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1. Einleitung

1.1 Die Gedachtniskonsolidierung

Das Gedachtnisist eines der beachtenswertesten Phdnomene in der Natur. Der
Gedachtnisspeicher umfaldt z.B. den Wortschatz, das gesamte Faktenwissen, die

L ebenserfahrungen, sowie alle erworbenen motorischen Fahigkeiten eines Menschen.

Man kann das Gedéachtnis grob in ,, Kurzzeitgedachtnis® und ,, Langzeitgedachtnis® differenzieren.
Grundliche Untersuchungen am Menschen zeigten, dass das Kurzzeitgedachtnis sehr fllchtig ist
und innerhalb von zehn Sekunden praktisch auf Null zusammenschrumpft. AufRerdem verfigt das
Kurzzeitgedachtnis nur tber eine sehr begrenzte Aufnahmekapazitét. Es kann bis zu ungeféhr
sieben Details einer vollig neuen Information, etwa eine Telefonnummer, fassen. Anders verhélt
es sich mit dem Langzeitgedachtnis. Durch wiederholte Présentation eines Reizes kann eine
entsprechende Information in das L angzeitgedéchtnis gelangen, wo sie dann in der Regel das
ganze Leben lang abrufbar ist. Beispiele sind z.B. das Erlernen einer Sprache oder komplizierter
Bewegungsablaufe, wie z.B. das Klavierspielen. Ist die mit dem Reiz verbundene Information fir
den Organismus besonders wichtig, reicht aber unter Umsténden eine einmalige Présentation aus,
um die Information im Langzeitgedachtnis zu speichern. Auch scheint die Aufnahmekapazitét
des Langzeitgedachtnisses prinzipiell kaum begrenzt zu sein.

Esist offensichtlich, dass Lernen, Gedachtnis und Erinnerungsvermégen in engem
Zusammenhang stehen. Im Allgemeinen wird das Lernen als eine durch Erfahrung bewirkte,
adaptive Veradnderung im Verhalten definiert (Thompson, 1994). Unter Lernen versteht man aso
die Speicherung von Informationen, einen Prozess der auch as Gedachtniskonsolidierung
beschrieben wird. Ist die Information ,, gelernt®, also im Gedachtnis gespeichert, kann diese bei

Bedarf zur gezielten Verhaltenssteuerung abgerufen werden (Abb.1.1).
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Abb.1.1 Schematische Darstellung der Gedachtniskonsolidierung.

Bestimmte Reize (schwarz) aus der Umwelt veranlassen den Organismus mit einem bestimmten Verhalten zu
reagieren. Dabei gelangt die mit dem Reiz verbundene Information in das Kurzzeitgedachtnis und kann von dort
unter Umsténden in das Langzeitgedéchtnis gelangen, von wo sie dann prinzipiell fir immer abrufbar ist. Die
Abspeicherung einer Information im Langzeitgedachtnis nennt man auch Gedéchtniskonsolidierung. Wird nun
derselbe oder ein dhnlicher Reiz (rot) vom Organismus erkannt, kann die Information im Langzeitgedachtnis durch
Erinnern abgerufen werden, was zu einem verénderten Verhalten fihren kann. In der Regel ist das verénderte
Verhalten der Umwelt besser angepasst a's zuvor, weshalb die Fahigkeit zur Gedachtniskonsolidierung einen
enormen evolutiven Vorteil darstellt.

Bel fast allen Organismen sind solche adaptiven Verhaltensdnderungen, d.h. Lernvorgange bzw.
Gedéchtniskonsolidierung das ganze L eben lang mdglich. Die einfachste Form von Lernen ist die
Habituation, die Fahigkeit sich an einen wiederholt dargebotenen Reiz zu gewdhnen. Das aul3ert
sich in der Abnahme einer Reaktion auf den dargebotenen Reiz. Habituation kommt von der
Seeanemone bis zum Menschen vor. Seeanemonen krimmen z.B. ihre Tentakel nach
mechanischer Reizung. Wird dieser Reiz mehrmal s hintereinander mit gleicher Intensitét
prasentiert |43t die Reaktion nach (Dethier und Stellar, 1970). Der grofite Teil der Lernvorgéange
von einfachen Organismen bis hin zum Mensch z&hlt jedoch zum sogenannten assoziativen
Lernen. Assoziatives L ernen bedeutet, dass Ereignisse, die dazu neigen zeitlich

zusammenzutreffen, vom Gehirn miteinander verknuipft werden. Dieses zeitliche
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Zusammentreffen nennt man auch Kontinguitét. Die Organismen lernen zwel Reize miteinander
zu verknipfen. Es gibt dabei klare biotische Zwénge, die gelernt werden miissen. Ratten oder
Maéuse z.B. lernen sehr schnell sich in einem Labyrinth zu orientieren, um Futter zu finden oder
aber eine Umgebung mit einer unangenehmen Erfahrung zu verbinden. Situationen also, die der
normalen Umwelt entsprechen. Assoziatives Lernen ist demnach fir alle Organismen ein
wichtiges System, um urséchliche Zusammenhange in deren Umwelt zu erkennen.

Eine spannende Aufgabe der Neurowissenschaften ist es daher herauszufinden, wie assoziatives
Lernen funktioniert, d.h. herauszufinden, wie es die Milliarden von Neuronen eines Gehirns
schaffen, eine Information im Langzeitgedachtnis zu speichern. In den letzten Jahren haben vor
allem Versuche mit Nagetieren dazu beigetragen einen kleinen Einblick in das Phanomen

» Gedéchtniskonsolidierung” zu gewahren.

1.2 Pawlowsche Konditionierung: Furchtkonditionierung

Mittlerweile sind ein Reihe von Tests etabliert, die dazu dienen Lernen in Mé&usen quantitativ zu
messen (Decker et a., 1990; Fanselow, 1998; Gerlai, 2001; Maren, 2001). Andererseits konnten
inin vitro Systemen verschiedenen Mechanismen aufgeklart werden, die fir Lernen und
Gedachtnis von Bedeutung sein konnten (Schmidt, 1995, Baudry, 1998). Um Lernvorgange und
Gedachtnis letztlich zu verstehen ist es allerdings unerlasslich verhaltens- und

mol ekul arbiol ogische Fragestellungen direkt miteinander zu verknipfen. Hierfir eignet sich
besonders die Furchtkonditionierung (Blanchard und Blanchard, 1969). Dabel handelt es sich um
eine klassische assoziative Konditionierung bei der zwei Reize miteinander verknipft werden.
Solche Konditionierungen wurden erstmals von dem russischen Physiologen Ivan Pawlow
beschrieben (Pawlow, 1903). Bei der Furchtkonditionierung von Mausen, werden die Tiere

zunéchst trainiert, d.h. sie werden fir eine bestimmte Zeit in eine fir sie neue Umgebung (den
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Kontext) gebracht. In der Regel besteht dieser Kontext aus einer Versuchsbox mit definierten
Licht-, Gerdusch- und Geruchsverhaltnissen. Auf3erdem befindet sich in der Versuchsbox ein
Metallgitter, Uber welches den Tieren ein elektrischer Ful3schock verabreicht werden kann. Die
Maus erhdt dann zunéchst die Mdglichkeit den neuen Kontext zu erkunden (meist 180 s), wobei
sie Uberaus aktiv ist und den gesamten Kontext untersucht. Anschlief3end erhélt sie Gber das
FuRgitter einen milden Elektroschock (in dieser Arbeit: 2 s, 0,7 mA) und wird dann zuriick in
ihren ,,Wohnkéfig“ gebracht. Die Maus assoziiert nun den Kontext mit der unangenehmen
Erfahrung des Elektroschocks. Die Furchtkonditionierung ist also ein typischer Prozess des
assoziativen Lernens, wobei der Kontext den konditionierten, und der Elektroschock den
unkonditionierten Reiz darstellt. Um den Lernerfolg der Maus quantitativ zu erfassen, wird 24 h
spater ein Gedachtnistest durchgefiihrt. Hierzu wird die Maus erneut in die Versuchsbox gesetzt.
Sie zeigt nun ein vollkommen anderes Verhalten gegentiber dem Trainingstag. Sie bewegt sich
kaum und verharrt meist bis auf Herzschlag und Atmung regungslos an einer Stelle. Dieses
Verhalten wird als, Erstarren” (engl.: Freezing) bezeichnet. Es handelt sich dabei um ein
natirliches Verhalten von Nagetieren, die Furcht zeigen. Das Erstarren wird wahrend des
Gedachtnistests gemessen und stellt ein Mal? fir assoziatives Lernen dar. Im Gedéchtnistest
werden die Tierein der Regel fur den gleichen Zeitraum in die Versuchsbox gesetzt, wie
wahrend des Trainings (180 s). Alle 10 swird dabei von zwei Beobachtern, von denen einer nicht
in das Experiment eingeweiht ist, das VVerhalten der Maus bestimmt, d.h. eswird notiert, ob die
Maus erstarrt oder nicht. Wichtig ist, dass die Maus nur dann wahrend des Gedachtnistests
erstarrt, wenn sie den Kontext mit dem Elektroschock assoziiert hat. Dieses konnte durch
einfache Kontrollexperimente gezeigt werden (Milanovic et a., 1998), die im folgenden kurz
erlautert werden sollen. Erhalt die Maus wahrend des Trainings keinen Elektroschock, zeigt sie
wahrend des Gedachtnistests auch kein Erstarren (Kontext-Gruppe). In einem weiteren
Kontrollexperiment erhélt die Maus den Elektroschock unmittelbar dann, wenn sie wahrend des

Trainings in den Kontext gesetzt wird, und kann diesen erst anschlief3end erkunden (Schock-
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Kontext-Gruppe). Tiere dieser Schock-K ontext Gruppe zeigen im Gedéachtnistest ebenfalls kein
Erstarren. Assoziatives Lernen findet ndmlich nur dann statt, wenn der unkonditionierte Reiz
nach dem konditionierten Reiz prasentiert wird. Fur die Furchtkonditionierung gilt daher, dass
eine Assoziation von Kontext und Elektroschock nur stattfindet, wenn der Kontext vor dem
Elektroschock prasentiert wird und nicht umgekehrt. Typische Ergebnisse einer

Furchtkonditionierung sind in Abb. 1.2.1 dargestellt.

A
Training Gedachtnistest
~100 <100
& Gedichtnis- <
pus g . pus
S 50 konsolldlerun> S 50
7 35 24 h 4 2
Kontext ES W 0 Kontext L 0
___180s PFH
B Training Gedachtnistest
<100 100
C C
2 50 > 2 50
o] > 8
2227 © un | wZZZ7
Kontext 0 Kontext
c Training Gedachtnistest
o@100 ;?100
C C
% S 50 - g, SN S 50
227 § 24 h pzzzZ g
ES Kontext L Kontext L
P 180s | 0 0
D

Abb. 1.2.1 Furchtkonditionierung von Mausen.
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A. Mittels der Furchtkonditionierung kann assoziatives L ernen quantitativ gemessen werden. Hierzu wird die Maus
wahrend des Trainings (links) fir 180 sin eine Versuchsbox gesetzt, die fir sie einen neuen Kontext darstellt.
Anschlieffend erhdlt sie fir 2 s einen milden elektrischen FulRschock (ES). Die Maus lernt nun assoziativ, dass der
Kontext die unangenehme Erfahrung des Fuf3schock beinhaltet, was al s Gedachtniskonsolidierung bezeichnet wird.
Wird die Maus 24 h spéter zum Gedéchtnistest (rechts) erneut in den Kontext (180 s) gebracht, reagiert sie daher mit
der aversiven Verhaltensweise des Erstarrens, einem angeborenen Verhalten von Nagetieren, die Furcht haben. Das
Erstarren gilt als Mal? fur assoziatives Lernen und wird wéhrend des dreiminitigen Gedéchtnistests alle 10 svon
zwel Beobachtern gemessen. Hierbei wird notiert, ob die Maus in diesem Augenblick erstarrt oder nicht. Das
Erstarren wird dann als Prozentwert in Form eines Balkendiagramms angegeben. Wahrend die Maus im Training
kein Erstarren zeigt, liegt das Erstarren einer Maus, die gelernt hat, typischerweise bei 50-60%, wobei dieser Wert
fur verschiedene Mausstémme unterschiedlich sein kann. Die Maus erstarrt nur dann im Gedéchtnistest, wenn sie
assoziativ gelernt hat, dass dem Kontext die unangenehme Erfahrung des Elektroschocks folgt. Kontrollexperimente
werden durchgefihrt, in dem die Maus wahrend des Trainings keinen Ful3schock (B) oder den Fuf3schock
unmittelbar dann erhalt, wenn sie in den Kontext gesetzt wird (C). Beide Experimente resultieren nicht in Erstarren
wahrend des Gedéchtnistests. D. Fotografie einer fur die Furchtkonditionierung verwendeten Versuchsbox, wahrend
des Trainings einer Maus des Zuchtstammes C57BL/6J.

Die bisher beschriebene Furchtkonditionierung wird auch al's kontextabhéngige
Furchtkonditionierung bezeichnet, da die Tiere den Kontext mit dem Elektroschock assoziieren.
Daneben gibt es auch eine tonabhangige Furchtkonditionierung. Die tonabhangige
Furchtkonditionierung ist zunéchst der kontextabhangigen Furchtkonditionierung hnlich, mit
dem Unterschied, dass nach der dreiminitigen Erkundungsphase des fir die Maus neuen
Kontexts, nicht unmittelbar der Elektroschock folgt, sondern zunéchst fir 30 sein Ton préasentiert
wird. Die Maus assoziiert nun sowohl den Kontext, al's auch den Ton mit der unangenehmen
Erfahrung des Elektroschocks. Strenggenommen stellt die tonabhangige Furchtkonditionierung
also lediglich eine Erweiterung der kontextabhangigen Furchtkonditionierung dar. Der
Gedachtnistest der tonabhéngigen Fuchtkonditionierung besteht allerdings daraus, die Maus in
eine neue Versuchsbox zu setzten, die sich deutlich von der Trainingsbox unterscheidet. Diese
Box stellt fir die Maus einen neuen Kontext dar, den sie erkundet. Wird in diesem neuen Kontext
nun der Ton prasentiert, zeigt die Maus die Verhaltensweise des Erstarrens, was bedeutet, dass
der Ton mit dem Elektroschock assoziiert wurde (Abb. 1.2.2). Fir den Verlauf der Arbeit ist
wichtig festzuhalten, dass unterschiedliche Gehirnstrukturen die kontext- bzw. tonabhéngige

Furchtkonditionierung vermitteln (siehe hierzu auch 1.3). So ist der Hippokampus zwar fur die



Einleitung Seite 7

kontext- nicht aber fir die tonabhéngige Furchtkonditionierung wichtig. Letztere wird durch die

Amygdal a, die wie der Hippokampus eine Struktur des limbischen Systemsiist, reguliert (Kim

und Fanselow, 1992; Fanselow und Ledoux, 1999).

Training Gedachtnistest

Gedachtnis-
konsolidierung

27/;7 24h >

Kontext 2 Kontext 2
Kontext 1 Ton ES [ 180s | 180 s

L 180s RIS “

;\3100 ;\?100

C C

2 50 2 50

g )

2 o

Yo Yoo

Abb.1.2.2 Tonabhéngige Furchtkonditionierung

Der Unterschied zur kontextabhéngigen Furchtkonditionierung besteht darin, dass der Maus bei der tonabhéngigen
Furchtkonditionierung nach der Gelegenheit die VVersuchshox, d.h. den neuen Kontext (Kontext 1) fiir 180 s zu
erkunden, zunéchst ein Ton (30 s) préasentiert wird, bevor der elektrische Fu3schock (ES) folgt. Die Maus assoziiert
nun sowohl den Kontext, als auch den Ton mit der unangenehmen Erfahrung des Ful3schocks. Zum Gedachtnistest
wird die Maus fiir 360 sin einen fiir sie neuen Kontext gesetzt (Kontext 2), der sich deutlich von Kontext 1
unterscheidet. Sie kann diesen Kontext 2 zunéchst fur 180 s erkunden, wobei sie kein Erstarren zeigt. Wird nun fur

dierestlichen 180 sder Ton prasentiert, zeigt die Maus das Erstarren, was als Mal3 fr assoziatives Lernen gemessen
werden kann.

Der grof3e Vorteil der Furchtkonditionierung liegt in der Tatsache begriindet, dass die Tiere mit
nur einem Training einen signifikanten Lernerfolg zeigen. Nur so ist es méglich molekulare

M echanismen des Lernens reproduzierbar in vivo zu untersuchen. Zudem konnte in
verschiedenen Arbeiten fir die Furchtkonditionierung von Mausen ein definiertes Zeitfenster
beschrieben werden, in dem die Gedachtniskonsolidierung stattfindet. Demnach scheint die
kritische Phase fur ein erfolgreiches Erlernen der Furchtkonditionierung die Zeit der ersten 3 h

nach dem Training zu sein (Kim und Fanselow, 1992; Stied| et al., 2000; Fischer et al., 2002).
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Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Furchtkonditionierung als Lernmodell ausgewahlt,
um mol ekularbiol ogische Fragestellungen zur Gedachtniskonsolidierung zu untersuchen.
Haufig fur kognitiven Verhaltensmodelle verwendete Mause sind Tiere des Zuchtstammes
C57BL/6J. Einer Reihe von Arbeiten mit unterschiedliche Lernmodelle zeigten dieim Vergleich
zu Mausen des Zuchtstammes Balb/c guten kognitive Fahigkeiten von C57BL/6J Mausen
(Franciset al., 1995, Bao et al., 1998). Es wurde dabei auch beobachtet, dass C57BL/6J Mause
die Furchtkonditionierung deutlich besser lernen als M&use des Zuchtstammes Balb/c (Chen et
al., 1996). Im Gegensatz zu C57BL/6J M&usen zeigen Balb/c M&use aber eine deutliche

V erbesserung der Furchtkonditionierung, wenn sie 3 h vor dem Training einem akuten Stress
ausgesetzt wurden (Radulovic et al.,1999).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fir die vorliegende Arbeit C57BL/6J Méuse als
Modellorganismus fir die Furchtkonditionierung und Balb/c Méause al's M odellorganismus fiir

stressmodulierte Fuchtkonditionierung ausgewahlt.

1.3 Der Hippokampus: septo-hippokampales System

Das Gehirn ist nicht nur eine Ansammlung von Neuronen, die miteinander zu einem
weitverzweigten Netzwerk verknipft sind. Vielmehr besteht es aus anatomisch und funktionell
differenzierbaren Einheiten, wie z.B. dem Cortex oder dem Cerebellum. Vereinfacht stellt man
sich den Aufbau des Gehirns so vor, dass eine bestimmte Hirnregion aus Interneuronen besteht,
die eine durch zuleitende (afferente) Neuronen eingehende Information verarbeiten und tber

wegleitenden (efferente) Neuronen an eine andere Hirnregion weitergeben (Abb. 1.3.1).
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Hirnregion

—

afferentes Neuron —>
(Input)

efferentes Neuron
(Output)

Synapse

Interneuronen

Abb. 1.3.1 Schematische Darstellung des Aufbaus einer Hirnregion

Eine Information erreicht eine Hirnregion tber afferente Fasern von Neuronen einer anderen Hirnregion. Innerhalb
der Hirnregion sind Interneurone Uiber zahlreiche Synapsen miteinander verschaltet, wodurch die Information
verarbeitet und modifiziert werden kann. Uber die efferenten Fasern eines Neurons dieser Region kann die
Information dann an eine andere Hirnregion weitergegeben werden.

Eine solche Hirnregion ist auch der Hippokampus, der zu dem evolutiv sehr alten limbischen
System gehort, welches vor allem an der Regulation von Emotionen und Lernvorgangen beteiligt
ist. Seinen Namen verdankt der Hippokampus frihen Anatomen, die sich bel seiner Gestalt an
Seepferdchen (Hippokampus) erinnert fuhlten. Der erste Hinweis darauf, dass der Hippokampus
an der Gedéachtniskonsolidierung beim Menschen beteiligt ist, geht auf die klassischen Arbeiten
von William Scoville und Brenda Milner zurtick. Sie beschrieben den Fall eines Patienten, dem
sie den Namen H.M. gegeben hatten. Dieser hatte sich aufgrund einer besonders starken Form der
Epilepsie dazu entschlossen, den vollstandigen Hippokampus chirurgisch entfernen zu lassen, da
man herausgefunden hatte, dass unkontrollierte elektrische Entladungen des Hippokampus
epileptische Anfalle ausl6sen kdnnen. Zwar verminderte dieser drastische Eingriff die Symptome
der Epilepsie, fuhrte aber auch zu anterogarden Amnesie. Der Patient H.M. konnte sich zwar an

sein Leben vor der Operation erinnern, jedoch keine neuen Informationen mehr im
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L angzeitgedachtnis abspeichern. Sein Kurzzeitgedachtnis war allerdings unbeeintrachtigt. So
konnte er sich problemlos mit jemandem unterhalten, erkannte die Person aber nicht wieder,
wenn sie fir 5 min den Raum verlief3 und anschlief3end zuriickkam, um das Gesprach
fortzusetzen. Ebenso konnte er neue Eigenschaften wie z.B. das Lesen von Spiegel schrift
problemlos erlernen. Sobald er allerdings die Ubungen unterbrach und spéter zuriickkehrte,
muldte er wieder neu beginnen (Scoville und Millner, 1959). Durch Versuche an Nagetieren
konnte dann gezeigt werden, dass der Hippokampus fir eine Reihe von verschiedenen
Lernmodellen essentiell ist (Castro et al., 1989; Marston et al., 1993; Shinjo et a., 1998; Luo et
al., 2002). Ein Beispiel hierfur ist die unter 1.2 beschriebene Fuchtkonditionierung. Arbeiten von
Michael Fanselow und Mitarbeitern zeigten erstmals, dass der Hippokampus fir die
kontextabhéngige Furchtkonditionierung essentiell ist, fir die tonabhangige
Furchtkonditionierung jedoch nicht bendtigt wird (Kim und Fanselow, 1992). Vielmehr fand man
heraus, dass die tonabhangige Furchtkonditionierung durch die Amygdala, einem kleinen Kern,
der ebenfalls zum limbischen System gehort, vermittelt wird (Fanselow und Ledoux, 1999).
Anatomisch wird der Hippokampus grob in drei Regionen unterteilt: den Fascia dentata (DG,
engl.: dentate gyrus) und die Regionen CA1 und CA3.

