et al., 2004; Schmidtko et al., 2008).
Aulerdem zeigen die cGKl-rescue Tiere ein intaktes Kurzzeitgedachtnis und ein normales
kontextuelles Gedachtnis. Auch die unmittelbare Reaktion beim Einsetzen des
konditionierten Tons war bei Rescue Tieren und Kontrollen zunachst noch gleich; der
Unterschied im Freezing-Verhalten trat erst im Verlauf der Tonprasentation auf (Abb. 3.11
und Abb. 3.12, Mitte). Beides deutet auf eine unveranderte Schmerzwahrnehmung des
FuBschocks hin. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die akute Schmerzschwelle
bezuglich eines elektrischen FuRschocks, wie er auch fur die Konditionierung verwendet
wurde, bei den cGKl-rescue Tieren nicht vermindert war (Abb. 3.9). Zusammenfassend
bestatigen die Daten, dass das verringerte Freezing-Verhalten der cGKl-rescue Tiere aus
einem selektiven Defekt des Amygdala-abhangigen Gedachtnisses hervorgeht und nicht

auf einer beeintrachtigten Verarbeitung der Ton-/Schock-Stimuli beruht.

Bei der Durchfuhrung der Angstkonditionierung ist zu bertcksichtigen, dass neben den
assoziativen Gedachtniskomponenten auch nicht-assoziative Anteile entstehen, welche das
Angstverhalten der Tiere beeinflussen konnen (Kamprath and Wotjak, 2004). Diese nicht-
assoziative Komponente wird durch das aversive Erlebnis des Fu3schocks hervorgerufen
und spiegelt sich im generellen Angstverhalten der Tiere wider. Dieses Phanomen, das als
Sensitisierung bezeichnet wird, kann sich auf das Freezing-Verhalten wahrend der
Angstkonditionierung auswirken. Um zu ermitteln, inwiefern die nicht-assoziative
Komponente zu der verringerten Freezing-Reaktion der cGKl-rescue Tiere beitragt, wurde
das Angstverhalten dieser Mauslinie nach einer Sensitisierung mittels Fulschock
untersucht. Dabei zeigte sich interessanterweise, dass sensitisierte cGKl-rescue Tiere mit
einer gleich starken Angstantwort auf den Ton wie ihre Kontrollen reagierten (Abb. 3.13).
Daher ist davon auszugehen, dass die nicht-assoziative Komponente nach einer

FuRschock-Konditionierung bei cGKl-rescue Tieren und ihren Kontrollen in gleichem Malde
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zur Freezing-Reaktion beitragt. Folglich unterstutzt dieser Befund die Annahme, dass die
cGKI selektiv fur die Bildung eines assoziativen Gedachtnisses in der Amygdala von

Bedeutung ist.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der Angstkonditionierung darauf hin, dass die
cGKI-defizienten Tiere ein normales kontextuelles Gedachtnis ausbilden, jedoch ein
selektives Defizit im assoziativen auditorischen Angstlernen aufweisen. Die Daten weisen
ferner darauf hin, dass die cGKI einen Einfluss auf die Mechanismen der Konsolidierung,
das heildt, der Umwandlung des Kurzzeit- in das Langzeitgedachtnis, besitzt. Damit stellt
die cGKIl ein wichtiges Downstream-Element des NO/cGMP-Signalwegs fur die Konsoli-
dierung des assoziativen Angstgedachtnisses und der synaptischen Plastizitat in der LA

dar.