Eingehende Informationen erhalt der Hippokampus vor allem tiber den DG und die CA3 Region
vom Septum, mit dem es Uber einen dicken Faserstrang, die sogenannte Fornix-V erbindung
verknupft ist. Septum und Hippokampus werden daher oftmals auch al's septo-hippokampales
System beschrieben. Eine Reihe von Arbeiten weisen darauf hin, dass ein funktionierender
Informati onsaustausch zwischen Septum und Hippokampus essentiell fir die kontextabhangige
Furchtkonditionierung ist (Vouimba et al., 1998; Desmedt et al., 1999; Fischer et al., 2002). Auch
bestimmte Cortex- und weitere Regionen senden Nervenendigungen in den DG. Die
Informationen verlassen den Hippokampus vor alem tber die CA3 Region in Richtung Septum.
Die CA1 Region entsendet dagegen efferente Fasern in verschiedene Strukturen des Cortex.

Intrahippokampal ist der DG Uber die sogenannten Moosfasern auf die CA3 Region verschaltet,
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welche wiederum Uber Fasern, die man als,, Schaffer Kollaterale® bezeichnet, auf die CA1
Region projiziert (siehe Franklin und Paxinos (1997): The Rat Nervous System, 2™ Edition,
Academic Press; Abb. 1.3.2).

CAl1| —™ Kortex

CA3| -— |DG

4

Gehirn einer Maus Septum Septum,
Kortex

Abb. 1.3.2 Anatomischer Aufbau des Hippokampus von Mausen.

A. Der Aufbau des Hippokampus einer Maus entspricht im wesentlichen dem des Menschen. Der Hippokamus ist
eine telencephal e Struktur die zum limbischen System gezéhlt wird. Er besteht aus drei Regionen, dem Fascia
dentata (DG) der Uber die Moosfaser (mf) in die Region CA3 projiziert, welche tiber die Fasern der sogenannten
»Schaffer Kollateralen (sk) in die Region CA1 projiziert. B. Frontaler Hirnschnitt des Hippokampus einer Maus
(Zuchtstamm C57BL/6J) der mit einem Antikorper gegen die Acetycholinesterase gefarbt wurde. C. Stark
vereinfachte, schematische Darstellung des Hippokampus. Der DG erhdlt tber afferente Fasern vom Septum, Cortex
und anderen Regionen Informationen, die Uber die mf an die CA3 Region weitergeleitet werden. Die CA3 Region
projiziert Uber die sk in die CA1 Region, von wo efferente Fasern in Regionen des Cortex ziehen. Auf3erdem erhélt
die CA3 Region Uber die Fornixverbindung direkten Input vom Septum, wobel diese Verbindung bilateral ist.
Abbkurzungen: DG, Fascia dentata; fx, Fornix-Verbindung; mf, Moosfasern; sk, Schaffer Kollaterale; V, mit
Lymphe gefilltes Gehirnventrikel.
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1.4 Molekulare Mechanismen der Gedachtniskonsolidierung

Karl Lashley war es der Anfang des letzten Jahrhunderts die Suche nach den Spuren des
Langzeitgedéchtnis einleitete. Als er seine Laufbahn beendete mufite er allerdings folgenden
pessimistischen Schluf3 ziehen: ,, Alle Ergebnisse sprechen dafiir, dass L ernen und Gedéachtnis
einfach nicht moglich ist, die Praxis zeigt alerdings, dass sie gelegentlich vorkommen* (Lashley,
1950). Glucklicherweise sollte sich seine Aussage nicht bewahrheiten.

Schon 1949 hatten der kanadische Psychologe D. Hebb und sein polnischer Kollege J. Konorski
vorgeschlagen, das Lernen und Gedachtnis mit Anderungen der Verschaltungen von
Nervenzellen einhergehen misste (Hebb, 1949). Heute weil3 man, dass die von Hebb postulierte
Hypothese prinzipiell richtig war. Lernen fuhrt tatschlich zu einer Veranderung des Neurons, die
sowohl das Transkriptom, bzw. das Proteom betreffen, aber auch morphol ogischer oder
elektrophysiologischer Natur sein kann. So wurde in einer Reihe von Arbeiten fur verschiedene
Lernmodelle inklusive der Furchtkonditionierung gezeigt, dass die Gedachtniskonsolidierung
durch Inhibitoren der de novo mRNA oder Proteinsynthese gehemmt werden konnte (Flexner et
al., 1963; Agranoff, 1967; Davis und Squire, 1984; Rose, 1995). Eine weitere wichtige
Entdeckung war die sogenannte L angzeitpotenzierung (LTP).

Neuronen codieren und tbermitteln Informationen in Form von elektrischen Impulsen. Diese
entstehen infolge el nes dynamischen Membranpotentials, welches sich bei den Neuronen der
meisten Sauger im Ruhezustand bei -112 mV befindet, jedoch durch die Einwirkung verschalteter
Neuronen rasch depolarisiert werden kann, so dass ein sogenanntes Aktionspotential entsteht.
Erreicht ein solches Aktionspotential die Axonendigung des Neurons, werden letztlich
Neurotransmitter in den synaptischen Spalt freigesetzt, welche an der postsynaptischen Zelle an
entsprechenden Rezeptoren, meist lonenkand e binden, die sich daraufhin 6ffnen und lonen in die

Zéelle stromen lassen und so eine Umpolarisierung der postsynaptischen Membran bewirken. Auf
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diese Weise kann eine Information von einem Neuron zu einen anderen gelangen (Zigmond et
al., 1999). Dabei kann die Information jedoch modifiziert werden. Eine solche Modifizierung
stellt die von Bliss und Lemo entdeckte LTP dar (Bliss und L@mo, 1973). Die Forscher
stimulierten hippokampale Neuronen der CA3 Region mit Testreizen und zeichneten den
elektrischen Output der CA1 Zellen auf (siehe auch 1.2 und Abb. 1.2). Reizten siedie CA3 Zelle
kurzzeitig sehr stark (100 Reize/s = 100 Hertz), antwortete das CA1 Neuron danach auf
denselben Testreiz deutlich starker as zuvor. Diese verstarkte Antwort hielt dabel mehrere
Stunden an, was man als L TP bezeichnet. In jingster Zeit stellte man zudem fest, dass

morphol ogische V erénderungen der Neuronen infolge von LTP oder Lernvorgéangen auftreten
koénnen. Dabel entstehen, ausgehend von den Dendriten (feine Zellfortsétze des Neurons, an
denen es Synapsen mit den Axonendigungen zufiihrender Neuronen ausbildet) sogenannte
postsynaptische Dornen (engl.: dendritic spines), die mit zufiihrenden Neuronen neue Synapsen
ausbilden (Rossum und Hanisch, 1999; Hatada et al., 2000). Esist zu vermuten, dass fir die
morphologischen Veranderungen der Neuronen ein dynamisches Zytoskelett verantwortlich ist.
Die Fahigkeit eines Neurons, seine Genregulation, al's auch seine elektrophysiologischen und
morphol ogischen Eigenschaften in Antwort auf Gedachtniskonsolidierung zu veréndern,
beschreibt man allgemein a's,, Synaptische Plastizitdt“ . Da die de novo Proteinsynthese fir alle
oben angefuhrten Aspekte der synaptischen Plastizitdt essentiell ist, begann in der Folge die
Suche nach den entsprechenden molekularen Signalwegen, d.h. den Genen bzw. Proteinen, die
fur Gedachtniskonsolidierung unentbehrlich sind. In den letzten Jahren konnten einige Proteine
entdeckt werden, die z.B. fir die Furchtkonditionierung von Mausen wichtig sind. Zunéchst fand
man, dass die Aktivierung bestimmter postsynaptischer lonenkandle fur den Lernerfolg wichtig
ist (Contractor und Heinemann, 2002). Aber auch eine Reihe von metabotropen Rezeptoren, die
nicht unmittelbar als lonenkanal wirken, sondern intrazellulére Signalwege anschalten und
Lernen vermitteln wurden entdeckt (DeBlasi et al., 2001; McGaugh, 2002). Das Wissen um die

Komponenten dieser intrazelluldren Signalwege ist allerdings noch sehr Ilickenhaft. So konnte fir
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viele Formen des Lernens die Bedeutung der Proteinkinase A (PKA) Aktivitét gezeigt werden
(Roberson und Sweatt, 1996; Bourtchouladze et al., 1998). Proteinkinase A kann wiederum den
Transkriptionsfaktor Creb (engl.: CAMP response element binding factor) phosphorylieren,
welcher ebenfalls fir Gedéchtniskonsolidierung, u.a. die Furchtkonditionierung unerl&sslich ist
(Kaang et al., 1993; Alberini et a., 1999). Fir andere Proteine konnte eine Beteiligung an der
Gedachtniskonsolidierung zwar nachgewiesen werden, wobei jedoch noch weitgehend unklar ist,
welchen Teil der Signalkette sie darstellen (Fischer et al., 2002, Wong et al., 2002). Somit wird
deutlich, dass trotz intensiver Forschung der letzten Jahre, die Aufkldrung der intrazelluléren
Signalwege, die letztlich Gedachtniskonsolidierung vermitteln, nach wie vor eine der wichtigsten,

aber auch schwierigsten Aufgaben der Neurobiologie ist.

Prasynaptisches Neuron Postsynaptisches Neuron

Neurotransmitter

lonenkanale

Expression von
Zielgenen

Transkriptions-

second — pyoteinkinasen faktoren

Metabotrope

i i Rezeptoren Zellkern
Synaptische Vesikel P Gedaichtniskonsolidierung
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Abb. 1.4. Stark vereinfachte, schematisierte Darstellung der molekularen Ereignisse wahrend der

Gedachtniskonsolidierung.

Die vom préasynaptischen Neuron freigesetzten Neurotransmitter werden von lonenkandl en der postsynaptischen
Zelle erkannt und 16sen dort einen elektrischen Impuls aus, indem nun lonen (I+) in die postsynaptische Zelle
strémen kdnnen und die Membran depolarisieren. Die Neurotransmitter kdnnen auch an metabotrope Rezeptoren
binden, die intrazellulére Signalkaskaden aktivieren. So werden letztlich Proteinkinasen aktiviert, die u.a
Transkriptionsfaktoren aktivieren, die zu einer veranderten Genexpression (verandertes Transkriptom) fihren, wasin
einem veranderten Proteom resultiert. So kdnnen z.B. mehr lonenkanéle oder metabotrope Rezeptoren produziert
werden, was letztlich auch zu einer Anderung der elektrophysiol ogischen Eigenschaften des postsynaptischen
Neurons fuhrt. Gleichzeitig kénnen die Proteinkinasen direkt oder durch die geschilderte Verdnderung des Proteoms
die Zellmorphologie beeinflussen, so dass neue synaptische Verbindungen hergestellt werden

1.4.1 Der mitogenaktivierte Proteinkinase-Signalweg (M AP-Kinase Signalweg)

Extrazellulére Signale, wie z.B. Neurotransmitter werden, in der Regel durch
Membranrezeptoren registriert und Uber Kaskaden gekoppelter Reaktionen ins Zellinnere
weitergeleitet. Die Signal Ubertragung kann zum einen mit Hilfe von niedermolekularen
Botenstoffen, den sogenannten sekundaren Botenstoffen (engl.: second messenger) oder durch
Protein-Protein Wechselwirkungen erfolgen. Das dabei am weitesten verbreitete Prinzip
intrazelluldre Signale zu erzeugen und weiterzugeben ist die Phosphorylierung von
Aminosaureseitenketten in Zielproteinen durch Proteinkinasen. Man kann die Proteinkinasen
nach ihrem Substrat in die grof3en Gruppen der Serin/Threonin (Ser/Thr)-spezifischen und
Thyrosin (Tyr)-spezifischen Kinasen unterteilen. Daneben gibt es auch noch Kinasen, die
spezifisch Histidin, Aspartat oder Glutamat phosphorylieren kdnnen. Bei der Untersuchung von
Wachstums- und Differenzierungsprozessen fand man erstmals das Prinzip der sequentiell
hintereinander geschalteten Proteinkinasen, die ein von Membranrezeptoren erkanntes Signal aus
dem Zytoplasmain den Zellkern weiterleiten konnen. Aufgrund der Regulierbarkeit durch
extrazelluldre, wachstumsfordernde (mitogene) Signale, nannte man diesen Weg den MAP
Kinase Weg (mitogen aktiverter Proteinkinase Weg; Davis, 1993). Die beteiligten Proteinkinasen

nennt man dabel MAP Kinasen oder Erk (extrazelluléar regulierte Kinasen). Im MAP Kinase Weg
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sind meist 3 Proteinkinasen hintereinandergeschaltet. Am Ende stehen die MAP/Erk Kinasen, die
entweder Transkriptionsfaktoren oder andere Kinasen phosphorylieren. Die MAP/Erk Kinasen
werden meist durch die vorgeschalteten MAP Kinasen Kinasen (MAPKK) die auch als Mek
bezeichnet werden phosphoryliert. Die Mek ist wiederum das Substrat von vorgeschalteten
Kinasen, den MAP Kinasen Kinasen Kinasen (MAPKKK), die auch Mek Kinasen genannt
werden. Dabei ist die Position der einzelnen Kinasen im Signalweg durch ihre Substratspezifitét
festgelegt. Wéahrend die MEK Kinasen Ser/Thr spezifische Kinasen sind, die z.B. durch
membranassoziierte GTPasen aktiviert werden konnen, stellt die nachgeschaltete Mek eine
Besonderheit dar, da sie eine doppelte Substratspezifitat aufweist und die nachgeschaltete
MAP/Erk Kinase sowohl an einem Serin, als auch an einem Tyrosin phosphoryliert. Daher
enthalten alle bisher bekannten MAP/Erk Kinasen eine Ser/Thr-X-Tyr (S'TXY)-Sequenz, deren

Phosphorylierung durch die Mek essentiell fur die Weiterleitung des Signalsist (Abb. 1.4.1).
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Abb. 1.4.1 Der MAP Kinase Signalweg: Schematische Darstellung

Membranrezeptoren (MR) erkennen extrazelluldre Signale und aktivieren tber zentrale Schaltstellen, wie z.B.
membranassoziierte GTPasen, |etztlich die Mek Kinase. Die Mek Kinase phophoryliert daraufhin die
nachgeschaltete Mek meist an zwei Serin-Resten (S). Die Mek ist eine Besonderheit, da sie sowohl Serin/Threonin,
asauch Tyrosinreste (Y) der MAP/Erk Kinase phosphorylieren kann. Die MAP/Erk Kinase phosphoryliert dann
weltere Kinasen bzw. Proteine, wie z.B. das mikrotubuli assoziierte Protein 2, die ribosomale S6 Kinase 1 (Rsk-1)
oder Transkriptionsfaktoren wie z.B. Elk-1.

Fur alle drei Komponenten des MAP Kinase Wegs sind mittlerweile verschiedene Subtypen
beschrieben worden, die jeweils fur die Transduktion unterschiedlicher Signale verantwortlich
sind und auch verschiedene Expressionsmuster aufweisen. So konnten die MAP Kinasen Erk-1/2
alsdie vorwiegend in Neuronen lokalisierte Form nachgewiesen werden (Sweatt, 2001), wobei
Erk-1 und Erk-2 Isoformen darstellen. Ebenfalls aus Neuronen konnten die Isoformen Mek-1/2
isoliert werden. Die Spezifitét der verschiedenen MAP Kinase Signalwege zeigt sich u.a. daran,
dass die neuronalen Mek-1/2 zwar Erk-1/2 phosphorylieren kénnen, jedoch nicht MAP Kinasen
anderer Signalwege, wie z.B. die Erk5 oder INK1/2 Kinasen (Adams und Sweatt, 2002; Johnson
und Lapadat, 2002). Erk-1/2 selbst phosphorylieren Serine oder Threonine die vor einem Prolin
lokalisiert sind. Substrate der Erk-1/2 sind z.B. der Transkriptionsfaktor Elk-1 (Hipskind et al.,
1991) oder die ribosomale S6 Kinase (Rsk; Chen et al., 1992), die wiederum den
Transkriptionsfaktor Creb (engl.: CAMP response element binding factor) phosphorylieren kann
(Frodin und Gammeloft, 1999). Weitere Substrate von Erk-1/2 sind Proteine, welche das
Zytoskelett modifizieren konnen, wie das mikrotubuli-assoziierte Protein-2 (MAP-2; Ray und
Sturgill, 1988). Der Vorteil von seriell hintereinander geschalteten Proteinkinasen ist zum einen
die schnelle Amplifikation oder Abschwéachung eines extrazelluléren Signals und zum anderen
die Moglichkeit verschiedene Signale zu integrieren, was dadurch erreicht wird, dass die
einzelnen Kinasen der MAP-Kaskade mit andern Signalwegen interagieren kénnen. So konnte
z.B. fur die PKA (Proteinkinase A) in vitro gezeigt werden, dass diese Erk-1/2 sowohl aktivieren,

als auch indirekt hemmen kann (Stork und Schmitt, 2002).
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Erste Hinweise darauf, dass der neuronale MAP Kinase Weg eine Funktion wahrend der
Gedachtniskonsolidierung zukommen konnte, ssammen aus Arbeiten, diein vitro zeigten, dass
die LTP (Langzeitpotenzierung, siehe auch 1.3) unter bestimmten Umsténden von der Erk-1/2
Aktivitéat abhangig ist (English et a., 1997). In anschlief3enden Arbeiten konnte dann
nachgewiesen werden, dass die tonabhangige Furchtkonditionierung von Ratten, die durch die
Amygdala (ein wichtiger Teil des limbischen Systems) vermittelt wird, durch Inhibition der Erk-
1/2 Aktivitédt signifikant verschlechtert wird. Gleichzeitig fuhrt die tonabhéngigen
Furchtkonditionierung zu einer verstéarkten Phosphorylierung von Erk-1/2 in der Amygdala
(Schafe et al., 2000). Dagegen ist bisher unklar, ob der MAP Kinase Weg in die
kontextabhéngige Furchtkonditionierung von Mausen, welche durch den Hippokampus vermittelt

wird, involviert ist.

1.5 Modulation der Gedéchtniskonsolidierung durch Stress

Alle lebenden Systeme sind der Umwelt gegentiber offen und somit auch storanfallig fur
Veranderungen dieser Umwelt. Deshalb verfiigen Organismen tber ein komplexes System, um
auch bel verénderlichen Bedingungen ein inneres Gleichgewicht, die sogenannte Homdostase
aufrecht zu erhalten. Dabei ist die Herausforderung an den Organismus al's Stressor und dessen
Antwort darauf als Stress definiert. Konsequenterweise fuhrt Stress also zu einer Reihe
korperlicher Veranderungen. Dieses wurde schon Anfang des letzten Jahrhunderts von dem
Physiologen Walter B. Cannon beschrieben. Er hatte beobachtet, das emotionale Reize wie
Hunger, Angst, Schmerz oder Wut bei Mensch und Tier zu verminderter Magen- und
Darmtétigkeit fuhrten. Im Gegensatz dazu waren Blutdruck, die Leistungsfahigkeit von Herz-
und Skelettmuskeln, der Blutzucker, sowie Atem und Herzschlagfrequenz deutlich erhéht

(Cannon, 1923). Stress kann gleichzeitig zu einer Reihe von Verhaltensénderungen fuhren, die
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sowohl bei Mensch, a's auch bei Tieren zu beobachten sind. Hierbei sind insbesondere die stress-
vermittelten Veranderungen kognitiver Eigenschaften von Interesse, da chronischer Stress beim
Menschen zu schweren Krankheiten wie psychogener Amnesie fiihren kann (Markowitsch,
2001). Anderseits kann Stress auch eine positive Wirkung auf die kognitiven Leistungen des
Organismus haben. Hierbei ist es allerdings notwendig zwischen chronischem und akutem Stress
zu unterscheiden. Chronischer Stress, bei dem der Organismus Uber einen langen Zeitraum
immer wieder bestimmten Stressoren ausgesetzt ist, wirkt sich fast immer negativ aus. Im
Unterschied dazu wird der Organismus bel akutem Stress, dem Stressor nur fir einen kurzen
Zeitraum ausgesetzt. Sowohl fir den Menschen (Shalev, 2002), als auch fir die Maus (Shors et
al., 1992; Radulovic et al., 1999) konnte gezeigt werden, dass akuter Stress zu einer
Verbesserung der Gedachtniskonsolidierung fihren kann. So konnte in unserem Labor gezeigt
werden, dass Méause des Zuchtstammes Balb/c die Furchtkonditionierung (siehe 1.3) deutlich
besser lernen, wenn sie 3 h vor dem Training fur 1 h mittels Immobilisation gestresst wurden
(Radulovic et al., 1999; Fischer et al., 2002). Immobilisationsstress bedeutet dabel, dass die Tiere
far 1 h daran gehindert wurden sich frei zu bewegen. Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen,
dass ein stressvermittelte Verbesserung der Furchtkonditionierung bei Ma&usen des haufig
verwendeten Zuchtstammes C57BL/6J nicht beobachtet wurde (Radulovic, Jelena, personliche
Mitteilung), weshab in der vorliegenden Arbeit Experimente zur stressmodulierten

Gedachtniskonsolidierung an Balb/c M&usen durchgefuihrt wurden.

1.6 Das CRF System

Ob eine Situation von einem Organismus als Stress erkannt wird oder nicht interpretiert letztlich
das Gehirn und sendet dann entsprechende Signale an den tbrigen Korper. Ein zentraler

Mechanismus st dabei die Aktivierung der Hypothal amus-Hypophyse-Nebennierenrinde (HHN)-
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Achse, an dessen Anfang der Corticotropin freisetzende Faktor (CRF; engl.: corticotropin
releasing factor ) steht. Erkennt das Gehirn einen Reiz a's Stress wird vom paraventrikuléren
Nukleus des Hypothalamus CRF in ein portal es Blutgefal3system freigesetzt und gelangt so zur
Adenohypophyse (Cummings et al., 1983; Swanson et al., 1983). Dort stimuliert esdie
Freisetzung des adrenocorticotrophen Hormons (ACTH), welches Uber die Blutbahn zur
Nebenniere gelangt und diese dazu veranlasst Glucocorticoide freizusetzen. Beim Menschen
handelt es sich dabei hauptsachlich um Cortisol und bel Nagetieren um Corticosteron. Die
Glucocorticoide binden hauptsachlich an Kernrezeptoren, die sowohl aktivierend, als auch
inhibierend auf die Transkription einwirken konnen. Als Reaktion wird der Metabolismus
aktiviert, d.h. eskommt u.a. zu einer Verstarkung der Gluconeogenese, der Lipolyse, der

Proteolyse und der Insulinresistenz (Holsboer, 1999; Abb. 1.6).
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\

CRF
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Adenohypophyse Neurohypophyse
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Nebennierenrinde i

ACTH

/

— Glucocorticoide (wirken aktivierend auf)

- Gluconeogenese
- Lipolyse

- Proteolyse

- Insulinresistenz
- ect.

Abb. 1.6 Schematische Darstellung der HHN Achse
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Die Aktivierung der HHN Achse gilt a's sicheres Merkmal, dass ein Organismus Stress empfindet. Der
Hypothalamus sezerniert dann CRF, welches (iber ein portales Blutgefélisystem zur Adenohypophyse gelangt, die
anders als die Neurohypophyse nicht mehr zum Gehirn gezdhlt wird. Die Adenohypophyse gibt als Antwort auf das
CRF Signal ACTH in das Gefél3system ab, welches u.a. den Cortex der Nebennierenrinde dazu veranlasst
Glucocorticoide freizusetzten, welche auf eine Rethe von Stoffwechselvorgénge einwirken und den Korper soin
einen Alarmzustand versetzen.

Neben der Funktion as Teil der HHN Achse wirkt CRF aber auch als Neuropeptid und moduliert
kognitive Fahigkeiten. So konnte z.B. gezeigt werden, dass CRF die kognitiven Leistungen von
Versuchstieren sowohl positiv, als auch negativ beeinflussen kann (Koob und Bloom, 1985;

Liang und Lee, 1988; Behan et al., 1995; Heinrichs et al., 1997; Radulovic et al., 1999).

1.7 Funktion der CRF Rezeptoren

CRF ist ein 41- Aminosauren langes Peptid (Spiess et al, 1981; Vaeet a. 1981) und konnte
bereitsin einer Reithe von Organismen, inklusive Mensch (Jingami et al., 1985) und Maus
(Seaholtz et al., 1991) identifiziert werden, wobei das CRF aus Maus und Mensch identisch ist.
Mittlerweile konnten dem CRF verwandte Peptide wie das Urocortin (Vaughan et al., 1995),
Urocortin I (Reyes et a., 2001) und Urocortin 111 (Lewis et al., 2001) isoliert werden, die
zusammen mit CRF eine Peptidfamilie darstellen. CRF vermittelt seine biologische Aktivitét,
indem es an Membranrezeptoren bindet. Man kennt bisher zwei verschieden Subtypen von CRF
Rezeptoren (CRFR), CRFR1 (Chang et al., 1993; Chen et a., 1993; Vitaet al., 1993;
Dautzenberg et al., 1997) und CRFR2 (Kishimoto et al., 1995; Lovenberg et al., 1995; Perrin et
al., 1995; Dautzenberg et al., 1997), wobei CRFR2 in zwei SpleilRvarianten vorkommt. Dabei ist
aber nur CRFR20. im Gehirn exprimiert, wogegen CRFR2[3 in den peripheren Organen zu finden
ist (Valdenaire at al., 1997). Fur den Menschen konnte zusétzlich eine dritte Spleil3form des
CRFR2 beschrieben werden, der CRFR2y, der ebenfalls ausschliefdlich peripher lokalisiert ist

(Kishimoto et al., 1995; Stenzel et al., 1995; Sperle et al., 1997). Interessanterweise zeigen die
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beiden CRF Rezeptoren eine spezifische Ligandenaffinitét. So ist CRFR1 sehr affin fir CRF,
bindet Urocortin Il und Urocortin I11 aber nur schwach (Eckart et al., 1999; Reyes et al., 2001;
Lewiset a., 2001; Reul und Holsboer, 2002). CRFR2 zeigt dagegen eine etwas geringere
Affinitét fur CRF, wobei Urocortin 11 und Urocortin 111 als spezifische Agonisten von CRFR2
identifiziert werden konnten. In einer Reihe von Arbeiten konnte gezeigt werden, dass CRFR1
und CRFR2 teilweise ein Uberlappendes, meist aber ein unterschiedliches Expressionsmuster im
Gehirn aufweisen. So konnten sowohl CRFR1 und CRFR2 z.B. in den hippokampalen Feldern
CA1, CA3undim Gyrus dentats nachgewiesen werden. Im lateralen Septum findet sich dagegen
hauptséchlich CRFR2 (Lovenberg et al., 1995; Van Pett et a., 2000). I nteressanterwei se konnten
Radulovic et a. kirzlich zeigen, dass hippokampaler CRFR1 fir die stressverbesserte
Furchtkonditionierung in Balb/c M&usen verantwortlich ist, wogegen septaler CRFR2 die

Furchtkonditionierung tonisch inhibiert (Radulovic et al., 1999; Radulovic et a., 2000; Abb. 1.7).

hippokampaler  septaler
CRFR1 CRFR2

v v

)

?
v
Training Y Gedachtnistest

Gedéachtniskonsolidierung

> ,
% Z

+ -«

Abb.1.7 Die CRF Rezeptoren modulieren die Gedéachtniskonsolidierung

Die stress-vermittelte physiologische Aktivierung bzw. die pharmakol ogische Aktivierung des hippokampalen
CRFR1 durch Agonisten fuihrt zu einer deutlichen Verbesserung der Furchtkonditionierung. Dagegen vermittelt der
septale CRFR2 eine tonische Verschlechterung der Furchtkonditionierung, was durch die Tatsache gezeigt wurde,
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dassintraseptal injizierte CRFR2 Antagonisten die Furchtkonditionierung deutlich verbesserten. Uber die
Komponenten der Signalwege, die durch die CRF Rezeptoren aktiviert wurden, ist bisher kaum etwas bekannt.

CRF Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte Serpentinrezeptoren und kénnen die
Adenylatzyklase aktivieren, was zu einem Anstieg der intrazelluléren cCAMP Konzentration fuhrt
(Chang et al., 1993; Perrin et al., 1993, Vitaet a., 1993; Kishimoto et a., 1995; Lovenberg et al.,
1995; Stenzel et a., 1995). Kirzliche Arbeiten weisen darauf hin, dass die CRF Rezeptorenin
Abhangigkeit von externen Reizen auch an G, oder G-Proteine gekoppelt sein kdnnen (Blank et
al., 2003). Beziglich der Komponenten der anschlief3enden intrazelluléren Signal Ubertragung ist
bisher allerdings kaum etwas bekannt. Dagegen zeigen eine Reihe von Arbeiten, dass die
Expression der CRF Rezeptoren durch bestimmte Umweltreize reguliert werden kann. So konnte
z.B. in Antwort auf verschiedene Arten von akutem und chronischem Stress eine Aufregul ation
von CRFR1 im paraventrikul &ren Nukleus des Hypothalamus bzw. im Cortex beobachtet werden
(Luo et a, 1994; Rivest et al., 1995; Giardino et al., 1996; Iredale et a., 1996; Makino et al.,
1997; Van Pett et al., 2000). Fur CRFR2 konnte u.a. gezeigt werden, dass die Verabreichung von
Glucocoticoiden, den Rezeptor-Gehalt im ventromedialen Hypothalamus erhoht (Makino et al.,
1997). Zusammenfassend ist zu sagen, dass CRFR1 und CRFR2 die Gedachtniskonsolidierung
modulieren kénnen, wobel deren hippokampal es Expressionsmuster in Antwort auf
Gedachtniskonsolidierung und Stress und deren Kopplung an intrazellul&re Signalwege noch

weitgehend unverstanden ist.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Doktorarbeit war es die Rolle des MAP Kinase Signalweges, der CRF Rezeptoren und
deren Interaktionen wahrend der Gedachtniskonsolidierung und stress-verbesserter

Gedachtniskonsolidierung zu untersuchen. Diesbeziglich sollte der Versuch im Vordergrund
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stehen, verhaltensbiol ogische Ergebnisse auf molekularer Ebene zu verstehen. Als Modell fur
assoziatives L ernen wurde die kontextabhangie Furchtkonditionierung gewahlt. Fir diese Form
von assoziativem Lernen ist insbesondere ein funktioneller Hippokampus essentiell (Kim und
Fanselow, 1992; siehe auch 1.2).

Zunéchst sollte mittel s immunohistochemischer Proteindetektion tberpriift werden, ob der
hippokampale MAP Kinase Signalweg (Erk-1/2, Elk-1 und p90Rsk-1) durch kontextabhangige
Furchtkonditionierung aktiviert wird. AulRerdem sollte die Lokalisation und Interaktion von Erk-
1/2, Elk-1 und p90Rsk-1 wahrend der Gedachtniskonsolidierung untersucht werden. Der MAP
Kinaseweg wurde gewahlt, da kirzliche Vertffentlichungen eine hippokampal e Funktion dieses
Weges wahrend der Furchtkonditionierung vermuten lief3en. So konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung von Erk-1/2 in der Amygdala durch die tonabhangige Furchtkonditionierung
induziert wird (Schafe et a., 2000). AufRerdem wurde beschrieben, dass die Induzierung
hippokampaler Langzeitpotenzierung (LTP) invitro den pErk-1/2 Gehalt aufreguliert (English
und Sweatt, 1996) und diese Aufregulation vermutlich fir die Ausbildung von LTP wichtig ist
(English und Sweatt, 1997). Die Untersuchungen sollten in C57BL/6J Mausen durchgeftihrt
werden, da dieser Mausstamm unabhéngig von Stress ein deutlich besseres Lernvermégen
aufweist als Balb/c Mause (Francis et al., 1995, Chen et al., 1996; Bao et al., 1998; Heyser et al.,
1999) und allgemein as Modellorganismus fur Furchtkonditionierung verwendet wird.

Fur Balb/c Mause wurde gezeigt, dass CRFR2 im lateralen Septum in Abwesenheit von
Stress die kontextabhéngige Furchtkonditionierung tonisch inhibiert (Radulovic et al.,1999).
Daher sollte untersucht werden, ob dieses auch fur C57BL/6J Mause gilt. Aul3erdem sollte die
Hypothese Uberprift werden, ob septaler CRFR2 die Furchtkonditionierung durch eine
inhibitorische Wirkung auf den hippokampalen MAP Kinase Weg auslibt. Hierbei sollte die
Produktion der entsprechenden Proteine sowohl in CRFR2 knock out Mé&usen, a's auch nach

pharmakologischer Inhibition von septalem CRFR2 untersucht werden.
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Unser Labor konnte zeigen, dass Balb/c Mause, im Gegensatz zu C57BL/6J Mé&usen nach
akutem Stress die Furchtkonditionierung signifikant besser erlernen. In dieser Arbeit sollte daher
Uberpruft werden, ob der hippokampale MAP Kinase Weg fir stress-verbessertes L ernen wichtig
ist. Dazu sollte die Produktion und Funktion der entsprechenden Proteine wéhrend stress-
verbesserter Furchtkonditionierung analysiert werden. Auf3erdem sollte die Expression der
hippokampalen CRF Rezeptoren in Abhéngigkeit von Immobilisationsstress mittelsin situ
Hybridisierung untersucht werden. Dain vitro in CHO (chinese ovary hamster) Zellen gezeigt
werden konnte, dass die Aktivierung von heterolog exprimierten CRF Rezeptoren zur
Aktivierung von Erk-1/2 fiihren kann (Rossant et al., 1999), sollte analysiert werden, ob
hippokampale CRF Rezeptoren wahrend stress-verbesserter Furchtkonditionierung an den MAP

Kinase Signalweg gekoppelt sind.
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2. Material und M ethoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamm

E. coli One Shot™ INVoF (Invitrogen)
[endA1, recAl, hsdR17(r*m™), supE44, A-, thi-1, gyrA, relAl, $80 lacZAM15A (lacZY A-

argF), deoR",F]

2.1.2 Plasmide

2.1.2.1 PCR®II Vektor

Fur die Klonierung von PCR-Produkten wurde der Vektor pCR®I1 aus dem TA Cloning Kit
(Invitrogen) verwendet. pCR®I| ist ein 3932 langer linearisierter Vektor mit zwei 3'-
Didesoxythymin-Uberhangen. PCR-Produkte (PCR, Polymerase-K etten-Reaktion; Mullis &
Fallona, 1987, Saiki et al., 1988), welche durch die matrizenunabhangige Aktivitéat der Tag-
Polymerase am 3 "-Ende des Duplex-Molekiils einzelne Deoxyadenosin-Reste tragen, kdnnen
daher direkt mit dem Vektor ligiert werden. Es entsteht so ein zirkulares DNA-Molekdl mit
zwei Nicks an den Insertionsstellen, welches direkt zur Transformation in E.coli eingesetzt
werden kann. Die zwei dT-Uberhange des V ektors befinden sich innerhalb des

M ehrfachklonierungsbereiches. Dieser codiert 18 potentielle Restriktionsschnittstellen und
wird von den Promotoren SP6 und T7, sowie von einer Bindungsstelle der M 13-reverse und
M13-forward Primer flankiert. Um eine Identifikation von rekombinanten Plasmiden zu
erleichtern, tragt der Vektor ein lacZ Gen unter der Kontrolle eines lac Promotors (Plac). Die

Integration eines Inserts fuhrt zu einem defekten lacZ Gen und somit zum Verlust der
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Fahigkeit des Abbaus von X-Gal durch a-Komplementation der 3-Galaktosidase in den ¢80
lacZAgM 15 kompetenten Zellen. Blaue Kolonien verfiigen also Uber ein funktionelles lacZ
Gen und tragen daher kein Insert, wogegen wei(3e Kolonien ein Plasmid mit integriertem
Insert tragen (Marchuk et al., 1991).

Der Vektor trégt zusétzlich eine Kanamycin- und Ampicillinresistenz sowie den pUC ori

Replikationsursprung, der die Replikation des Vektorsin E.coli ermoglicht.

lacZo. ATG

M13 Reverse Primer Spé Promoter v
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC T|AT TTA GGT GAC ACT ATA
GTC CTT TGT CGA TAC TGQGTAC TAA TGC GGT TCG ATA AAT CCA CTG TGA TAT T
Nslil .‘-Iﬁnd n Kpnll Safl BlamHI Spel
|

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX 1 EcoR| EchJHI EcoIFiV
| !
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT| PCR Product [JA GCC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AL TT CGG CTT AAG ACG TCT ATA
BstX | Not | Xho! Nsil Xbal Apal
|

| J I [}
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter

M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA |[CTG GCC GTC GTT TTA GJAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT [GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Abb.2.1.2.1 Schematische Darstellung des pCR®II Plasmids (nach dem Invitrogen

Handbuch). Dieser Vektor wurde fiir die Klonierung von PCR Produkten verwendet. Fir weitere Erklarungen
siehe Text. pUCori, Replikationsursprung fir die Replikation in E.coli; Ampicillin, Ampicillinresistenz
codierendes -L aktamase Gen; lacZ, B-Gal aktosidase Gen; Kanamycin, Kanamycinresistenz codierendes nptl|
Gen, f1 ori, Replikationsursprung des f1 Phagen.

2.1.2.2 pBluescript 11® Vektor

Fur die Subklonierung von DNA Fragmenten und die anschlief3ende Herstellung von cRNA
Sonden wurde der pBluescript SK (+) Vektor (Stratagene) verwendet. Die Abkirzung SK

steht fur die Schnittstelle der Restriktionsenzyme Sac | und Kpn |. Diese flankieren einen
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M ehrfachklonierungsbereich in dem sich die Schnittstellen fur 21 weitere Restriktionsenzyme
befinden. Der Mehrfachklonierungsbereich befindet sich innerhalb eineslacZ Gens, was nach
erfolgter Klonierung die Identifikation von rekombinanten Plasmiden erleichtert (siehe
2.1.2.1). Der Mehrfachklonierungsbereich wird von den Promotoren T3 und T7 flankiert, die
zur in vitro Synthese von cRNA verwendet werden konnen. Die Abkulrzung (+) steht fur
einen f1 ori (Replikationsursprung des f1 Phagen), der als Startpunkt fur die replikative
Synthese von ssDNA dient. Der Vektor tragt zusétzlich eine Ampicillinresistenz sowie den

ColE1 Replikationsursprung, der die Replikation des Vektorsin E.coli ermdglicht.