44 CREB-Phosphorylierung als moglicher cGKl-vermittelter

Signaltransduktionsmechanismus

Eine Fulle von Daten belegt, dass sowohl die Konsolidierung als auch die Rekonsolidierung
des Angstgedachtnisses von der RNA-und Proteinbiosynthese in der Amygdala abhangen
(Impey et al., 1998; Schafe et al., 1999; Schafe and LeDoux, 2000; Hall et al., 2001; Lin et
al., 2001; Stanciu et al., 2001; Wei et al., 2002; Han et al., 2007; Duvarci et al., 2008). Eine
wesentliche Rolle scheint dabei der Transkriptionsfaktor CREB zu spielen, welchem
generell eine wichtige Funktion fur das Langzeitgedachtnis und die synaptische Plastizitat
zugeschrieben wird (zur Ubersicht siehe Lamprecht, 1999). Interessanterweise konnte
bereits ein Zusammenhang zwischen der NO/cGMP/cGK-Signalkaskade und neuronaler
Transkription gezeigt werden (Lu et al., 1999; Lu and Hawkins, 2002; Nagai-Kusuhara et
al., 2007). Diese Studien demonstrieren, dass die Paradigmen der LTP-Induktion im
Hippocampus Uber einen NO/cGMP/cGK-vermittelten Mechanismus zur Phosphorylierung
von CREB fuhren (Lu et al., 1999; Lu and Hawkins, 2002).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit liefern einen Hinweis, dass auch in der
Amygdala eine cGKl-vermittelte Transkription stattfinden kann. Die Ergebnisse indizieren,
dass eine Aktivierung der cGKI in einer erhohten CREB-Phosphorylierung in der LA
resultiert (Abb. 3.14). Da dieser Effekt in Praparaten von cGKI-KO ausblieb, ist davon

auszugehen, dass es sich tatsachlich um einen cGKI-vermittelten Mechanismus handelt.
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Eine Kreuzaktivierung der PKA oder anderer cGMP-Effektoren (wie z. B. CNG-Kanale oder
cGKIl) ist daher auszuschlief3en. Eine anschlieRende CREB-abhangige Transkription stellt
einen potentiellen Mechanismus dar, Uber welchen die NO/cGMP/cGKI-Signalkaskade
modulierend auf die Gedachtniskonsolidierung in der Amygdala Einfluss nehmen konnte.
Daruberhinaus liefert dieses Experiment ein weiteres Indiz dafur, dass die cGKI auch an
postsynaptischen Prozessen beteiligt ist, was durch die Expressionsdaten dieser Arbeit
ebenfalls suggeriert wird. Allerdings bleiben die genauen Mechanismen, wie es im Detalil
zur cGKl-vermittelten CREB-Aktivierung kommt, noch unklar.

Zum einen ware die Mdglichkeit einer direkten Aktivierung von CREB gegeben, da CREB
eine Phosphorylierungsstelle fur die cGKI in vitro besitzt (Colbran et al., 1992). In Zellkultur-
versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass die cGKI direkt mit CREB interagiert und
somit zur Transkription fuhrt (Gudi et al., 1996; Gudi et al., 2000). Fir diesen Mechanismus
ware eine nukleare Translokation der cGKI notwendig. Die Datenlage dazu ist jedoch
kontrovers: wahrend einige Arbeitsgruppen eine Translokation in den Zellkern nachweisen
konnten (Gudi et al., 1996; Gudi et al., 2000; Casteel et al., 2008; Sugiura et al., 2008),
schlieBen andere Autoren diese Moglichkeit aus (Collins and Uhler, 1999; Browning et al.,
2001; Feil et al., 2002). Es ist auch noch nicht gezeigt, dass diese Interaktion in neuronalem
Gewebe stattfindet.

Eine weitere Moglichkeit stellt die indirekte Aktivierung von CREB dar. Die Arbeit von Lu
and Hawkins (2002) demonstriert, dass es zur cGMP-vermittelten Ca®*-Freisetzung aus
intrazellularen Speichern Uber Aktivierung von Ryanodinrezeptoren kommt. Diese
Ryanodinrezeptoren 6ffnen sich durch Bindung ihres endogenen Liganden zyklische ADP-
Ribose (cADPR). Die cADPR-Konzentration kann durch den NO/cGMP/cGKI-Signalweg
gesteigert werden, da die cADP-Ribozyklase ein Substrat der cGKI darstellt (Galione et al.,
1993; Willmott et al., 2000). Die Offnung von Ryanodinrezeptoren bewirkt eine
langanhaltende Amplifizierung des Ca**-Signals in der postsynaptischen Zelle, was eine
Vorraussetzung fur die CREB-Phosphorylierung darstellt (Bito et al., 1996; Deisseroth et al.,
1996). Durch den Anstieg der Ca®*-Konzentration kénnen weitere Proteinkinasen aktiviert
werden, welche dann schlieBlich zur CREB-Phosphorylierung fihren. So wurde durch
Schafe et al. (2000) gezeigt, dass die durch einen Ca®*-Einstrom aktivierte ERK/MAPK-
Transduktion wesentlich zur Gedachtniskonsolidierung in der Amygdala beitragt, vermutlich
uber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB. Interessanterweise konnte in der
kirzlich erschienenen Arbeit von Ota et al. (2008) ebenfalls gezeigt werden, dass der
NO/cGMP/cGK-Signalweg eine Aktivierung von ERK/MAP-Kinase in der Amygdala