BssH Il
T7 4
Kpnl
Apal
Eco01091(Drall)
Xhol
Sall/Hinc11/Acc]
T Bsp1061 (C/al)
s Hind 1l
EcoRV
% EcoR|
Pstl
pBluescript Il SK + Smal
BamH |
Spel
Xbal
Notl
Eagl
Sacll
BsiX|
Sacl
T3 ¢
BssH Il

Ampiclm,,

ColE1 ori

Abb.2.1.2.2 Schematische Darstellung des pBluescript SK + Vektor (nach dem Stratagene

Handbuch)

Der Vektor wurde fur die Subklonierung von DNA Fragmenten und anschliefRender Synthese von cRNA
verwendet. ColE1, Replikationsursprung fir die Replikation in E.coli; MCS, Mehrfachklonierungsbereich;
Ampicillin, Ampicillinresistenz codierendes 3-L aktamase Gen; lacZ, 3-Galaktosidase Gen; f1(+) origin,
Replikationsursprung des f1 Phagen.
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2.1.3 DNA/RNA L angenstandards

1-KB-Leiter (Gibco BRL, Eggerstein; D)
0X174 DNA/Hae |11 Fragmente (Gibco BRL, Eggerstein; D)

0,24 - 9,4 KB-RNA-Leiter (Gibco BRL, Eggerstein; D)

2.1.4 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid-L 6sung Ultra Pure Protogel ™ (National Diagnostics, Atlanta, USA)
ATP (Sigma, Deisenhofen, D)

Agarose (Gibco BRL, Eggerstein; D)

Alkylphenylpolyethylenglykol (Triton® X-100, TX-100, Pierce Rockford, USA)
Ampicillin (Natriumsalz) (Biomol, Hamburg, D)

Ammoniumpersulfat (APS; BioRad, Minchen, D)

Bacto-Agar (Difco, Dreireich, D)

Bacto-Trypton (Difco, Dreireich, D)

B-Mercaptoethanol (Fluka, Buchs, CH)

Bromphenolblau (Pierce, Rockford, USA)
5’-Bromo-4-Chloro-3-indolyl—-B—D-ga aktosid (X-Gal; Biomol, Hamburg, D)
3,3’ -Diaminobenzidine Tablet Sets (DAB, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D)
Dimethylsulfoxid (DM SO; Fluka, Neu-Ulm, D)

Dithiothreitol (DTT; Serva, Heidelberg, D)

dNTP-Mix (Gibco BRL, Eggerstein, D)

Ethanol (Riedel de Haen, Seelze, D)

Ethidiumbromid (Gibco BRL, Eggerstein, D)
Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatriumsalz (EDTA; Serva, Heidelberg, D)

Férbel 6sung-Konzentrat, Protein Assay (BioRad, Munchen, D)
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Formamid (Fluka, Neu-Ulm, D)

Gelatine, (Merck,Darmstadt, D)

Glycerin (Biomol, Hamburg, D)

Hefe-Extrakt (Difco, Dreireich, D)

I-Block™ (Tropix, Bedford, USA)

Natriumazid (Merck, Darmstadt, D)

Natriumdodecylsulfat (SDS; BioRad, Minchen, D)
Natriumethylmercurithiosalicylsdure (Thimerosal, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D)
NP-40, wassrige Losung 10 % (w/v) (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D)
Paraformal dehyd (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D)
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF, Merck, Darmstadt, D)

Phenol, TE-gesdttigt (Gibco BRL, Eggerstein, D)

Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat (Tween® 20, BioRad, Miinchen, D)
Ponceau S (Merck, Darmstadt, D)

Rinderserumalbumin (BSA, Pierce, Rockford, USA)

Rp-cAMPS (Adenosin 3, 5'- cyclic Phosphorothiolate; Calbiochem, Frankfurt, D)
SDS-PAGE Proteinstandard (BioRad, Minchen, D)

N, N, N", N"-Tetramethyl-ethyldiamine (TEMED, Serva, Heidelberg, D)
Tribromethanol (Sigma, Deisenhofen, D)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS; Sigma, Deisenhofen, D)
Ultra-Pure Protogel (Kimberly Research; Atlanta, GE, USA)

u0126 (Mek Inhibitor; Madison, WI, USA )

Alle nicht aufgefhrten Chemikalien stammen von der Firma Merck (Darmstadt, D)



Material und Methoden 31

2.1.5 Enzyme, Antikérper und Peptide

Antisauvagine-30 (in der Abteilung synthetisiert)

Alkaline Phosphatase konjugierter Ziege Anti-Kaninchen Antikorper (Tropix, Bedford, MA,
USA)

Alkaline Phosphatase konjugierter Ziege Anti-Maus Antikorper (Tropix, Bedford, MA, USA)
Anti-Digoxigenin AP Fab Fragment (Gibco BRL, Eggerstein, D)

Anti-Aktin Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)

Anti-Elk-1 Antikérper 1-20 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
Anti-Elk-1 Fusionsprotein, (Elk-1,,,.,.5 fusioniert an GST, Cell Signalling )
Anti-Erk-1/2 Antikoérper, K23 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
Anti-Mek-1/2 Antikorper, 12-B (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
Anti-pCreb Antikorper (Ser-133, Calbiochem, Darmstadt, D)

Anti-pEIk-1 Antikorper, B4 (Ser-383; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
Anti-pErk-1/2 Antikorper (Thr-183/Tyr-185; Sigma, Deisenhofen, D)
Anti-pMek-1/2 Antikorper (Ser-217/221, Cell Signalling )

Anti-PKA RII Antikorper (Ser-96, Cell Signalling )

Anti-p90Rsk-1 Antikorper, C21 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
Anti-pp90Rsk-1 Antikdrper (Thr-360/Ser-364; Cell Signalling, Frankfurt, D)

50 x Advantage cDNA Polymerase-Mix (Clontech, Palo Alto, CA, USA)
Astressin (in der Abteilung synthetisiert)

Eco RI Restriktionsenzym (MBI Fermentas, Vilnuis, Lit)

Eco RV Restriktionsenzym (MBI Fermentas, Vilnuis, Lit)

RibonukleaseH (5U/ul; MBI Fermentas, Vilnuis, Lit)

Ribonuklease-Inhibitor (20 U/ul; MBI Fermentas, Vilnuis, Lit)

Superscript |1 Reverse Transkriptase (Gibco BRL, Eggerstein, D)

Spe | Restriktionsenzym (MBI Fermentas, Vilnuis, Lit)

T3 RNA Polymerase (Gibco BRL, Eggerstein, D)
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T4-DNA-Ligase (400 U/ul; New England Biolabs, GB)
T7 RNA Polymerase (Gibco BRL, Eggerstein, D)

Urocortin I11 (in der Abteilung synthetisiert)

2.1.6 Sonstige M aterialien und Ger éte

Adolf Kiihne AG, CH: Lab-Therm-Schiittelinkubator

Anilam, Jamestown, NY, USA: Stereotaxiegerét fur Gehirnoperationen; Elektronische
Koordinationseinheit ,, System E1“ fUr die Digitale Positionierung des Stereotaxiegerats
Applied Biosystems, Weierstadt, D: DNA-Sequenzierer 373 A, DNA Synthesizer 392A, ABI
PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

Bachhofer, Tubingen, D: Transilluminator, Filter 302 nm

Beckmann, Minchen, D: Tischkihlzentrifuge GPR und GS6R

Becton/Dickinson Labware, NJ, USA: Falcon-Rdéhrchen 50 m

Bender & Hobein AG, Zirich, CH: Vortex Genie2

Biometra, Gottingen, D: PCR-Cycler Gradient

BioRad, MUnchen, D: Power Supply 3000 V

Conrad Elektronik, Hirschau, D: Breitbandlautsprecher KT-25-DT

Cybertech, Berlin, D: CCD-Kamera mit angeschlossener CS-1 Kontrolleinheit; Win Cam 2.2
Analysesoftware

Fuji, Aichi, J BAS Reader 11 (BAS2000 Fujix Bio-Image Analyzer)

Gilson, Villiers-le-Bel, F: Pipetten

Greiner, Ndrtingen, D: 15 ml Rohrchen

Helma, Milheim, Baden, D: Quarzkiivetten

Heraeus Instruments, Hanau, D: Backschrank Kelvitron F6120, -80°C Kuhltruhe,
Tischzentrifuge Biofuge pico

H + P Labortechnik GmbH, Oberschleif3heim, D: Varioklav-Dampfsterilisator 500

IKA Staufen, D: Magnetrihrer Combimag RCO
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Invitrogen, Leek, NL: TA Cloning™ Kit

Konica, Salzgitter, D: Rontgenfilmentwickler QX-70

Leica Instruments GmbH, NuRlloch, D: Kryostat CM 3050 Mikrotom
Memmert GmbH & Co KG, Schwabach, D: Trockenschrank Modell 800
Messgerate-Werk Lauda, Lauda, D: M3 Lauda Wasserbad, GW Lauda RC6-K tihlwasserbad
Metabion, Martinsried, D: Primer

Millipore, Bedford, USA: Milli-Q-Wassersystem

Milteny Biotech, Bergisch Gladbach, D: Protein A- und Protein G Microbeads, (MACS
Saulen, MRNA Isolierungs Kit

Perkin EImer, Rockville, USA: Gene Amp PCR-System 2400

Phase GmbH, Libeck, D: Semi Dry Blotter PEGASUS Modell S
Pharmacia/lLKB, Freiburg, D: Gene Quant I1-Spektral-Photometer

Pastic One, Roanake, USA: Mikrokanilen

Qiagen, Hildesheim, D: Qiagen-Plasmid-Kit, PCR-Purification Kit, QAIEX 11
Gel Extraction Kit

Hoffmann LaRoche, Basel, CH: DIG RNA Labeling Kit (Sp6/T7)

Sartorius, Gottingen, D: Feinwaagen

Savant, NY, USA: Vakuum-Zentrifuge

Scanbur, Koege, DK: Laminar Flow Cabinet Scantainer

Schleicher & Schuell, Dassel, D: Rundfilter, Einmalfiltrationsgeréte

Schitt, Hofheim, D: pH-Meter CG840, Elektrode N1042A

Sorvall, Bad Nauheim, D: Zentrifuge RC-5B, RC-5C, Rotoren SS34, GSA
Stratagene, CA, USA: pBluescript 11 SK (+) Vektor

Tropix, MA, USA: CDP-Star, Nitroblock 11, Blocking Reagent, 2. Antikorper
TSE, Bad Homburg, D: Anaysesystem 303410 fur Furchtkoditionierung
Vector, CA, USA: Vectastan®ABC Kit, Ziegenserum

Whatman, Mainstone, GB: Filterpapier 3MM
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2.1.7 Nahrmedien

Die Nahrmedien wurden jeweils 20 min bei 120°C und 1 atm autoklaviert. Antibiotika
wurden den flUssigen Medien jeweils kurz vor Gebrauch und den festen Medien direkt nach
dem Autoklavieren zugefligt. Ampicillin wurde in einer Endkonzentration von 100 pg/ml
eingesetzt. Zum Nachweis der 3-Galaktosidase-Aktivitét von Transformanten wurden LB-
Amp-Platten vor dem Ausplattieren der Zellen mit 50 yl X-Gal-Ldsung (100 mg/ml in

DM SO) ausgestrichen. Die Platten wurden anschlief3end 15 min mit halbgedffnetem Deckel

im Brutschrank bei 37°C inkubiert, um das DM SO zu verdampfen.

LB-Medium: 0.5% Hefe-Extrakt, 1% NaCl, 1% Trypton

2.1.8 Losungen und Puffer

Eswerden an dieser Stelle nur die Lésungen und Puffer angegeben, die fir mehrere
Experimente verwendet wurden. Weitere Angaben tiber L ésungen und Puffer befinden sich

jeweils am Ende der entsprechenden Abschnitte des Methodenteils.

Artifizielle Cerebrospinalflissigkeit (aCSF): 10 mM D-Glukose, 2,4 mM MgSO,, 2,5 mM
CaCl,, 124 mM NaCl, 3,3 mM KClI, 1,2 mM KH,PO,, 26,4 mM NaHCO,
Ampicillin-Stammldsung: 100 mg/ml Ampicillin (Na-Salz) in H,O, sterilfiltriert
EDTA-Stammldsung: 0,5M Stammlésung, pH 8.0 mit 10 N NaOH einstellen

B-Mer captoethanol: 5 M Stammldsung

NaCl-L osung: 5M StammlGsung in DEPC behandeltem Wasser

NaOH: 10 N Stammldsung

5x PBS-Puffer: 231 mM Na,HPO, x 2H,0, 85 mM NaH,PO, x H,0, 342 mM NaCl, pH 7,3-

7.,4; autoklavieren
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20x SSC-Puffer: 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0, autoklavieren
50 x TBE-Puffer: 890 mM Tris-Base, 890 mM Borsdure, 25 mM EDTA
TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0 bzw. pH 8,5

Trisg/HCI: 1 M Stammlésung mit HCl auf pH 7,5 einstellen; autoklavieren

2.1.9 Versuchstiere

Die Experimente wurden mit méannlichen, 9 Wochen aten Mausen des Zuchtstammes Balb/c
(Charles River Laboratorium, Sulzfeld, D) oder C57BL/6J (Centre D”Elevage, Nantes, F)
durchgefiihrt. Die Mause wurden einzeln mit freiem Zugang zu Nahrung und Wasser in
Standart-Macrolon-K &figen (, Wohnk&fig*: 2: 22 cm x 16 cm x 13 cm, Lénge x Breite x
Hohe) gehalten, welche sich in schallgeschiitzen, temperatur- und feuchtigkeitskontrollierten
Containern (Scantainer) befanden (Raumtemperatur 22 +/- 1°C); Luftfeuchtigkeit 55 +/- 10
%). Die Container waren in lichtgeschitzten Schranken untergebracht, in denen ein
kiunstlicher Tag-Nacht-Zyklus (12 h/12 h) aufrecht erhalten wurde (Beginn der Tagperiode
7.00 Uhr). Die Schranke befanden sich im selben Raum, indem sich das
Furchtkonditionierungssystem befand, um die Exposition zu einer neuen Umgebung beim
Transport gering zu halten. Nach der Lieferung wurden die Tiere mindestens 5 Tage unter
konstanten Bedingungen gehalten, bevor mit den Experimenten begonnen wurde. Alle
Versuche fanden in der Tagperiode statt.

Die Versuchsbedingungen entsprachen den Richtlinien der Gesellschaft fur

L abortierwissenschaft Deutschland. Die Versuche sind durch die Bezirksregierung

Braunschweig unter der Nummer 604.42502/02-02.97 genehmigt worden.
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2.2 Methoden

2.2.1 Immobilisationsstr ess

Die Tiere wurden aus ihrem K&fig entnommen und kurz mit Isofluran (Forene®) betaubt.
Anschlief3end wurden die Extremitaten mittels Heftpflastern auf einem Tisch fixiert (Smith et
al., 1995). Nach einer Stunde wurden die Tiere befreit und zuriick in ihren Wohnk&fig gesetzt,

welcher wieder in den Scantainer gestellt wurde.

2.2.2 Entnahme von Hirngewebe

Die Entnahme des Hirngewebes wurde auf einer sterilen Metallplatte durchgefihrt, die von
der Unterseite her durch Trockeneis gekihlt wurde. Dieses diente dazu die Aktivitét von
endogenen RNasen und Proteasen zu minimieren. Die Tiere wurden durch Genickbruch
getotet. Anschlieffend wurde die Hirnschal e getffnet, das Hirn entnommen und mit einer

sterilen Pinzette der Hippokampus prépariert.

2.2.3 Kultivierung und Lagerung von E. coli

Die Bakterien wurden in LB/Amp-Medium angezogen und bei 37°C bei 200-225 Upm

geschiittelt (Lab-Therm-Schuittelinkubator).

2.2.4 Transfor mation von E. coli

Die Transformation erfolgte in modifizierter Form nach Sambrook et al. (1989). Unter sterilen

Bedingungen wurden 50 pl One Shot™ INVaF" kompetente Zellen aus dem TA Cloning™ Kit

(Invitrogen) langsam auf Eis aufgetaut, vorsichtig zuerst mit 2 pl 0,5 M B-Mercaptoethanol
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und dann mit 2 I Ligationsansatz vermischt und dann 30 min auf Eis inkubiert. Danach
erhielten die Zellen fur 30 s einen Hitzeschock in einem 42°C Wasserbad und wurden im
Anschluf3d daran fur 2 min wieder auf Eisinkubiert. Nach Zugabe von 250 yl SOC-Medium
wurde der Transformationsansatz zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz fur 1 h bei 225
Upm geschiittelt (37°C). Pro Ansatz wurden jeweils 50 yl und 200 pl Zellen auf LB-Amp-X-
Gal-Platten ausgestrichen und fur 18 h bei 37°C inkubiert. Die Farbentwicklung der Kolonien
erfolgte anschlief3end fur 3 h bei 4°C im Kihlschrank. Danach konnten weif3e Transformanten

sal ektiert werden.

2.2.51solierung von PolyA+RNA aus Hirngewebe

Das verwendete Prinzip zur Isolierung von PolyA+RNA beruht auf der quantitativen Bindung
der PolyA+RNA an magnetisch aktive Oligo(dT)Microbeads, wozu der uUMACS mRNA
Isolation Kit der Firma Milteny (Milteny, D) verwendet wurde. Nach der Bindung der
PolyA+RNA an die Oligo(dT)Microbeads wird die Losung auf eine in einem magnetischen
Feld befindliche Saule gegeben, so dass die Oligo(dT)Microbeads in der Saule verbleiben,
andere RNA-Spezien und DNA aber durch Waschen entfernt werden kénnen. Unter niedrigen
Salz-Bedingungen wird die reine mRNA anschlief3end von der Saule eluiert.

Je 60 mg Gewebe wurden in einem durch flUssigen Stickstoff gekiihlten Mérser zu einem
feinen Gewebepulver zerrieben und anschliefiend mit einem sterilen, ebenfalls mit fliissigem
Stickstoff gekiihlten Spatel in ein 4 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und mit 2ml Lysis/Binding-
Puffer versetzt. Die Gewebesuspension wurde durch auf- und abziehen mittels einer sterilen
Einwegspritze und einer 21 Gauge-Nadel homogenisiert und anschliefiend 3 min gevortext.
Danach wurde die Gewebesuspension auf eine Clear-Lysate-Saule gegeben und 3 min
zentrifugiert (13000 x g), um Zellreste zu entfernen und somit die Viskositét der Suspension
zu verringern. Anschlief3end wurden 50 pl einer Oligo(dT)Microbead-L 6sung durch auf- und

abpipettieren in die Gewebesuspension eingemischt. Zuvor wurde eine J(MACS-Saulein
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einem Magnetfeld plaziert und mit 100l Lysis/Binding-Puffer aquilibriert. Danach wurde die
Oligo(dT)Microbeads enthaltende Gewebesuspension auf die Saule gegeben und 2 x mit 200
Ml Lysig/Binding-Puffer gewaschen. Diesen Waschschritten folgten zwel weitere mit je 100 pl
Wasch-Puffer. Anschlief3end wurde die Sdule 2 x mit 25 ul DNAseA Lésung gewaschen und
je 10 min bei 37°C inkubiert. Nach 4 Waschschritten mit je 100 pl Wasch-Puffer wurde die
MRNA mit 120 gl Elutions-Puffer von der Saule gewaschen und anschlief3end die
Konzentration des Eluats photometrisch vermessen. Um die mRNA fir die nachfolgende
cDNA-Synthese einzusetzen, wurden jeweils zwei Elutate des gleichen Gewebetyps vereinigt
und mit 10 pl Glykol-Carrier-Losung und 600 il Ethanol bei -80°C prézipitiert. Die Proben
wurden anschlief3end 30 min bel 15000 x g in einer Kuhlzentrifuge (4°C) zentrifugiert und in

einem geeigneten VVolumen DEPC-Wasser aufgenommen.

DEPC-Wasser: 200 pl Diethyl-Pyrocarbonat (Sigma, Deisenhofen) in 1 L Millipore-Wasser
Uber Nacht verdampft und anschlief3end autoklaviert.

Lysi/Binding-Puffer: Hochsalz-Puffer, der 1% SDS enthélt .

DNAseA Losung: Tris’HCI Puffer, pH 7,2, DNAseA (2 U)

Elutions-Puffer: RNAse-freies Wasser mit 1 mM EDTA

Oligo(dT)Microbeads: Super-parmagnetische MACS-Microbeads, an die ein (dT)24-Oligo
gekoppelt ist. Der Aufbewahrungspuffer enthélt 0,1% SDS.

Wasch-Puffer: Niedrigsalz-Puffer, der NaCl, Tris-HCl und EDTA enthalt

2.2.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Da Nukleinsduren ein Absorptionsmaximum bei 260 nm zeigen, konnte die Konzentration
einer Probe photometrisch bestimmt werden, da nach dem Lambert-Beerschen Gesetz die
Absorption einer Lésung der Konzentration der gel 0sten Substanz proportional ist. Fur die

Berechnung der Nukleinsdurekonzentration gelten hierbei folgende Entsprechungen.
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10D,, =50 ng/ul doppelstrangige DNA
=40 ng/ul RNA

= 20 ng/ul Oligonuklectide

Die Extinktion der Probe wurde auf3erdem bei 280 nm gemessen, da hier das
Absorptionsmaximum von Proteinen liegt. Der Quotient OD ,q,q, gibt daher den Grad der
Verunreinigung der Probe durch Proteine an. Reine Nukleotidsaure-L 6sungen sollen daher
einen Quotient OD,q,,q,VON Uber 1,6 aufweisen, wenn es sich um DNA und von 2,0, wenn es
sich um RNA handelte. Alle photometrischen Messungen wurden in einer Quarzkivette
(Helma, Schichtdicke = 1 cm) gegen die entsprechenden TrégerflUssigkeit als Referenzwert
durchgefihrt.

2.2.7 Fallung von Nukleinsduren mit Ethanol

Die Falung von DNA oder RNA mit Ethanol dient der Konzentrierung von Nukleinsaure-
Losungen. Bei dieser Methode wird die Konzentration monovalenter Kationen stark erhoht
und so die negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsaure neutralisiert. Durch Zugabe
von Ethanol wird das L dsungsmittel H,O entzogen und die Nukleinsdure ausgeféllt. DNA
wurde mit /2 Vol. 4 M NH,Ac oder /10 Vol. NaCl und 2,5 Vol. kaltem Ethanol versetzt und
anschlief3end 10-30 min bei -20°C inkubiert. Anschlief3end wurde die DNA abzentrifugiert
(30 min, 15000 x g, bei  4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das DNA Sediment mit
70% (v/v) Ethanol gewaschen, um verbliebene Salze zu entfernen. Es folgte eine weitere
Zentrifugation (10 min, 15000 x g, 4°C), wonach der Uberstand sorgfaltig entfernt und das
DNA-Sediment anschlief3end 5 min bei 37°C getrocknet wurde, um restliches Ethanol zu
verdampfen. Die gereinigte DNA wurde dann in einem geeigneten Volumen H,0 oder TE-

Puffer aufgenommen und bei -20° C gelagert. RNA wurde mit /6 Vol. 2 M Natriumacetat
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und /20 Vol. Glykogen (2mg/ml) gemischt, mit 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol (abs.) versetzt
und bel -80°C prazipitiert. Anschlief3end wurde die RNA dann abzentrifugiert (30 min, 15000
X g, 4°C) und der Uberstand sorgfaltig abgenommen. Das RNA-Sediment wurde mit 70 %
Ethanol Uberschichtet und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das
RNA-Sediment 5-10 min bei RT getrocknet und anschlief3end in einem geeigneten VVolumen

DEPC-H,0 aufgenommen.

2.2.8 Agar ose-Gelelektrophorese

Diese Art der Gelelektrophorese wurde zur analytischen und praperativen Auftrennung von
DNA-Fragmenten angewendet. Es wurden Agarosegele unterschiedlicher Grof3e und
Konzentration (0,8%-2%) eingesetzt, wobei kurze DNA-Fragmente in hochprozentigen und
lange in niederprozentigen Gelen aufgetrennt wurden. Die Agarose wurde in 1 x TBE-Puffer
(50-100 ml) in einer Mikrowelle aufgekocht und anschlief?end mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
versetzt. Nach dem Abkuhlen auf 50°C wurde die Agaroselésung in eine

Flachbettgel apperatur mit einem dartber hangenden Taschenformer der erforderlichen Grof3e
gegossen. Nach der Verfestigung des Gels konnte der Kamm vorsichtig herausgel 6st und das
Gel in eine mit 1 x TBE-Puffer gefullte Elektrophoresekammer Uberfihrt werden. Die DNA-
Proben wurden mit 1/5 Volumen an Gelbeladungspuffer versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. Die anschlief3ende Auftrennung der DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grof3e
erfolgte bei einer Feldstarke von 15-20 Volt/cm. Anschlief3end wurden die DNA-Banden auf
einem UV-Leuchttisch (Transilluminator, Filter 302 nm; Bachhofer, Tubingen, D) sichtbar
gemacht und mit einer CCD-Kamera mit angeschlossener CS-1 Kontrolleinheit (Cybertech,

Berlin, D) dokumentiert.

Ethidiumbromid-Stammlésung: 10 mg/ml in H,O lichtgeschtizt bel 4°C
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2.2.9 cDNA Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte, um die Information der mRNA in die stabilere Form einer DNA

zu Uberfuhren (Sambrook et al., 1989).

PolyA+RNA (2 pg) wurden mit 1 pl cDNA Synthese Primer versetzt und mit DEPC-H,0 auf
ein Volumen von 5 pl gebracht. Die Probe wurde 2 min bei 70°C inkubiert um mogliche
Sekundérstrukturen der RNA aufzuldsen. Danach wurden 2 pl 5 x Erststrang-Puffer, 1 pl
dNTP-Mix, 1 yl DEPC-Wasser und 1 pl Reverse Transkriptase (Superscript |1, GibcoBRL)
zu der Probe pipettiert und diese anschlief3end fur 1,5 h in einem Umluft-Warmeschrank
inkubiert, womit die Synthese des cDNA Erststranges abgeschlossen war. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von 2 pl 0,2 M EDTA (pH 8) gestoppt. Anschlief3end konnte die
cDNA durch den QIAEX Il aufgereinigt und bei Bedarf abschlief?end mit Ethanol gefallt

werden.

2.2.10 Aufreinigung von DNA

DNA wurden mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit oder des QIAEX 11 Kit (Qiagen,
Hildesheim) Uber eine Silika-Matrix aufgereinigt . Durch Verwendung dieser Methoden
konnte die DNA sowohl von Salzen und Enzymen, als auch von DNA-Fragmenten (< 100 bp)
getrennt werden. FUr die Aufreinigung durch den QIAquick PCR Purification Kit wurde die
zu reinigende Probe mit 5 Volumen an PB-Puffer verdinnt und anschlief3end auf eine
QIAqgick Spin-Saule gegeben. DNA-Fragmente (> 100bp) binden dabel an eine Silika-
Membran, wobei Enzyme und Salze durch abzentrifugieren und einen anschlief3enden
Waschschritt mit 0,75 ml PE-Puffer entfernt werden. Zur Elution der DNA von der Saule
wurden 50 pl Elutions-Puffer auf die Silika-Membran pipettiert und die Saule zentrifugiert (1
min, 13000 x g, RT). Bel Verwendung des QIAEX |1 Kits wurde die aufzureinigende DNA

mit 3 Volumen QX 1-Puffer verdinnt und anschlief3end mit 10 pl QIAEX 1-Ldsung



Material und Methoden 42

vermischt. Die QIAEXII-Ldsung stellt eine Silika-Matrix dar, die DNA-Fragmente (> 100 bp)
binden kann. Um eine optimale Bindung der DNA an die Matrix zu ermdglichen, wurde der
Ansatz 10 min bei RT inkubiert und alle 2 min geschittelt. Danach wurde die Suspension
zentrifugiert (30 sec., 13000 x g, RT) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurdein 0,5
ml PE-Puffer resuspendiert und unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde noch einmal wiederholt und das Pellet anschlief3end 10-15 min bei RT
getrocknet. Die Elution der DNA erfolgte durch Zugabe von 20 yl Elutionspuffer und einer
folgenden 10 mindtigen Inkubation bel RT, wobei die Suspension alle 2 min geschiittelt
wurde. Die Suspension wurde dann zentrifugiert (30 s, 13000 x g, RT) und der Uberstand mit
der DNA abgenommen. Die Elution wurde in gleicher Weise wiederholt und die Eluate

vereinigt.

Elutions-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

2.2.11 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il wurden benutzt, um DNA an definierten Stellen zu
schneiden. Die Enzyme wurden in glyzerinhaltigem Puffer bei -20°C gelagert. Plasmide
wurden mit 5 U Enzym pro pg DNA fur 2 h bei 37°C inkubiert. Das Volumen des
Restriktionsansatzes betrug zwischen 20 und 300 ul, wobei darauf geachtet wurde, dass die
Konzentration des Glyzerins aus dem Enzymlagerungspuffer unter 5 % (v/v) lag, um eine
optimale Aktivitat der Enzyme zu gewahrleisten. Es wurden die empfohlenen und
mitgelieferten Puffer fir die Reaktionen verwendet. Sofern vorgeschlagen, wurde auch
acetyliertes BSA in einer Endkonzentration von 100 pg/pl zugesetzt. Die Wahl des
geeigneten Puffersist wichtig, da Salz- und pH-Bedingungen kritisch fir die Enzymaktivitét
sind.

Die Reaktion wurde anschlief3end auf einem Agarosegel kontrolliert.
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2.2.12 Plasmidisolierung (Mini/Midi-Pr &par ation)

Die Mini-Praparation erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen SDS-Lyse (Birnboim & Daly,
1979) und Aufreinigung der DNA durch eine Silika-Membran unter Verwendung des Mini-
Prap-Kits der Firma Qiagen (Hildesheim, D). In dem ersten Schritt erfolgt die akalische Lyse
von 2 ml Ubernachtkultur. Die freigesetzte Plasmid-DNA wird dann unter Hochsalz-
Bedingungen an eine Silika-Membran im Zentrifugenréhrchen gebunden und nach zwei
Waschschritten mit PB- bzw. PE-Puffer unter Niedrigsalz-Bedingungen eluiert. Die Ausbeute
liegt bei den verwendeten Bakterienstammen bei ca. 20 pg Plasmid-DNA. Die so gewonnene
DNA ist qualitativ fur den Verdau mit Restriktionsenzymen, fur Transformationen,
Ligationen und Sequenzierreaktionen geeignet. Um grof3ere Mengen an Plasmid DNA zu
gewinnen wurde unter Verwendung des Midi-Prép Kits der Firma Qiagen (Hildesheim, D)
eine Midi-Préparation durchgefihrt. Hierbei erfolgte zundchst eine alkalische Lyse von 25-50
ml Ubernachtkultur. Die anschlieRende Aufreinigung der Plasmid DNA erfolgte allerdings

Uber einen lonenaustauscher (Qiagen Tip 100 Saule).

2.2.13 Ligation doppelstrangiger DNA

Doppelstrangige DNA Fragmente wurden in den PCR®I1 Vektor aus dem TA Cloning™ Kit
(Invitrogen) oder den pBluescript |1 Vektor (Stratagen) ligiert. Hierbei wurde ein molares
Vektor:Insert Verhdltnis von 1:1 bis 1:3 gewahlt. Die Ligation erfolgte in Ligations-Puffer,
wobel jewells 50 ng des Vektorsund 4 U T,-DNA-Ligase eingesetzt wurden. Der
Reaktionsansatz besal3 ein Gesamtvolumen von 10 pl und wurde bel 14°C Uber Nacht
inkubiert. Das entstehende zirkul&re Produkt konnte direkt zur Transformation kompetenter E.
coli verwendet werden.

Ligasepuffer: 50 mM tris-HCI, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mm ATP, 25 pg/ml BSA, pH

7.8
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2.2.14 Polymer ase K ettenr eaktion; PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR; Mullis & Fallona, 1987; Saiki et al., 1988) dient der
enzymatischen in vitro Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente. Die Reaktion besteht aus
aufeinanderfolgenden Amplifikationszyklen, die jeweils durch drei Phasen unterschiedlicher
Temperatur charakterisiert sind. In der ersten Phase, der Denaturierungsphase, wird eine
doppelstrangige DNA-Matrize bei einer Temperatur von 94 - 95°C in eine von
Sekundarstrukturen freie Einzelstrang-DNA Uberfuhrt. In der zweiten Phase, der
Anlagerungsphase (annealing), wird die Temperatur auf 50 - 68°C abgesenkt. Dadurch
kénnen sich spezifische Oligodesoxynukleotide (Primer), die jewells in entgegengesetzter
Orientierung die Zielregion in einer Duplex-DNA flankieren, an die komplementére
Zielregion der denaturierten Matrizen-DNA anlagern. In der Extensionsphase werden dann
die Oligodesoxynukleotide durch eine thermostabile DNA-Polymerase bei 68°C bzw. 72°C in
5 —3 -Richtung komplementér zur Zielregion verlangert. In den aufeinanderfolgenden
Amplifikationszyklen kommt es damit zur exponentiellen Anreicherung der durch die beiden
Primer flankierten Ziel-DNA-Sequenz. Um optimale Anlagerungsbedingungen fir beide
Primer zu schaffen und damit eine spezifische Amplifikation zu gewahrleisten, durften sich
die eingesetzten Oligodesoxynukleotide nur wenig in Lénge und GC-Gehalt voneinander
unterscheiden (Wu et al., 1991). Zusétzlich sollten komplementére Sequenzen innerhalb der
Oligodesoxynukleotide vermieden werden, um die Ausbildung von Sekundérstrukturen
(Dimere) zu unterdriicken. Fur die Synthese der PCR-Produkte wurden Tag-Polymerasen
verschiedener Hersteller (Qiagen, GibcoBRL, Clontech) und die jeweils mitgelieferten Puffer
verwendet. Die PCR-Reaktionen wurden in 0,2 ml-Reaktionsgefal3en in 20-100 Wl -Ansdtzen
durchgefihrt. Fir ein Gesamtvolumen von 30 pl wurden die einzelnen Komponenten in

folgendem Verhéltnis eingesetzt:
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Primer (up) (10 uM): 1l

Primer (low) (10 pM) 1l

10 x Puffer 3u

dNTP-Mix (10 mM) 0,5 ul

Tag-Polymerase 05-1y

zu amplifiziernde DNA 20-100ngin 2 pl

H,O Endvolumen Bisauf ein Endvolumen von 30 pl auffillen

Fur alle PCR-Reaktionen wurde ein hot start durchgefiihrt, d.h. dass eine Reaktions-
komponente physikalisch und funktional von den anderen Komponenten getrennt ist, bis der
erste Amplifikationszyklus beginnt. Auf diese Weise konnte die Bildung unspezifischer PCR-
Produkte vor dem Beginn der Reaktionszyklen verhindert werden. Diese kdnnen durch die
Verléngerung falsch angelagerter oder durch Sekundéarstrukturen verzerrter Primer entstehen.
Hierzu wurden die PCR-Ansétze erst in die PCR-Maschine gestellt, wenn diese wéhrend einer
Phase vor dem erstem Amplifikationszyklus 94°C erreicht hatte. Fur die Reaktionen wurden
PCR-Geréte von Perkin-Elmer (GeneAmp 2400) und Biometra (TGradient) verwendet, die
mit einem beheizbaren Deckel ausgestattet sind. Es wurde wahlweise der Heizdeckel oder
Mineraldl als Verdunstungsschutz gewahlt.

Sollte das PCR Produkt fur eine anschlief3ende Klonierung mittels eines T/A-Klonierungs-
Systems eingesetzt werden, wurde der Ansatz nach dem letzten Zyklus fir 10 min bel 72°C
inkubiert. Durch die matrizenunabhéngige Aktivitét der Tag-Polymerase am 3"-Ende des
Duplex-Molekiils, werden hierbei einzelne Deoxyadenosin-Reste angefiigt. Das PCR-Produkt
konnte daher direkt fiir eine Ligationsreaktion in einen Vektor mit dT-Uberhangen eingesetzt
werden.

Sofern sie nicht zur Verfligung standen, wurden als Primer Oligodesoxynukleotide von 18-25

Nukleotiden Lange gewahlt, die mit dem Programm OL1GO 4.0 entworfen wurden.
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Bei der Erstellung der Primer wurde darauf geachtet, dass die Primer wenig Méglichkeiten

zur Sekundarstrukturausbildung hatten und der G/C-Gehalt tber 50% lag.

Tab. 2.1: Verwendete Primer

Primer Sequenz
GAPDH 3 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3
GAPDH 5 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3
FS1 (CRFR13) 5-CAGTGCAATGCCTCCGTGGACCTCA -3
FS2 (CRFR1Y5") 5-TGTGGAAGCTGACTCTGGTGGGGGA -3
FS5 (CRFR2a 37) 5- GGCCGAAGAGCTGCTCCTGCGA -3
FS6 (CRFR20. 57) 5-CCACCAGGGCCACCAGGGAAA -3
FS7 (CRFR20. 3) 5-GTCTGCTTGATGCTGTGG - 3
FS8 (CRFR20. 57) 5-GCTTAGAGTCGACATGGA -3
T7 Primer 5-TAATACGACTCACTATAGGG -3
M13 Forward 5-GTAAAACGACGGCCAGT -3
M 13 Reverse Primer 5-CAGGAAACAGCTATGAC -3
cDNA-Synthese Primer |5 -TTTTGTACAAGCTT(30) - N1- N -3

2.2.15 Durchfuhrung einer semiquantitativen PCR

Durch semiquantitative PCR kdnnen K onzentrationsunterschiede eines PCR-Fragmentesin
verschiedenen Reaktionsansatzen bestimmt werden. Der Vergleich von PCR-Produkten ist
maoglich, wenn die Amplifikationskurven der entsprechenden PCR Reaktionen sich in der
linearen Phase befinden (Kohler, 1995). Die Identifikation von gelel ektrophoretisch
aufgetrennten PCR-Fragmenten im linearen Bereich erfolgte Uber Intensitatsbestimmung der
Banden bei jeweils gleichen Zyklenzahlen. Konzentrationsunterschieden der PCR-Fragmente

wiesen dabei auf Mengenunterschiede eines bestimmten Ausgangsproduktes hin. Die
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Auswertung und Intensitétsbestimmung gel el ektrophoretisch aufgetrennter PCR-Fragmente
erfolgte mit dem Programm WINCAM 2.2. Zur Kontrolle wurde fir jede semiquantitative
PCR Reaktion gleichzeitig eine PCR Reaktion zur Amplifikation des Gens fur GAPDH
(Glyzerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) durchgefihrt. Das GAPDH Gen codiert ein
essentielles Enzym der Glykolyse. Solche Gene nennt man ,, Haushaltsgene®, da lhre
Expression unabhangig von &ul3eren Einflissen nahezu konstant ist. Die semiquantitative

PCR Reaktion wurden jedoch stets nur als einleitendes Experiment angewandt.

2.2.16 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Kettenabbruchmethode mit
Didesoxynukleotiden (Sanger et a., 1977). Bel dieser Methode werden DNA-Sequenzen
ermittelt, indem man Fragmente durch kontrollierte Unterbrechung der enzymatischen
Reaktion erzeugt. Die zu sequenzierenden DNA-Strange werden hierbei in Verbindung mit
spezifischen Primern fur die Polymerasereaktion verwendet. Dabei werden neben
Desoxynukleotiden (ANTP's) gleichzeitig auch vier fluoreszenzmarkierte 2°-3'-
Didesoxynukleotide (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP) eingesetzt. Die vier ddNTP s sind mit
jeweils unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die eine spezifische
Basenerkennung erlauben. Beim Einbau eines der vier ddNTP s in den synthetisierten DNA-
Strang, wird die Kettenverlangerung aufgrund der fehlenden 3"-OH-Gruppe der Ribose
gestoppt. DadNTPs und ddNTPs statistisch mit gleicher Wahrscheinlichkeit verteilt und
eingebaut werden, entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange. Diese kdnnen in
einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt werden. Fir die Sequenzanalyse wurde
ein 373A-Sequenzier-Gerét (Applied Biosystems) und fur die jeweilige PCR-Reaktion das
ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems)
verwendet. Der Sequenziermix enthalt dNTPs, fluoreszenzmarkierte ddNTPs, Tris’HCI (pH
9,0), MgCl, und die thermostabile AmpliTaqg DNA Polymerase. Die AmpliTag DNA

Polymerase ist eine modifizierte Tag-DNA-Polymerase ohne 5-3"-Exonuklease-Aktivitét, die
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nur geringfigig zwischen dNTP s und ddNTP’s unterscheiden kann. Der ANTP-Mix enthalt
zudem dITP statt dGTP, um die Ausbildung von Sekundéarstrukturen innerhalb der
synthetisierten Einzelstrénge zu unterdriicken. Fir die PCR-Reaktion wurden jeweils 200-500
ng doppelstrangige Plasmid-DNA, 3,2 pMol des Sequenzierprimers und 4 pl Terminator
Ready Reaction-Mix eingesetzt und mit Wasser auf 20 pl aufgefillt. Die Sequenzierreaktion

fand in einem Thermocycler unter folgenden Bedingungen statt:

5min 95°C

30 Zyklen:

Denaturierungsphase: 30s 95°C
Anlagerungsphase: 10s 50-55°C
Extensionsphase: 4 min 60°

Die Proben wurden anschlief3end in einem Polyacrylamid-Gel (4%) mittels des 373A-
Sequenzier-Gerét (Applied Biosystems) eletrophoretisch aufgetrennt und anschlief3end mit

den Programmen von Applied Biosystems ausgewertet.

2.2.17 Auftrennen von RNA in eéinem For maldehydgel

Ein Formaldehyd-haltiges Gel gewahrt bei der Elektrophorese von RNA die Auftrennung der
RNA unter denaturierenden Bedingungen. Die Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgte in
Anlehnung an Sambrook et al. (1989).

Vor der Elektrophorese wurden Gelkammer und Taschenformer mit 3% H,O, gespiilt und
anschlief3end mit Ethanol (abs.) getrocknet. Zur Herstellung eines 1 % Formaldehyd-Agarose-
Geleswurden 1 g Agarose mit 88 ml DEPC-H,0 aufgekocht, auf 60°C abgekiihlt und dann
mit 10 ml 10 x MOPS und 1,8 ml 37% Formaldehyd versetzt. Anschlief3end wurde das Gel in

die vorbereitete Apparatur gegossen.
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Die gewlinschte Menge an RNA wurde dann auf ein Volumen von 4,5 pl gebracht, mit 10 pl
Formamid, 2 pl 10 x MOPS-Puffer und 3,5 il 37 % Formaldehyd gemischt, 15 min bei 65°C
inkubiert, um Sekundéarstrukturen aufzul sen und bis zum Auftragen auf Eis aufbewahrt.
Analog wurde mit 2 pl der 0.24 - 9.5 KB-RNA-Leiter (1 ug/l) verfahren. Die Proben wurden
dann umgehend auf das Gel aufgetragen, wobei zuvor noch 2 pl Probenbel adungspuffer
zugegeben wurde. Die Elektrophorese wurde fur ca. 2 hiin 1 x MOPS-Puffer bei 100 V (10-15
V/cm) durchgefihrt.

Den Proben wurde nach der Hitzeinkubation bei 65°C noch 2 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)

zugesetzt, so dass die RNA-Banden unter UV-Licht detektiert werden konnten.

10x MOPS-Puffer: 0,2 M MOPS (3-(N-Morpholin)propansulfonséure), 80 mM NaAcetat; in
DEPC-H,0 aufnehmen und mit 10 N NaOH auf pH 7 einstellen, anschlief3end 10 mM EDTA
zufligen und mit DEPC-H,0 auf entsprechendes Volumen auffillen.

Lauf-Puffer: 1x Mops-Puffer

2.2.18 Herstellung von mit Digoxigenin-UTP markierten cRNA Sonden

Fur diein situ Hybridisierung wurden DIG markierte, einzelstrangige RNA-Proben
hergestellt. Diein vitro Transkription und gleichzeitige Markierung der Proben mit DIG-UTP
erfolgte mit einem "DIG RNA Markierungs-Kit" (Hoffmann La Roche, CH). Als,, Ausgangs-
DNA* wurden jeweilsin den pBluescript II® (Stratagene) Vektor klonierte cDNA Sequenzen
des CRFR1 und CRFR2 verwendet. Durch Ansequenzierung wurde zunéchst die Orientierung
der entsprechenden cDNA"sim Vektor bestimmt. Hierbei wurde unterschieden, ob das 5
Ende des codogenen oder komplementaren Stranges der ,, Ausgangs-DNA* unterhalb vom
Promotor des lacZ Gens vorlag. Im ersten Fall konnte unter Verwendung der T3 Polymerase
die Sinn-Strang (engl.: sense ) und unter Verwendung der T7 Polymerase die Anti-Sinn-
Strang (engl.:antisense) hergestellt werden. Das Plasmid wurde zundchst mit einem

geeigneten Restriktionsenzym linearisiert, so dass diein vitro Transkription jeweils nach der
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Schnittstelle abbricht, weshalb man auch von "run off" Transkription spricht. Hierbel war zu
beachten, dass das verwendete Restriktionsenzym nicht innerhalb der ,, Ausgangs-DNA*
schneidet. In dieser Arbeit wurden die kompletten cDNA Sequenzen von CRFR1 und
CRFR2qa als ,,Ausgangs-DNA* verwendet. Der Vektor wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Eco RV oder Spe | geschnitten. Durch in vitro Transkription
konnte dann mittels der T3 und T7 RNA Polymerase die entsprechenden sense und antisense
Sonden synthetisiert werden.