induziert. Auf diese Weise kann eine CREB-abhangige Transkription ausgelést und das
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Angstgedachtnis konsolidiert werden. Die Aktivitat von CREB in einzelnen Neuronen
entscheidet mafigeblich, ob diese Zellen in den neuronalen Schaltkreis wahrend der
Angstkonditionierung eingebunden werden (Han et al., 2007). Mit einer CREB-abhangigen
Transkription steht ein potentieller Mechanismus zur Verflgung, mit welchem der
NO/cGMP/cGKI-Signalweg in den Neuronen der LA eine Konsolidierung des
Angstgedachtnisses und die zugrundeliegende synaptische Plastizitat in der Amygdala

vermitteln kann.

Allerdings sind noch weitere Experimente notwendig, um die Mechanismen der
NO/cGMP/cGK-Signalkaskade und ihre Effektoren in der Amygdala zu identifizieren. Die
hier gezeigten Daten stellen lediglich ein Indiz fur eine cGKl-vermittelte Transkription via
CREB dar, da nur die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors untersucht wurde. Um
diesen Mechanismus hinreichend abzusichern, muss vielmehr nachgewiesen werden, dass
es durch diese Signaltransduktion auch tatsachlich zur Genexpression in den LA-Neuronen
kommt. Ein weiterer interessanter Punkt ware zu untersuchen, ob der NO/cGMP/cGKI-
Signalweg auch in vivo, z. B. nach einer Angstkonditionierung, zur CREB-abhangigen
Transkription und damit zur Konsolidierung in der Amygdala fuhrt. Ein entsprechender
Befund wuirde letztendlich eine Beteiligung der cGKI bei dem sogenannten ,synapse to
nucleus-signaling” (Deisseroth et al., 1996) unterstitzen und die Rolle der cGKIl fur die

Gedachtniskonsolidierung festigen.
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5 Zusammenfassung

Zahlreiche Arbeiten in der Literatur unterstutzen die Hypothese, dass aktivitatsabhangige
Anderungen der synaptischen Ubertragung die Grundlage von Lernen und Gedachtnis
bilden. Dabei stellt das Paradigma der Pawlowschen Angstkonditionierung ein geeignetes
Modell dar, mit welchem die zugrundeliegenden synaptischen Mechanismen untersucht
werden konnen (zur Ubersicht siehe Sigurdsson et al., 2007). Die entscheidende Rolle fiir
diese assoziative Form des Lernens spielt die Amygdala, in welcher die verschiedenen
sensorischen Informationen wahrend der Konditionierung konvergieren (LeDoux, 2000;
Maren, 2001). Der NO/cGMP-Signalweg gilt als ein wichtiger molekularer Mechanismus fur
die neuronale Modulation (Schuman and Madison, 1994; Feil and Kleppisch, 2008). Auch
fur die synaptische Plastizitat in der Amygdala hat dieser Signalweg eine Bedeutung. So
konnte gezeigt werden, dass die Entstehung des Botenstoffs NO in der Amygdala in die
Bildung eines Angstgedachtnisses involviert ist (Schafe et al., 2005; Sato et al., 2006). Ein
wichtiger Downstream-Effektor des NO/cGMP-Signals ist die cGK. Diese Proteinkinase wird
durch zwei Gene kodiert, aus welchen die cGK Typ | und Il hervorgehen. Ziel dieser Arbeit
war es, die Rolle der cGK Typ | fUr die Bildung eines assoziativen Gedachtnisses und der
zugrundeliegenden synaptischen Plastizitdt zu untersuchen. Zur Klarung dieser Frage-
stellung wurden verschiedene cGKI-defiziente Mausmodelle herangezogen.