Ein Reaktionsansatz sah wie folgt aus:

1 pg gereinigte, linearisierte "Ausgangs DNA"
2 10 x NTP Mix (mit DIG markiertem UTP)
1 pl RNase Inhibitor

2 Wl RNA Polymerase (T7 oder T3)

Der Ansatz wurde fir 2 h bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wurden 2 il DNasel zugegeben
und die Inkubation fur weitere 15 min bei 37°C fortgesetzt. Die Reaktion wurde durch 2 pl
0.2M EDTA (pH 8) gestoppt. Durch eine limitierte alkaline Hydrolyse wurden die Sonden
dann auf eine Lange von ca. 200 bp eingestellt. Hierzu wurde der Reaktionsansatz mit DEPC-
H,O auf ein Volumen von 100 pl gebracht und mit 100 pl 0.2 N NaOH vermischt und auf Eis
inkubiert. Die Inkubationszeit richtete sich nach der Lange der Sonde und wurde nach
folgender Formel berechnet:

t(min) = LsLo/K X LgXLg

wobel gilt: Lg = Ausgangslange der Sondein KB; L. = Angestrebte Lange der hydrolysierten
Sondein kB (200 kB); K = 0,1101 kB/min.

Die Qualitét des vollsténdigen und des hydrolisierten Transkripts wurde durch Elektrophorese
in einem Formaldehyd-Agarosegel analysiert. Anschlief3end wurde die cRNA geféllt und in

DEPC Wasser resuspendiert.
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2.2.19 In situ Hybridisierung

Diein situ Hybridisierung ermoglicht es spezifische RNA Molekilein fixiertem Gewebe zu
detektieren.

Nach Beendigung des jeweiligen Versuchs wurde die Tiere durch Genickbruch getttet. Das
Gehirn wurde entnommen und in flissigem Stickstoff eingefroren. Mit einem Mikrotom
wurden die Hirne anschlief3end bei -20°C in 10 uM dinne Scheiben geschnitten, welche auf
einem sterilen Objekttrager aufgenommen wurden. Die Objekttréger wurden 5 min in 4%
Paraformaldehyd inkubiert und danach 3 x mit PBS Puffer gewaschen. Anschlief3end wurden
die Schnitte 5 min mit 0,1 M Triethanolamin (TEA) gewaschen und fur 15 min mit 0,1 M
TEA/0.5 % Aceticanhydrid inkubiert.

Die Pra-Hybridisierung erfolgte durch eine vierstiindige Inkubation der Objekttrager in
Hybridisierungspuffer. Hierzu wurden die Objekttréger zusammen mit eéinemin

Formal dehyd/5xSSC (1:1) getranktem Filterpapier in eine Petrischale gelegt, 150
Hybridisierungspuffer auf die Schnitte gegeben und die Objekttrager anschlief3end mit
sterilem Parafilm abgedeckt. Die Petrischal e wurde verschlossen und mit Parafilm
abgedichtet. Zur Hybridisierung wurde die antisense- bzw. sense-Sonde in
Hybridisierungspuffer verdinnt (1:20-1:100) und analog zur Préa-Hybridisierung auf die
Schnitte gegeben. Die Inkubation wurde fir 16-18 h bei 48°C (CRFR2) bzw. 50° (CRFR1)
durchgefihrt. Anschlief3end wurden die Objekttréager 30 min bel 37°C mit RNaseA (50ug/ml)
behandelt und danach jeweils 10 minin 2 x SSC (RT) und 0,2 x SSC (58°C) gewaschen und
schliefdich fur 1h mit Block-Puffer inkubiert. Danach wurde der mit einer alkalinen
Phosphatase konjugierte Anti-DIG Antikorper 1:2000 in Block-Puffer verdinnt und fir 1 h zu
den Schnitten gegeben. Abschlief3end wurden die Objekttréger mehrmals mit
Entwicklungspuffer gewaschen und danach fur 6-16 h lichtgeschitzt mit 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate/Nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT) - Losung inkubiert, bisein

ausreichendes Signal zu beobachten war. Fur die Quantifizierung der Signale wurde zunéchst
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die optimale Entwicklungszeit bestimmt und die Intensitét der Signale anschlief3end mit
einem NIH-image Analyse System bestimmt.

Hybridisierungspuffer: 50% Formamid, 2% Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim),
0.02% SDS, 0.1 % Sarcosyl/1x SSC

TEA: 1M Stammldsung (pH 8)

RNase Puffer: 10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, 500 mM NaCl (pH 8)

Block-Puffer: 0,1 M Maleinsdure, 1% Blocking Reagent (Boehringer Mannheim)
Entwicklungspuffer: 100 mM Tris HCI, 100 mM NaCl, 50 mM MgCI2

BCIP/NBT: 225 gl NBT (100 mg/ml), 175 pl BCIP (50 mg/ml) in 50 ml Entwicklungspuffer

2.2.20 I solierung von Proteinen aus Hirngewebe

Der isolierte Hippokampus jeweils einer Maus wurde in 400 Wl Extraktions-Puffer
aufgenommen und mit einer Schere zu feinen Gewebestiicken zerkleinert. Die
Gewebesuspension wurde 5 min bei 98°C inkubiert und anschlief?end 10 min zentrifugiert
(4°C; 10000 x g). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt und stellte den

Proteinextrakt dar.

Extraktionspuffer: 125 mM Tris HCI (pH 6,8) 3% SDS, 5% [3-M ercaptoethanol

2.2.21 Isolierung von nativen Proteinen aus Hirngewebe

Native Proteine wurden isoliert, wenn in weiterf ihrenden Experimenten

Immunoprézi pitationen durchgefihrt oder Kinaseaktivitéten gemessen werden sollten. Hierzu

wurde der Hippokampus je einer Maus in 400 pl RIPA (engl.: radioimmunopr ecipitation)-

Puffer aufgenommen, mit einer Schere zu feinen Gewebestiicken zerkleinert, 15 min bel 4°C
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inkubiert und anschliefend zentrifugiert (14000 x g). Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal3 tberfihrt und stellte den Proteinextrakt dar.

RIPA-Puffer: TrisHCl 50 mM (pH 7,4), 1% NP-40, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,;
unmittelbar vor Gebrauch wurden 1 mM PMSF, ImM NaVO, und 1ImM NaF zugesetzt, um

endogene Proteasen und Phosphatasen zu inhibieren.

2.2.22 1 solierung von Kernproteinen aus Hir ngewebe

Die Isolierung von Kernproteinen erfolgte nach dem Prinzip von Dignam et a. (1989).
Ausinsgesamt 5 Mausen wurde der Hippokampus isoliert, in 1,5 ml Puffer A aufgenommen
und mit einem Rotations-Homogenisator zerkleinert. Anschlief3end wurden 4,5 ml Puffer A
zugesetzt und das Lysat fiir 10 min zentrifugiert (4°C, 2300 x g). Der Uberstand wurde
verworfen, dass Sediment in 5 ml Puffer A/ 40pl NP 40 resuspendiert und erneut fir 10 min
zentrifugiert (4°C, 2300 x g). Der Uberstand wurde abgenommen und stellte den
zytoplasmatischen Proteinextrakt dar. Das Sediment wurde in 50 pl Puffer B geldst und mit
einem Hand-Homogenisator behandelt. Der Homogenisator wurde mit 70 pl Puffer B
ausgespult und die insgesamt 120 I Lysat in ein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt, welches 1 h
auf Eis (alle 20 min wurde das Lysat kurz gevortext) inkubiert wurde. Abschlief3end wurde
das Lysat 15 min zentrifugiert (4°C, 13000 x g) und der Uberstand, der den nuklearen

Proteinextrakt darstellte, in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt.

Puffer A: 10 mM HEPES, 10 mM KCI, 100 uM EDTA, 100 uyM EGTA, 1 mM DTT, 50 uM
PM SF

Puffer B: 150 uM HEPES, 0,4 M NaCl, 100 uM EDTA, 100 uM EGTA, 50 pyM PM SF

Die Puffer wurden unmittelbar vor Gebrauch aus entsprechenden StammlGsungen angesetzt

und auf eine pH Wert von 7,9 eingestellt.
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2.2.23 Vermessung von Proteinen

Der Proteingehalt der Extrakte wurde durch einen Bradfordtest ermittelt. Dieser Test basiert
auf der Beobachtung, dass das Absorptionsmaximum von Coomassie Brilliant Blue G-250 in
saurer Losung von 465 nm auf 595 nm steigt, wenn der Farbstoff an Proteine bindet
(Bradford, 1976).

Jeweils 1 pl eines jeden Extrakts wurde auf 800 pl mit Wasser aufgefullt. Nach Zugabe von
200 ul Férbel6sung wurde die L6sung gut gemischt und 5 min bel RT inkubiert. Als Leerwert
wurden 800 ul Wasser entsprechend behandelt. Die Proben wurden bei 595 nm gegen den

L eerwert gemessen.

Der Proteingehalt wurde anhand einer Eichgeraden ermittelt, die mit BSA im Bereich von 0,5

Mg bis 8 ug Protein pro Ansatz erstellt wurde.

2.2.24 Immunopr &ézipitation von Proteinen

Durch Immunopréazipitation wurden Proteine mittels spezifischer Antikorper aus
hippokampalen Proteinlysaten isoliert. Hierzu wurden 0,1 - 0,5 mg Gesamtprotein mit 2 g
des entsprechenden Antikorpers vermischt und fir 1 h bei 4°C in einem Uberkopfroller
inkubiert. Anschlief3end wurden 50 pl magnetisch markierte ProteinA oder ProteinG
Microbeads (Milteny Biotec) zugegeben. ProteinA Microbeads wurden verwendet, wenn es
sich bei dem fur die Immunopréazipitation benutzten Antikorper um einen Mausantikorper
handelte. ProteinG Microbeads wurden dagegen verwendet, wenn der entsprechende
Antikdrper im Kaninchen hergestellt wurde. Das Gemisch wurde fir 30 min auf Eisinkubiert
und anschlief}end auf eine pMacs Saule (Milteny Biotec, D) gegeben, die sich in einem
starken Magnetfeld befand und zuvor mit 100 Wl Lysispuffer aquilibriert wurde. Die Séule
wurde 3 x mit Lysispuffer und 4 x mit Waschpuffer gewaschen. Die immunoprazipitierten
Proteine konnten jetzt entweder mit 50 pl Elutionspuffer (95°C) von der Saule eluiert werden

oder direkt fur einen Kinase Assay verwendet werden.
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Waschpuffer: 1M NaCl, 50mM Mops, 15% ETOH, pH 7
Elutionspuffer: 10 mM, Tris-HCl, 1% SDS

Lysispuffer: 200 mM NaOH, 1% SDS

2.2.25 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese (SDS-PAGE)

Zu analytischen Zwecken wurden Proteine in denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelen
ihrer Grof3e nach aufgetrennt. Dieses ist moglich, da das negativ geladene SDS die
denaturierten Proteine bindet und diese im elektrischen Feld daher zur Kathode wandern. Ein
eventuell vorhandener Ladungsunterschied wird dabel durch die stéchiometrische Bindung
des SDS ausgeglichen. Die el ektrophoretische Auftrennung der Proteine wurde in
diskontinuierlichen SDS-Gelen, bestehend aus einem oberen Sammelgel (pH 6,8) und einem
unteren Trenngel (pH 8,8) erzielt. Zunéchst wurden die Glasplatten gereinigt und getrocknet,
Teflonabstandshalter seitlich eingefligt und dann in die Halterung eingespannt. Erst wurde das
Trenngel hergestellt, zwischen die Glasplatten gegossen und zur Erzielung einer ebenen
Polymerisationskante mit 0,1 %iger SDS-L6sung tiberschichtet. Nach der Polymerisation
wurde das 0,1%ige SDS entfernt. Dann wurde das Sammelgel Uber das Trenngel gegossen
und ein Kamm geeigneter Taschengrof3e eingefligt, der nach der Polymerisation wieder
entfernt wurde. Das Gel wurde nun in die Elektrophoresekammer eingespannt und die
Pufferreservoirs mit Elektrodenpuffer gefillt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte zun&chst
bei 60 V. Sobald die Proteine in das Trenngel elngedrungen waren, wurde eine Spannung von

120 V angelegt. Es wurden sowohl 10 %, als auch 12 % Gele verwendet.
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2 Sammelgele

30 % Acrylamid-L6sung ( ml) 1,3
Tris/SDS-Puffer, pH 6,8 (ml) 2,5
H,O (ml) 6,1
10 % SDS Lasung (ul) 100
APS (ul) 50
TEMED (ul) 10
2 Trenngele 10 % 12 %
30 % Acrylamid-L6sung ( ml) 6,66 8
Tris/SDS-Puffer, pH 8,8 (ml) 5 5
H,O (ml) 47 13,4
10 % SDS Lasung (ul) 200 200
APS (ul) 100 100
TEMED (ul) 10 10

2.2.26 Proteintransfer auf PVDF Membranen

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mit Antikorpern zu detektieren, mufiten die
Proteine zuerst aus dem Gel mittels Elektrotransfer auf eine proteinbindende Membran
Ubertragen werden. Dazu wurde eine Semi-Dry-Blotkammer und Polyvinylidendifluorid

(PVDF)-Membranen mit einer Porengréfie von 0,45 pm verwendet.

Zuerst wurden drei Filterpapiere (9,7 cm x 6,7 cm) in Kathodenpuffer B gewaschen und auf
die Kathode der Apparatur gelegt. Dann wurde das in Kathodenpuffer B getrankte Gel, eine

mit Anodenpuffer Al getrankte PVDF-Membran und drei in Anodenpuffer Al gewaschene



Material und Methoden 57

Filterpapiere daraufgelegt. Den Abschluf3 bildeten drel in Anodenpuffer All gewaschene
Filterpapiere. Damit die stark hydrophobe PV DF-Membran benetzt werden konnte, muf3te sie

vorher 30 sin Methanol inkubiert werden.

Uber den Stapel wurde die Anodenplatte gelegt. Der Transfer erfolgte bei konstantem Strom

von 100 mA pro Gel (~2 mA/cm?) und maximal 25V bei 4 °C tiber einen Zeitraum von 2,5 h.

Anodenpuffer A 1: 30 mM Tris Base, 20 % (v/v) Methanol (pH 10,5)
Anodenpuffer A 11: 300 mM Tris Base, 20 % (v/v) Methanol (pH 10,5)

Kathodenpuffer B: 25 mM Tris Base, 40 mM Amino-n-Capronat, 20 % (v/v) Methanol,
pH9,4

2.2.27 Immunologische Detektion von Proteinen auf PVDF-Membranen

(Western Blot; Immunaoblot)

Die Proteine wurden mittels spezifischer Antikorper auf der PVDF-Membran detektiert. Dazu
wurde das Chemilumineszenssystem von Tropix (Tropix, USA) verwendet.

Alle Inkubationen wurden bei Raumtemperatur (RT) auf dem Schittler durchgefihrt. Fir die
Inkubationen mit der Antikorperldsung, dem Nitroblock 11, sowie dem Substrat wurde die
Membran in eine Polyethylenfolie eingeschweil3. Bel der Verwendung grof3erer Volumina
der Losungen (ca. 40 ml) wurden die Schritte in einer Plastikschale (11 cm x 11 cm x 5 cm,
Lange x Breite x Hohe) durchgefiihrt. Die angegebenen Volumina beziehen sich jewells auf
eine Membran.

Um die Positionen der Markerbanden festzustellen wurde die PVDF-Membran zunéchst 10
min mit Ponceau S-Farbel dsung inkubiert und anschlieffend mit 5 % (v/v) Essigsaure entfarbt,
bis sich die Banden deutlich vom Hintergrund abhoben. Dadurch wurden alle Proteine, die
sich auf der Membran befanden sichtbar gemacht. Die Membran wurde photokopiert und die
Kopie zur Bestimmung der Molekul argewichte verwendet. Zudem konnte man abschétzen, ob

in jeder Spur die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde.
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Die mit Ponceau S gefarbten Membranen wurden zweimal fur jeweils 5 min mit PBS-Puffer
gewaschen, um restliches Methanol zu entfernen. Nach einer einstiindigen Inkubation in
Blockierungspuffer, die zur Abséttigung aller freien Bindungsstellen der Membran
erforderlich war, wurde die Membran fir eine weitere Stunde mit 5 ml einer geeigneten
Verdinnung des ersten Antikorpersin 1:1 (v/v) Wasch-/Blockierungspuffer inkubiert und
anschlief3end zweimal 10 min in Blockierungspuffer gewaschen. Dann wurde der zweite
Antikérper, der gegen den ersten gerichtet und an alkalische Phosphatase gekoppelt war,
1:10000 in 1:1 (v/v) Wasch-/Blockierungspuffer verdinnt und 1h mit der Membran inkubiert.
Nach 3 Waschschritten in Blockierungspuffer fur jeweils 10 minund 2 x 5minin
Assaypuffer wurde die Membran fur 5 minin 5 ml Nitroblock 11-Ldsung inkubiert. Nach dem
Waschen der Membran fur 2 x 5 min mit Assaypuffer erfolgte die Inkubation in 5 ml CDP-
Star ™-Substrat-L 6sung. Die Membran wurde mit Papierhaushaltstiichern getrocknet und die

Signale durch Exposition auf einem Roéntgenfilm detektiert.

Assaypuffer: 0,1 M Diethanolamin, 1 mM MgCl, (pH 10,0); sterilfiltrieren
Blockierungspuffer: 0,2 % (w/v) 1-Block, 0,1 % (v/v) Tween 20, 20 % (v/v) 5x PBS
CDP-Star ™-Substrat-L 6sung: 0.1 % (v/v) CDP-Star™ in Assaypuffer Nitroblock 11-Lésung:
2,5 % (v/v) Nitroblock I in Assaypuffer

5x PBS-Puffer: 231 mM Na,HPO, - 2 H,0, 85 mM NaH,PO, - H,0, 342 mM NaCl, (pH 7,3 -
7,4); autoklavieren; Zugabe von 0,5 % (w/v) Natriumazid.

Ponceau S-Farbeldsung: 0,2 % (w/v) Ponceau Sin 1 % (v/v) Essigsaure

Waschpuffer: 0,1 % (v/v) Tween 20, in 1x PBS, sterilfiltrieren

2.2.28 Quantifizierung von Western Blots

Um die Signale der mittels Western Blot detektierte Protein statistisch auszuwerten, wurden

die entsprechenden Rontgenfilme gescannt und anschlief3end densiometrisch quantifiziert.
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Hierfir wurde das Programm WinCam 2.2 (Cybertech, Berlin) verwendet. Dabei wurden nur
Signale solcher Western Blots verwendet, bei denen die Ponceau-Farbung der PVDF
Membran ergeben hatte, dass in jeder Spur tatséchlich gleiche Mengen an Gesamtprotein
vorhanden waren. Sollte der Gehalt von Phosphoproteinen analysiert werden, wurde als
zusétzliche Kontrolle der Gehalt an entsprechend unphosphoryliertem Protein untersucht. In

manchen Fallen wurde statt dessen auch der Gehalt an Aktin analysiert.

2.2.29 Immunohistochemische Analyse von Proteinen

2.2.29.1 Perfusion

Fr die immunhistochemischen Untersuchungen wurden die M&use nach Beendigung des
jeweiligen Experiments mit 0,5 ml Avertin (intraperitoneal) narkotisiert. Sobald die
narkotische Wirkung eingetreten war, wurde der Thorax bis zum Herz getffnet und der linke
Ventrikel zur Einleitung der Perfusionslsungen und das rechte Atrium zum Auslauf
eingeschnitten. Nachdem die Perfusionskanule eingefiihrt war, wurden Uber eine
Peristaltikpumpe zuerst ca. 50 ml PB-Puffer (4°C) zum Auswaschen des Blutes und
anschlief3end ca. 100 ml Paraformaldehyd (PFA)-L6sung (4°C) zur Fixierung des Gewebes
appliziert. Dann wurden die Tiere dekaptiert und das Gehirn entnommen. Zur Postfixierung
wurden die Gehirnein jeweils 20 ml PFA-LAsung fir 48 h bei 4°C inkubiert. Danach folgten
jeweils 24 h andauernde Inkubationen in 10 %, 20 % und 30 % (w/v) Saccharosel Gsungen.
Avertin: 1,4 % (w/v) Tribromethanol, 1,4 % Amylalkohol in Wasser gut schiitteln; Lagerung
im Dunkeln bel 4 °C.

PB-Puffer: 25 mM NaH,PO, - H,0O, 75 mM Na,HPO, - 2 H,0, pH 7,4

PFA-L6sung: 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PB-Puffer, pH 7,4

10 % (w/v) Saccharosel6sung: 10 % (w/v) Saccharose in PB-Puffer

20 % (w/v) Saccharosel6sung: 20 % (w/v) Saccharose in PB-Puffer
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30 % (w/v) Saccharoseldsung: 30 % (w/v) Saccharose in PB-Puffer

2.2.29.2 Hirnschnitte

Um die Gehirne zu schneiden, wurden diese in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und mit
Einbettmedium Uberschichtet. Mit einem Mikrotom wurden 50 um dicke Frontal schnitte
angefertigt, diein Lagerungs-Puffer gesammelt wurden. Unter diesen Bedingungen konnten

die Hirnschnitte mehrere Wochen bel 4 °C gelagert werden.