Zunachst konnte mit Hilfe von Expressionsanalysen gezeigt werden, dass die cGKIp-
Isoform in den Neuronen der LA in hoher Konzentration vorliegt. Anhand der Daten lassen
sich sowohl pra- als auch postsynaptische Funktionen der cGKI in der Amygdala vermuten.
Desweiteren wurde die funktionelle Bedeutung der cGKIl fur die synaptische Plastizitat in
der LA mit elektrophysiologischen Methoden ermittelt. Dabei zeigte sich, dass cGKI-
defizienten Tiere ein Defizit in der LTP sowohl im thalamischen als auch im kortikalen Input
zur LA besitzen. Diese Ergebnisse implizieren eine unterstitzende Funktion der cGKI fur
die synaptische Plastizitat in der LA.

Es wird angenommen, dass die Bildung eines Angstgedachtnisses wahrend der Angst-
konditionierung das Verhaltenskorrelat zu diesen zellularen Veranderungen wahrend der
LTP-Induktion darstellt (Blair et al., 2001; Schafe et al., 2001; Sigurdsson et al., 2007).
Konditionierungsversuche mit cGKI-defizienten Tieren ergaben einen selektiven Defekt der
Konsolidierung des auditorischen Angstgedachtnisses. Interessanterweise wirkte sich der
cGKI-Verlust nur auf das auditorische Langzeitgedachtnis aus; das Kurzzeitgedachtnis

blieb unbeeinflusst, wie auch das Hippocampus-abhangige kontextuelle Gedachtnis. Die
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Konditionierungsversuche wurden schlieRlich durch eine umfangreiche Verhaltens-
Charakterisierung der verwendeten Mauslinie abgerundet. Dabei waren die grundlegenden
Verhaltensparameter bei den cGKl-defizienten Tieren unverandert. Insgesamt legen die
Daten dieser Arbeit eine kritische Rolle der cGKI flr langanhaltende Veranderungen der
synaptischen Plastizitdt in der LA sowie flr die Konsolidierung eines assoziativen
Angstgedachtnisses dar.

AbschlieRend wurde ein moglicher molekularer Mechanismus fur die beobachteten Effekte
der cGKI in der Amygdala untersucht. Der Transkriptionsfaktor CREB spielt eine
wesentliche Rolle fir Lern- und Gedachtnisprozesse (Dash et al., 1990; Silva et al., 1998)
und wird auch in der Amygdala exprimiert (Bourtchuladze et al., 1994). Es sollte gepruft
werden, inwiefern der NO/cGMP/cGKI-Signalweg zu einer Aktivierung von CREB in der LA
beitragt. Mit den Untersuchungen konnten Hinweise auf eine cGKI-vermittelte CREB-
Phosphorylierung in der LA erzielt werden. Die Frage, inwiefern sich der cGKl-vermittelten
CREB-Aktivierung in der Amygdala auch eine Transkription anschliel3t, bleibt allerdings
noch offen. Schlielllich sind weitere Experimente notwendig, um zu klaren, ob eine
Transkription in der Amygdala Uber den NO/cGMP/cGKI-Signalweg auch wahrend der
Angstkonditionierung stattfindet und auf diesem Wege der Gedachtniskonsolidierung
dienen kann.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen die Rolle der cGKI Typ If als Effektor der NO/cGMP-
vermittelten synaptischen Plastizitdt und des Angstgedachtnisses in der Amygdala. Es
wurde zum ersten Mal mit Hilfe genetischer Mausmodelle gezeigt, dass die cGKI eine
Funktion fur die LTP in der LA und die Gedachtniskonsolidierung besitzt. Abgesehen von
den Hinweisen auf eine CREB-abhangige Transkription bleiben die cGKI-vermittelten
Mechanismen jedoch noch unbekannt. Weitere Untersuchungen zu dieser Fragestellung
werden das Verstandnis fur die zelluldaren und molekularen Prozesse von assoziativem