Lagerungs-Puffer: 0,01 M PBS, 2,7 mM KCI und 137 mM NaCl, 0,4 pg/ml Methiolat (pH

7,4)

2.2.29.3 Immunodetektion

Durch histochemische Immunoférbung konnten spezifische Proteine in fixiertem Gewebe
detektiert werden. Hierbei erkennt ein Antikorper spezifisch das Zielprotein und wird dann
durch einen zweiten Antikorper erkannt. Durch das ABC-System (Vector, CA, USA; engl.:
avidin-biotin complex) erfolgte dabei eine starke Signalverstarkung. Diese Verstérkung beruht
darauf, dass der zweite Antikorper biotinyliert ist und mit hoher Affinitét von Avidin
gebunden wird. Avidin bindet gleichzeitig an eine ebenfalls biotinylierte Peroxidase, welches
letztlich ein Substrat zu einen sichtbaren Farbstoff oxidiert.

Alle Schritte wurden, wenn nicht anders erwéhnt, bei Raumtemperatur (RT) auf dem
Schttler in Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen durchgefihrt. Eine Vertiefung enthielt 3 bis
6 Schnitte und wurde mit 0,5 -1 ml der jeweiligen Ldsung aufgeftillt. Zuerst wurden die
Schnitte in PBS-Puffer gewaschen. Dann wurden die Schnitte 15 minin 1 % (v/v) H,O, in
Methanol inkubiert, 2 x 10 min TBS-Puffer gewaschen, um das Gewebe zu permeabilisieren,
und schliefdlich 2-6 h mit Séttigungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungen der

Antikérper zu verringern. Dann wurden die Schnitte mit einer geeigneten Verdinnung des 1.
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Antikérpers 24-72 h bei 4 °C inkubiert, anschlief3end 3 x 10 min mit Waschpuffer gewaschen
und 1 h mit dem biotinylierten 2. Antikorper bel RT inkubiert. Zum Schlufd wurden die
Schnitte 1 h mit dem ABC-Komplex inkubiert, 3 mal mit PBS-Puffer gewaschen und dann
mit Diaminobenzidine (DAB)-L 6sung geférbt, bis ein guter Farbkontrast zum Hintergrund

sichtbar wurde. Die Farbreaktion wurde durch zweimaliges Waschen in PBS-Puffer gestoppt.

Séttigungspuffer: 5 % (v/v) Ziegenserum, 0,3 % TX-100in 0,01 M PBS

TBS-Puffer: 0,2 % (w/v) TX-100in 0,01 PBS

AK-Ldsung: 0,5 % (v/v) 2. Antikorper (biotinylierter Ziegen-anti-Kaninchen-Antikorper;
biotinylierter Ziegen-anti-Maus-Antikorper) in Séttigungspuffer

ABC-Komplex (Vector Kit): 1 % (v/v) Avidinldsung, 1 % (v/v) Biotinylierte Meerrettich
Peroxidase Losung in TBS Puffer

DAB-L6sung: 0,07 % (w/v) 3,3 -Diaminobenzidin, 0,2 % (w/v) Urea, 0,06 M Tris

Waschpuffer: 1 % (v/v) Ziegenserum in TBS

2.2.29.4 Immunohistochemische Co-immunodetektion (Doppéelféarbung)

Mittels der Doppelfarbung konnten zwei verschiedene Proteine im selben Hirnschnitt
immunol ogisch detektiert werden. Hierzu wurde das TSA ™Fluorescence System der Firma
NEN™ Life Science verwendet. Das System beruht auf den unterschiedlichen Anregungs-

und Emissions-Eigenschaften der beiden Fluorophore Tetramethylrhodamin und Fluorescein.

Fluor ophor Anregung | Emission

Tetramethylrhodamin | 550 nm 570 nm (rot)

Fluorescein 494 nm 517 nm (grin-gelb)
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Die Detektion wird durch die Tatsache ermdglicht, das die Fluorophore von der Peroxidase
oxidiert werden und die Schnitte anschlief3end mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert
werden kdnnen. Zunachst wurden die Schnitte wie unter 2.2.29.3 beschrieben behandelt und
nach der Inkubation mit dem ABC Komplex 3 x mit PBS-Puffer gewaschen und 10 min mit
Tetramethylrhodamin (1:50 in PBS) inkubiert. Fir alle folgenden Schritte wurde die
Zdlkulturplatte in Alufolie verpackt um den Lichteinfall zu minimieren. Die Schnitte wurden
nun erneut in PBS-Puffer gewaschen, 15 minin 1 % (v/v) H,O, in Methanol inkubiert, 2 x 10
min TBS-Puffer gewaschen und schliefdlich 2-6 h mit Sattigungspuffer inkubiert. Dann
wurden die Schnitte mit einer geeigneten Verdinnung des 1. Antikorpers fir das 2. zu
detektierende Protein 24-72 h bei 4 °C inkubiert, anschlief3end 3 x 10 min mit Waschpuffer
gewaschen und 2 h mit dem 2. Antikorper (1:25) bei RT inkubiert. Dieser 2. Antikorper
(Sigma, Deisenhofen, D) war nicht biotinyliert, sondern direkt mit einer Peroxidase
gekoppelt, um Wechselwirkungen mit dem in der ersten Farbung verwendeten ABC-Komplex
zu vermeiden. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte 10 min mit
Fluorescein (1:50 in PBS) inkubiert, anschlief3end erneut 3 x mit PBS gewaschen, auf
Objektrager aufgezogen und fur die Mikroskopie in Vectashield® (Vector) Aufziehmedium

eingebettet.

2.2.29.5 Mikroskopie

Die Schnitte wurden zum Betrachten unter dem Mikroskop auf Objekttrager transferiert. Dazu
wurden sie erst in eine Petrischale mit Aufziehmedium gelegt und mit einem Pinsel auf die
Objekttréger gebracht. Bevor sie mit einem Deckglas versehen werden konnten, muften die
Schnitte mit Ethanol in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe (50 %, 70 %, 95 % und 2 mal
100 %) fur jeweils 1 min dehydriert werden. Dann wurden sie 2 mal fir jeweils 1 min in 100
% Xylol getaucht und mit einem nicht-wéassrigen Eindeckmedium die Deckglé&ser auf dem

Objekttrager befestigt. Nach 24 h waren sie getrocknet und konnten unter dem Mikroskop



Material und Methoden 63

betrachtet werden. Das Mikroskop war mit einer Kamera ausgestattet, welche die Daten zu
einem Computer transferierte, wo die Bilder bearbeitet werden konnten.

Fur die Betrachtung von fluoreszierenden Gewebeschnitten wurden diese nach dem
Aufziehen auf Objekttrager in Vectashield® (Vector) Aufziehmedium eingebettet und mittels

eines dreifachen Bandpass Filters (Appligene) unter dem Mikroskop betrachtet.

Aufziehmedium: 0,1 % (w/v) Gelatine, 10 % (v/v) Ethanol

2.2.30 Verhaltensexperimente

Die Verhaltensexperimente wurden mit einem computerunterstiitzten
Furchtkonditionierungssystem der Firma TSE (Bad Homburg, D) ausgefuhrt. Dabei wurden
die M&use in eine Plexiglaskammer (Trainingskammer: 35 cm x 20 cm x 20 cm, Lange x
Breite x HOhe) gesetzt, deren Boden aus einem Gitter rostfreien Stahls (Durchmesser der
Stabe 4 mm, Abstand 9 mm) bestand. Das Gitter war mit einer Steuereinheit verbunden, die
elektrischen Strom definierter Intensitét (0,7 mA) und Dauer (2 s) erzeugte. Die
Plexiglaskammer und das Gitter wurden vor jedem Versuch mit 70 %igem Ethanol
gewaschen, um den Geruch der Mause aus vorangegangenen Experimenten zu neutralisieren.
Die Kammer befand sich in einem Plastikgehduse an dessen Decke sich eine Lampe (12 V)
und ein Lautsprecher (Hintergrundrauschen 60 dB SPL) befanden. Ein Computer, der die

Steuereinheit kontrollierte, diente zur Eingabe der Versuchsstruktur.

2.2.30.1 Kontextabhangige Fur chtkonditionierung

Zur kontextabhangigen Furchtkonditionierung wurden die Méuse jeweils 180 slang in die
Trainingskammer (Kontext) gesetzt und hatten somit die Gelegenheit diese neue Umgebung
zu entdecken. Darauf folgte direkt ein 2 s dauernder elektrischer Fufdschock (S) mit der

Intensitét von 0,7 mA. Danach wurden die Méause zurlick in ihren K&fig gesetzt. Der
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Gedachtnistest wurde 24 h spéter durchgeftihrt, indem die Tiere erneut fir 180 sin die
Trainingsbox gesetzt wurden.

Als Mal3 fur konditionierte Furcht wurde wahrend dieses Zeitintervallsalle 10 s (18 mal in
180 s) dokumentiert, ob die Tiere erstarren. Erstarren ist a's das Fehlen jeder Bewegung aul3er
Atmung und Herzschlag definiert. Esist ein angeborenes Verhalten, welches Mause zeigen,
wenn sie Furcht haben. Die Messungen wurden von zwel geschulten Beobachtern
durchgefihrt, von denen einer nicht in das jeweilige Experiment eingeweiht war. Die
Erstarrung, als Mal3 fur Gedéchtniskonsolidierung, wurde in der Auswertung al's Prozentwert
in Bezug auf alle 18 Beobachtungen wahrend des Gedachtnistest angegeben.

Invielenin dieser Arbeit beschriebenen Experimenten, wurde kein Gedachtnistest
durchgefihrt. Statt dessen wurden zu bestimmten Zeitpunkten nach dem Training
hippokampale Proteinlysate hergestellt.

Aul3erdem wurden in manchen Experimenten zusétzlich zu naiven Tieren folgende
Kontrollgruppen eingefiihrt, die kein assoziatives L ernen zeigten.

Kontext-Gruppe: Die Tiere erkunden zwar fur 180 s die Versuchsbox, erhalten jedoch keinen
Elektroschock).

Schock-Kontext Gruppe: Die Tiere erhalten den Elektroschock unmittelbar dann, wenn siein
die Versuchsbox gesetzt wurden und konnen diese erst dann fur 180 s erkunden (siehe auch

1.2).

2.2.30.2 Tonabhéngige Furchtkonditionierung

Fur das Training der tonabhangigen Furchtkonditionierung wurden die Tiere, wie bel der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung, jeweils 180 slang in die Trainingskammer
(Kontext) gesetzt. Dananch folgte zunéchst fir 30 sein Ton (10 kHz, 75 dB SPL) und direkt
im Anschlul? ein 2 s dauernder elektrischer Fufischock mit der Intensitdt von 0,7 mA. Um das
tonabhéngige, assoziative Lernen zu analysieren wurden die Tiere 24 h spéter fur den

Gedachtnistest in eine fir sie unbekannte Versuchsbox (neuer Kontext; Plexiglaskammer: 35
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cm x 20 cm x 20 cm, Lange x Breite x HOhe) gebracht, die sich von der Trainingskammer u.a.
durch das Fehlen des Bodengitters und den Geruch (die Box wurde mit 1% Essigsdure statt
Ethanol, ausgewischt) unterschied. Nachdem die Tiere diesen neuen Kontext fur 180 s
erkundet hatten, wurde fur weitere 180 s der Ton présentiert. Als Mal3 fur konditionierte
Furcht wurde wahrend der gesamten 360 s alle 10 s dokumentiert, ob die Tiere erstarren

(siehe auch 1.2).

2.2.31 Injektion von L 6sungen in den Hippokampus

Mittels speziell angefertigter Mikrokanulen konnten L 6sungen, wie Inhibitoren von
Proteinkinasen oder CRF Rezeptor Antagonisten direkt in den Hippokampus injiziert werden.
Aufgrund der extremen Feinheit der Kanilen ist die Schadigung fur das Gewebe minimal, so
dass es problemlos maoglich ist, Losungen intrahippokampal zu injizieren, anschlief3end einen
intakten Hippokampus zu préparieren und Proteinlysate herzustellen.

Die Tiere wurden zunachst durch die intraperitoneale Injektion von 0,5 ml Avertin
anasthesiert und anschlief3end in einer sterotaktischen Apparatur (Anilam, USA) fixiert, mit
der esmoglich war, die Mikrokanilen gezielt in den dorsalen Hippokampus einzufhren.
Dabei wurde eine elektronische Koordinationseinheit (Anilam, USA) und ein spezieller
Bohrer eingesetzt. Die Kanilen wurden anschlief3end mit Zahnarztzement am Schédel fixiert.
Folgende K oordinaten wurden verwendet:

Posterior zum Bregma: -1,5 mm

Lateral: +1 mm

Tiefe: 2 mm

Zwischen dem Zeitpunkt der Operation und den anschlief3enden Experimenten lagen jewells
mindestens 5 Tage. Alle Injektionen erfolgten wahrend die Tiere kurzzeitig mit dem

I nhal ationsbetdubungsmittel 1sofluran betdubt waren. Das in den Hippokampus injizierte

V olumen betrug unabhangig von der geldsten Substanz immer 0,5 pl. Die Injektion erfolgte

bilateral mit einem elektronisch kontrollierten Injektor Uber einen Zeitraum von 15 s. Um die
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korrekte Position der Mikrokanule festzustellen, wurden die Tiere nach abgeschlossenen
verhaltensbiol ogischen Experimenten mit dem Farbstoff Methylenblau injiziert, anschlief3end
das Gehirn mit einem Mikrotom geschnitten und anhand der Féarbung die genaue Position der
Mikrokantle festgestellt. Fur die statistische Datenanalyse der V erhaltensexperimente wurden

nur solche Tiere verwendet, die korrekt plazierte Mikrokanulen aufwiesen (Abb.2.2.31).

Abb. 2.2.31 Intrahippokampal e Injektion mittels Mikrokantlen

A. Schematische Darstellung der Position einer in den Hippokampus von Mausen eingefiihrten Mikrokaniile. B.
Frontal schnitt durch einen Maushippokampus. Das Tier wurde mittels einer intrahippokampalen Mikrokanule
mit Methylenblau injiziert. Die Kanlle wurde unmittelbar danach entfernt und mit einem Mikrotom Hirnschnitte
von 50 um Dicke hergestellt. CA1, hippokampales Feld CA1; CA3, hippokampales Feld CA3; DG, Gyrus
dentatus.

2.2.32 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten erfolgte durch Varianzanalyse (ANOVA; engl.: Analyses
of variance) unter Verwendung des Statistikprogramms Statview 4.51. Alle Ergebnisse sind
als Mittelwert + Standardfehler (S.F.) angegeben. Als post hoc-Test zur Bestimmung der
Signifikanzen wurde der Student”st-Test verwendet. Teilweise wurde nachfolgend der
Scheffe’s Test verwendet. Dabei gibt der Student’st-Test an, wie die Mittelwerte zweier
Proben sich im Verhdtnis zur Standardabweichung unterscheiden. Die Ergebnisse sind alst-
Verteilung angeben. Anders asim t-Test, der die Mittelwerte der Proben nur paarweise
vergleicht, konnten durch den Scheffe’s Test mehrere Gruppen miteinander verglichen
werden. Der Scheffe Test nutzt dabei die F-Verteilung. Als signifikant wurden Daten

gewertet, bel denen fur die Irrtumswahrscheinlichkeit (p), p < 0,05 galt.
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3. Ergebnisse

3.1 Der hippokampale MAP Kinase Weg wird durch Furchtkonditionierung aktiviert

Um zu Uberprifen, ob assoziatives Lernen Einfluss auf Komponenten eines hippokampalen
MAP Kinase Wegs hat, wurden C57BL/6J Mause (5/Gruppe) mittels kontextabhangiger
Furchtkonditionierung trainiert (Kontex-Schock Gruppe) und der hippokampale pErk-1/2 und
pElIk-1 Gehalt 0,5, 1, 3 und 24 h nach dem Training mittel s immunohistochemischer Farbung
analysiert. Kontrollgruppen bestanden aus naiven Tieren (die Mé&use wurden direkt aus dem

» Wohnk&fig* entnommen und die Hippokampi fir die immunohistochemische Farbung
prapariert), und Tieren, die wahrend des Trainings keinen Schock erhielten (Kontext-Gruppe)
oder den Schock unmittelbar dann erhielten, wenn sie in die Versuchsbox gesetzt wurden
(Schock-Kontext Gruppe). Es war dabei wichtig festzustellen, dass nur in der Kontext-Schock
Gruppe assoziatives Lernen stattfindet (Abb. 3.1.1 A; siehe auch 1.2). Es konnte eine reiz-,
zeit- und lokalisationsabhangige Zunahme der Erk-1/2 und Elk-1 Phosphorylierung
beobachtet werden, wobei pErk-1/2 und pElk-1 zum Zeitpunkt 0,5 h nach dem Training

gleichzeitig aufreguliert waren (Abb. 3.1.1B, Abb.3.1.2).
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Abb. 3.1.1 Hippokampale Erk-1/2 und Elk-1 Phosphorylierung 30 min nach

kontextabhéngiger Furchtkonditionierung.

A. C57BL/6J Mé&use (9/Gruppe) wurden durch kontextabhéngige Furchtkonditionierung trainiert (Kontext-
Schock Gruppe) und das Erstarren als MaR3 fur assoziatives Lernen 24 h spéter im Gedéchtnistest analysiert.
Tiere der Kontext-Schock Gruppe zeigten im Gedéchtnistest deutliches Erstarren (67%), wogegen Tiere der
Kontrollgruppen, die entweder nicht trainiert (naive) waren oder wahrend des Trainings keinen elektrischen
Fuf3schock (Kontext-Gruppe) bzw. den Fuf3schock unmittelbar dann erhielten, wenn siein die Versuchsbox
gesetzt wurden (Schock-Kontext Gruppe), im Gedachtnistest kein Erstarren zeigten. Diese Ergebnisse zeigen,
dass assoziatives Lernen nur in der Kontext-Schock Gruppe stattfindet. B. Représentative mikroskopische
Aufnahmen der hippokampalen Gewebeschnitte von naiven Méusen bzw. von Mausen 0,5 h nach der Kontext-,
Schock-Kontext oder Kontext-Schock Exposition (je 5/Gruppe), die mit spezifischen Antikdrpern fir pErk-1/2
oder pElk-1 geférbt wurden. Es konnte eine stimulus- und zeit-spezifische Zunahme der Erk-1/2 und Elk-1
Phosphorylierung beobachtet werden. Fiir die CA3 Region und den DG konnte eine gleichzeitige Aufregulation
von pErk-1/2 und pEIk-1 nur in der Kontext-Schock Gruppe zum Zeitpunkt 0,5 h nach dem Training beobachtet
werden, was darauf hindeutet, das diese gleichzeitige Aufregulation spezifisch fir assoziatives Lernen sein
kénnte. CA3, Hippokampales Feld CA3; CA1, hippokampales Feld CA1; DG, Gyrus dentatus; schwarze Pfeile:
zytoplasmatische Féarbung neuronaler Fasern; weil3e Pfeile: Férbung von Zellkernen.

In der hippokampalen CA3 Region war der pErk-1/2 und pElk-1 Gehalt im Vergleich zu
naiven Tieren 0,5 nach dem Training in der Kontext-Schock Gruppe signifikant erhoht. Die
Proteine erscheinen dabel nach der immunohistochemischen Féarbung braunlich (siehe auch
2.2.29). Dagegen war zu diesem Zeitpunkt in der Kontext Gruppe nur pElk-1 und in der
Schock-Kontext Gruppe nur pErk-1/2 aufreguliert. In der Kontext und Schock-Kontext
Gruppe wurde auch 1 h nach dem Training eine Aufregulation von pErk-1/2, nicht aber von
PEIk-1 beobachtet (Abb. 3.1.2.A).

In der CA1 Region konnte fur pEIk1 in keiner experimentellen Gruppe eine signifikante
Aufregulation beobachtet werden. Dagegen war der pErk-1/2 Gehalt im Vergleich zu naiven
Méausen zum Zeitpunkt 0,5 h nach dem Training in allen Gruppen signifikant erhoht. In der
Kontext-Schock und Kontext Gruppe konnte auch 1 h nach dem Training eine signifikante
Aufregulation von pErk-1/2 beobachtet werden (Abb. 3.1.2 B).

Im Gyrus dentatus (DG) war der pErk-1/2 Gehalt im Vergleich zu naiven Mausen zum
Zeitpunkt 0,5 h nach dem Training in allen experimentellen Gruppen signifikant erhoht, der

pElk-1 Gehalt aber nur in der Kontext-Schock Gruppe (Abb. 3.1.2 C).



Ergebnisse Seite 69

A CA3 B CA1 c DG
Kontext-Schock Kontext-Schock Kontext-Schock
80 *a 80 80
60 60 60
40: ke 40 : . *kk 40 4
0: 0 ]
™ Kontext i Kontext
(7] A %) ~
3 804 # 804
L Q1
5 60 £ 60
a8 #i# 8 1 *x
= 40 - 404 *
5 20] £ 50l
2 201 g 204
§ o & o
Schock-Kontext Schock-Kontext _Schock-Kontext
80 80 80
60 60 iy 60
] 40
40 » 40 ] . . "
20 204 20 :
0 - ] 0 -
naive 0.5 1 3 24 naive 0.5 1 3 24 naive 05 1 3 24
Zeit nach dem Training (h) Zeit nach dem Training (h) Zeit nach dem Training (h)

m pErk-1/2 OpElk-1

Abb. 3.1.2. Quantifizierung und statistische Auswertung des pErk-1/2 und pElk-1 Gehaltsin
den hippokampalen Feldern CA1, CA3 und im Gyrus dentatus (DG) von naiven Mé&usen und
Méausen der entsprechenden V ersuchsgruppen.