Lernen und Gedachtnis vertiefen.
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6.3  Abklrzungsverzeichnis
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cGMP
cm
CREB
CS
ctr

d
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Grad Celsius

Mikroamper

Mikroliter
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8-Bromo-Guanosin-3’,5’-zyklisches Monophosphat
akzessorisch basaler Kern der Amygdala
Abbildung

“artificial cerebrospinale fluid” = artifizielle zerebrospinale Flussigkeit
Ammoniumpersulfat

basaler Kern der Amygdala

basolateraler Kern der Amygdala
Rinderserumalbumin

zentraler Kern der Amygdala

zyklisches Guanosinmonophosphat- abhangige Proteinkinase Typ |
zyklisches Guanosinmonophosphat- abhangige Proteinkinase Typ Il
zyklisches Guanosinmonophosphat

Zentimeter

cAMP response element binding protein
sconditioned stimulus® = konditionierter Reiz
Kontroll-Tiere
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Diaminobenzidin

Dezibel

Dithiothreitol

Desoxyribonukleinsaure

2’- Desoxynukleosid-5'-triphosphat

enhanced chemoluminescence
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure

elevated plus maze

Ethanol

Formaldehyd
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FP Feldpotential

g Gramm

h Stunde/ Stunden

HRP »horseradish peroxidase” = Meerrettich-peroxidase

Hz Hertz

I interkalierender Kern der Amygdala

IOR input- output- relation

IRAG IP3;-Rezeptor-assoziiertes-cGMP-Kinase-Substratprotein
k Kilo-

LA lateraler Kern der Amygdala

LAd dorsolateraler Kern der Amygdala

LAv ventrolateraler Kern der Amygdala

LTD .long-term depression* = Langzeit-Depression

LTP .long-term potentiation” = Langzeit-Potenzierung

mg Milligramm

Min Minute/ Minuten

ml Milliliter

mM millimolar

PAGE Polyacrylamid Gel-Elektrophorese

PBS ~-Phosphate buffered saline” = Phosphat-gepufferte Salzlésung
PCR .polymerase chain reaction” = Polymerase-Kettenreaktion
PPF Lpaired-pulse facilitation”

PVC Polyvinylchlorid

PVDF Polyvinylidendifluorid

RNS Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

S Sekunde(n)

SDS Natriumdodecylsulfat

TA ,transit area“ = Ubergangsbereich vom Thalamus zur Amygdala
Tab. Tabelle

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBS “tris buffered saline” = Tris-gepufferte Salzl6sung

TBST TBS mit Tween® 20

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin

Tris o, a,0-Tris-(hydroxymethyl)-methylamin
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6.4 Verwendete Antikorper
Name Wirt Verdiinnung Herkunft
. 1:200 far Western Blot

cGKlcommon Kaninchen 150 fiir IHC Prof. F. Hofmann
cGKla (sc-10335) Ziege 1:500 fur Western Blot Santa Cruz Biotechnology
cGKIp (sc-10342) Ziege 1:500 fur Western Blot Santa Cruz Biotechnology
cGKIl (sc-25430) Kaninchen |1:1000 far Western Blot | Santa Cruz Biotechnology
B-actin Kaninchen |1:50 000 fur Western Blot | Abcam

Serin133
2?;'5'3 (08- | kaninchen |1:1000 fiir IHC Upstate
Tab. 6.1: Verwendete primére Antikbrper
Name Wirt Verdiinnung Herkunft
anti-rabbit IgG, HRP- | 7, 1:2000 fiir Western Blot | Cell Signaling
konjugiert
antll-go.at l9G, HRP- Esel 1:2000 fur Western Blot | Santa Cruz Biotechnology
konjugiert
anti-rabbit IgG, Ziege 1:200 fiir IHC Vector Laboratories
biotinyliert

Tab. 6.2: Verwendete sekundére Antikérper
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