Von C57BL/6J Mé&usen (5/Gruppe) wurden 0,5 h, 1, 3 und 24 h nach der Kontext-, Schock-Kontext oder
Kontext-Schock Exposition Gehirnschnitte hergestellt, die mit spezifischen Antikorpern fur pErk-1/2 oder pElk-
1 gefarbt wurden. Die fur pErk-1/2 und pElk-1 mittels Immunohistochemie geférbten hippokampalen
Gehirnschnitte wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Dabei ergaben sich fiir den
Gehalt von pErk-1/2 und pElk-1 in den hippokampalen Feldern CA3 (A), CA1 (B) und im Gyrus dentatus (C) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Kontext-Schock , Schock-Kontext und Kontext Exposition folgende statistisch
signifikante Unterschiede: *P < 0,05, **P < 0,01 und ***P < 0,001 vs. naive. “P < 0,05, *P < 0,01 und **P <
0,001 vs. Kontext-Schock. Eine gleichzeitige Aufregulation von pErk-1/2 und pEIk-1 konnte nur in CA1 und
DG der Kontext-Schock Gruppe zum Zeitpunkt 0,5 nach dem Training beobachtet werden.

Um sicherzustellen, dass die Anderungen im pErk-1/2 und pElk-1 spezifisch fur den
Hippokampus waren, wurde der pErk-1/2 und pElk-1 Gehalt im Striatum, einem
Gehirngebiet, das ebenfalls fir assoziatives Lernen relevant ist (Nestler, 2002), analysiert. Es
konnten dabei weder flr pErk-1/2 (F; 5= 0,799; P = 0,558) noch fir pElk-1 (F, ;5= 0,982, P =
0,785) signifikante Unterschiede beobachtet werden, was darauf hinwies, dass
Furchtkonditionierung, bzw. die Kontroll-Paradigmen nicht zu einer generellen, sondern einer

fur den Hippokampus spezifischen Aktivierung von pErk-1/2 und pEIk-1 fihrten.
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I nteressanterwei se wurde nur in der Kontext-Schock Gruppe zum Zeitpunkt 0,5 h nach dem
Training eine gleichzeitige Aufregulation von pErk-1/2 und pElk-1 beobachtet, was darauf
hindeutet, dass diese gleichzeitige Aufregulation spezifisch fir assoziatives Lernen sein
konnte. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurden C57BL/6J M&use mittels
kontextabhéngiger Furchtkonditionierung trainiert (Kontext-Schock Gruppe) und 0,5 h nach
dem Training hippokampale Proteinlysate hergestellt. Zur Kontrolle dienten naive Tiere.
Anschlief3end wurde der pErk-1/2 und pEIk-1 Gehalt mittels Immunoblot analysiert. Zur
Kontrolle wurde in den gleichen Lysaten mittels Immunaoblot der Gehalt an

unphosphoryliertem Erk-1/2 bzw. Elk-1 bestimmt (Abb.3.1.3).
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Abb. 3.1.3. Furchtkonditionierung resultiert in verstérkter hippokampaler Produktion von
PErk-1/2 und pEIk-1.

A. Reprasentative Immunoblots fur pErk-1/2 (links) und Erk-1/2 (rechts) in hippokampalen Lysaten von Méusen
(5/Gruppe), die 0,5 h nach dem Training der kontextabhangigen Furchtkonditionierung (K ontext-Schock)
hergestellt wurden. Als Kontrolle dienten Lysate naiver Tiere (naive). Es wurden jeweils Doppel proben
aufgetragen. B. Représentative Immunoblots fir pEIk-1 (links) und EIk-1 (rechts) in hippokampalen Lysaten von
Mausen, die 0,5 h nach dem Training der kontextabhangigen Furchtkonditionierung (K ontext-Schock)
hergestellt wurden. Als Kontrolle dienten Lysate naiver Tiere (naive). Es wurden jeweils Doppel proben
aufgetragen.

Waéhrend Furchtkonditionierung (Kontext-Schock) zu einem Anstieg des pErk-1/2 und pElk-1 Gehalts fuhrte,
blieb der Proteingehalt von unphosphoryliertem Erk-1/2 bzw. Elk-1 unverandert.

Es zeigte sich, dass sowohl der pErk-1/2 (P < 0.05), als auch der pElk-1 (P < 0.005) Gehalt
0,5 h nach dem Training der Furchtkonditionierung signifikant hoher war asin naiven

Tieren, wogegen fur die unphosphorylierten Proteine kein Unterschied zu beobachten war.
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Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse, dass die gleichzeitige Phosphorylierung von Erk-

1/2 und Elk-1 im Hippokampus von C57BL/6J Mausen spezifisch fir assoziatives Lernen ist.

3.2 Hippokampale L okalisation von pErk-1/2 und pElk-1 nach kontextabhangiger

Furchtkonditionierung

Interessanterwei se zeigten die unter 3.1 beschriebenen Ergebnisse, dass die hippokampalen
PErk-1/2 und pEIk-1 Proteine hauptséchlich zytoplasmatisch lokalisiert waren (siehe auch
Abb. 3.1.1 B). Aufgrund bisheriger Literatur war diese L okalisation unerwartet, insbesondere
in Anbetracht der Tatsache, dass fur pElk-1 bisher nur eine Funktion als Transkriptionsfaktor
nachgewiesen werden konnte (Hipskind et al., 1991; Adams und Swestt, 2002). Daher sollte
die Lokalisation von pErk-1/2 und pElk-1 im Folgenden eingehender untersucht werden.
Hippokampal e Gehirnschnitte von C57BL/6J M&usen, die 0,5 h nach dem Training der
Furchtkonditionierung (Kontext-Schock Gruppe) hergestellt und entweder mittels
immunohistochemischer Detektion fir pErk-1/2 oder pElk-1 geféarbt wurden, wurden mittels
Mikroskopie bei hoher Vergrof3erung untersucht. Als Kontrolle dienten entsprechende
Schnitte naiver Tiere. Es zeigte sich, dass pErk-1/2 in der CA3 Region in den Kernen der
Pyramidenzellen und in den Moosfasern, d.h. im Kern und auch zytoplasmatisch lokalisiert

war. Dagegen fand sich pElk-1 ausschlief3dich in den Moosfasern (Abb. 3.2.1).
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Abb.3.2.1 Zellulére Lokalisation von pErk-1/2 und pElk-1 in der hippokampalen CA3
Region.

Reprasentative, hoch vergroélerte Aufnahmen der hippokampalen CA3 Region von Hirnschnitten, die mittels
immunohistochemischer Analyse firr pErk-1/2 oder pElk-1 geférbt wurden. Die Hirnschnitte stammen von
naiven C57BL/6J Mausen und Mausen die mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert und 0,5 h
spéter prapariert wurden (Kontext-Schock Gruppe). In Einklang mit den unter 3.2 beschriebenen Ergebnissen ist
eine deutliche Aufregulation von pErk-1/2 und pEIk-1 in der Kontext-Schock Gruppe zu beobachten. Wéhrend
pErk-1/2 sowohl in den Zellkernen der Pyramidenzellen und den Moosfaser zu finden ist, beschrénkt sich die
Lokalisation von pElk-1 ausschlielich auf die Moosfasern. CA3, hippokampal aes Feld CA3; schwarze Pfeile:
Moosfasern; weil3e Pfeile: Zellkerne der Pyramidenzellen.

Um die zytoplasmatische Lokalisation von pErk-1/2 und pElk-1 zu verifizieren, wurden
Hirnschnitte von C57BL/6J Mausen des zuvor beschriebenen Experimentes durch hoch
vergrofernde Mikroskopie eingehender untersucht. Dabei wurde die Lokalisation von pErk-
1/2 und pEIKk-1 in der hippokampalen CA3 Region und dem zentralen Kern der Amygdala
(CeA) verglichen. In Einklang mit vorherigen Arbeiten konnte sowohl pErk-1/2, als auch
pEIk-1 in den Zellkernen der Amygdal a beobachtet werden, wogegen in der hippokampalen
CA3 Region eine zytoplasmatische Lokalisation zu finden war (Abb. 3.2.2). Hirnschnitte des
selben Experiments wurden anschlief3end verwendet um eine immunohistochemische
Immunofluoreszenz-Doppelfarbung mit Antikorpern fir pErk-1/2 bzw. pElk-1 und dem in
Hippokampus und Amygdala ausschliefdlich im Kern produzierten Transkriptionsfaktor pCreb
(CAMP Antwort Element Bindeprotein; Alberini et a., 1999) durchzufiihren. Es zeigte sich,
dass pCreb, pErk-1/2 und pEIKk-1 in der Amygdalaim Kern lokalisiert waren. Wéahrend pCreb
auch in der CA3 Region des Hippokampus im Zellkern zu finden war, zeigte sich im
deutlichen Kontrast dazu die zytoplasmatische Lokalisation von pErk-1/2 bzw. pElIk-1in

dieser Region (Abb. 3.2.2).
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A

Abb. 3.2.2 Vergleich der zellularen Lokalisation von pErk-1/2, pElk-1 und pCreb in der
hippokampalen CA3 Region und der Amygdala.

Es wurden Hirnschnitte von C57BL/6J Mdusen verwendet, die 0,5 h nach dem Training der
Furchtkonditionierung hergestellt wurden. A. Links: Reprasentative hoch vergrofierte Aufnahmen, welche die
Lokalisation von pErk-1/2 in der hippokampalen CA3 Region (CA3) und im zentralen Nukleus der Amygdala
(CeA) zeigen. Wéhrend pErk-1/2 im CeA im Zellkern lokalisiert ist, kann in der CA3 Region eine
zytoplasmatische Farbung beobachtet werden. Rechts: Représentaive Aufnahmen der CA3 Region und der CeA
von Hirnschnitten, die mittels Immunofluoreszenz-Doppel farbung gleichzeitig fir pErk-1/2 (griin) und pCreb
(rot) geférbt wurden. In der CA3 Region ist dasim Zellkern lokalisierte rot geférbte pCreb, deutlich von den
griin gefarbten pErk-1/2 in den Moosfasern zu unterscheiden, wogegen sich im CeA sowohl pErk-1/2 (griin) als
auch pCreb (rot) im Zellkern befinden. B. Links: Représentative hoch vergroflerte Aufnahmen, welche die
Lokalisation von pElk-1 in der CA3 Region und CeA zeigen. Wahrend pElk-1im CeA im Zellkern lokalisiert
ist, kann in der CA3 Region eine ausschliefdlich zytoplasmatische Férbung beobachtet werden. Rechts:
Représentaive Aufnahmen der CA3 Region und CeA von Hirnschnitten, die mittels Immunofuoreszenz-
Doppelfarbung gleichzeitig fir pElk-1 (griin) und pCreb (rot) gefarbt wurden. In der CA3 Region ist dasim
Zellkern lokalisierte rot gefarbte pCreb, deutlich von griin geférbtem pEIK-1 in den Moosfasern zu
unterscheiden, wogegen sich im CeA sowohl pElk-1(griin) as auch pCreb (rot) im Zellkern befinden.

In einem weiteren Experiment wurden C57BL/6J Mause mittels Furchtkonditionierung
trainiert (3/Gruppe), 0,5 h nach dem Training die Hippokampi isoliert und sowohl
zytoplasmatische, as auch Proteinlysate der Zellkerne hergestellt. Anschlief3end wurden
mittels Immunoblot der pErk-1/2 und pElk-1 Gehalt in den entsprechenden Lysaten
analysiert. In Einklang mit den zuvor beschriebenen Daten war pErk-1/2 sowohl in Kern-, als
auch in zytoplasmatischen Lysaten nachzuweisen. Dagegen konnte ein Signal fir pEIk-1 nur

in zytoplasmatischen Lysaten beobachtet werden. Daher wurde ebenfalls der Gehalt an
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unphosphoryliertem Elk-1 mittels Immunoblot untersucht. Im Gegensatz zu pElk-1 konnte
Elk-1 sowohl in Kernlysaten, als auch in zytoplasmatischen Proteinlysaten nachgewiesen
werden. I nteressanterwel se konnte zusétzlich zu dem normalen 63 kDa grof3en Elk-1 Protein
auch das Signal fur eine bereits beschriebene kleinere (43kDa) Form des Elk-1 Proteins

(Vanhhoutte et al., 2001) beobachtet werden (Abb. 3.2.3).
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ADbb.3.2.3 Vergleich der Lokalisation von pErk-1/2 und pElk-1 in hippokampalen
Kernproteinlysaten und zytoplasmatischen Lysaten mittels Immunoblot.

Représentative Immunoblots fir pErk-1/2 (links), pElk-1(mitte) und Elk-1 (rechts) in hippokampalen Lysaten (je
30 pg) von Kernproteinen (n) oder zytoplasmatischen Proteinen (c) die 0,5 h nach dem Training der
kontextabhangigen Furchtkonditionierung hergestellt wurden. Ein Signal fir pErk-1/2 konnte in beiden Lysaten
beobachtet werden, wogegen pEIk-1 nur in zytoplasmatischen Lysaten nachzuweisen war. Im Gegensatz dazu
konnte Elk-1 in Kernlysaten und zytoplasmatischen Lysaten detektiert werden. Neben dem normalen Elk-1 (63
kDa) konnte eine kiirzere Elk-1 Variante (43 kDa) beobachtet werden.

Diese Ergebnisse demonstrierten, dass pErk-1/2 wéhrend der Gedachtniskonsolidierung im
Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert war. Dagegen war pElk-1 ausschlief3lich im

Zytoplasmalokalisiert, wogegen Elk-1 im Kern und im Zytoplasma nachgewiesen wurde.

3.3 Hippokampale I nteraktion von pErk-1/2 und pElk-1

Die unter 3.2 beschriebene ausschlief3lich zytoplasmatische L okalisation von pElk-1 lief?
vermuten, dass dessen Aufgabe nicht in der unmittel baren Transkriptionsaktivierung von
Zielgenen lag. Daher sollte in den folgenden Experimenten die hippokampal e I nteraktion von
pEIKk-1 und pErk-1/2 wahrend der Gedachtniskonsolidierung untersucht werden. Fur alle
nachfolgend beschriebenen Experimente wurden hippokampal e Proteinlysate bzw.

Gehirnschnitte von C57BL/6J Mé&usen verwendet, die jewells 0,5 h nach dem Training der
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kontextabhéngigen Furchtkonditionierung hergestellt wurden. Zunéchst wurden
Gehirnschnitte mittels immunohistochemischer Doppel fluoreszenzfarbung gleichzeitig fir
PErk-1/2 (grin) und pEIk-1 (rot) geféarbt. Es zeigte sich, dass pErk-1/2 und pElk-1in den

Moosfasern der CA3 Region co-lokalisiert sind (Abb. 3.3.1 A).

A PErk-1/2 B
pErk-1/2 pElk-1 + pEIk-1 pErk-1/2 pEIlk-1
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Abb. 3.3.1 Hippokampale Co-lokalisation und Interaktion von pErk-1/2 und pEIlk-1.

A. Repréasentative Ergebnisse der immunohistochemischen Doppel fluoreszenzférbung fir pErk-1/2 (griin) und
PEIk-1 (rot). Hippokampal e Gewebeschnitte von C57BL/6J Méusen, die mittels kontextabhéngiger
Furchtkonditionierung trainiert wurden, wurden und 0,5 h spéter prépariert. Durch gleichzeitige Anregung der
verwendeten Fluorophore konnte die Co-lokalisation von pErk-1/2 und pElk-1 (gelb) in den Moosfaser der CA3
Region gezeigt werden. B. C57BL/6J Mause wurden mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert
und 0,5 h nach dem Training wurden native hippokampale Zelllysate hergestellt. Anschlief3end wurde pErk-1/2
aus dem Lysat immunoprazipitiert (1P:pErk-1/2). Dargestellt sind reprasentative |mmunoblots fur pErk-1/2 und
PEIk-1 in pErk-1/2 Immunoprézipitaten. In pErk-1/2 Immunoprazipitaten konnte sowohl ein Signal fur pErk-1/2,
als auch fur pElk-1 beobachtet werden. 1gG, Immunoglobulin

Um eine mogliche Interaktion von pErk-1/2 und pEIKk-1 zu untersuchen, wurde pErk-1/2 aus
nativen, hippokampalen Proteinlysaten immunoprézipitiert. Das Immunoprazipitat wurde
anschlief3end mittels Immunoblot auf das VVorhandensein von pErk-1/2 und pElk-1 hin
untersucht, wobei sowohl ein Signal fur pErk-1/2, as auch fur pElk-1 detektiert werden
konnte (Abb. 3.3.1 B). Diese Ergebnisse zeigten, dass pErk-1/2 und pEIk-1 wéhrend der
Gedéchtniskonsolidierung miteinander interagieren koénnen. Anschlief3end sollte analysiert
werden, ob hippokampales pErk-1/2 Elk-1 phosphorylieren kann. Hierzu wurde pErk-1/2 aus
hippokampalen, nativen Proteinlysaten immunoprézipitiert, die 0,5 h nach
Furchtkonditionierung hergestellt wurden. Das Immunoprazipitat (1P:pErk-1/2) blieb an eine

Séule gebunden. Auf die Saule wurde anschlief3end in Kinasepuffer (mit ATP) geldstes Elk-1
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Fusionsprotein (Elk1,,, 4,5 fusioniert an die Gluthationtransferase) gegeben und das
entsprechende Eluat anschlief3end mittels Immunobl ot auf das Vorhandensein von Elk-1 und
pElk-1 hin analysiert. Es wurde beobachtet, dass in Gegenwart des pErk-1/2
Immunoprézipitat Elk-1 zu pElk-1 phosphoryliert wird. In entsprechenden Kontroll-Lysaten,
bei denen fur die Immunopréazipitation ein unspezifischer Anti-Maus-Antikorper (IP:1gG)
oder kein Antikorper (Elk-1) verwendet wurde, fand sich dagegen kein phosphoryliertes Elk-
1. In alen Proben konnten gleiche Mengen von unphosphoryliertem Elk-1 beobachtet
werden, was die Spezifitét der Phosphorylierungs-Reaktion zeigte. Diese Resultate

demonstrierten, dass hippokamples pErk-1/2 Elk-1 phosphorylieren kann (Abb.3.3.2).
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Abb. 3.3.2 Hippokampal es pErk-1/2 phosphoryliert Elk-1 in vitro.

Représentative Immunoblots: C57BL/6J Mause wurden furchtkonditioniert und 0,5 h spéter wurden native,
hippokampal e Proteinlysate hergestellt. Bahn 1: Aus den Proteinlysaten (50pg) wurde pErk-1/2
immunoprézipitiert, wobel das Immunoprézipitat (IP:pErk-1/2) an eine Saule gebunden blieb. Auf die Saule
wurde anschlieend in Kinasepuffer (mit ATP) geldstes Elk-1 Fusionsprotein gegeben und das entsprechende
Eluat anschlieffend mittels Immunoblot auf das Vorhandensein von Elk-1 und pElk-1 hin analysiert. Bahn 2: Zur
Kontrolle wurden das Proteinlysat wie oben beschrieben (Bahn 1) behandelt, wobel statt einem Anti-pErk-1/2
Antikdrper ein Anti-Maus Antikorper verwendet wurde. Bahn 3: Das Experiment wurde wie oben beschrieben
(Bahn 1) durchgefiihrt, wobel jedoch anstatt des |mmunoprazi pitats hippokampales Proteinlysat (50ug) auf die
Saule gegeben wurde.

Um zu Uberprifen, ob Elk-1 umgekehrt Einfluss auf die Phosphorylierung von Erk-1/2 hat,
wurden native, hippokampal e Proteinlysate mit verschiedenen Konzentrationen des Elk-1
Fusionsproteins (800 ng- 16 pg/ml) inkubiert und anschlief3end mittels Immunoblot der pErk-

1/2 Gehalt analysiert. Hierfur wurden die Lysate von 8 individuellen M&usen untersucht. Die
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Signale der entsprechenden Immunoblots wurden anschlief3end densiometrisch quantifiziert
und statistisch ausgewertet. Es konnte beobachtet werden, dassim Vergleich zu Lysaten, die
ohne Elk-1 Fusionsprotein inkubiert wurden, Elk-1 den durchschnittlichen pErk-1/2 Gehalt
signifikant erhoht (F, ;= 4,45, P < 0,05, Abb. 3.3.3 A, B). Dabei war die optimale Elk1
Konzentration, die in einem gesteigerten pErk-1/2 Gehalt resultierte individuell
unterschiedlich. Wurden die Lysate zur Kontrolle anstatt mit dem Elk-1 Fusionsprotein mit
entsprechenden Konzentrationen der Gluthationtransferase inkubiert konnte kein Unterschied

beziliglich des pErk-1/2 Gehalts beobachtet werden.
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Abb.3.3.3 Einfluss von Elk-1 auf pErk-1/2.

A. Von 8 individuellen Mausen (1-8) wurden 0,5 h nach dem Training der kontextabhéngigen
Furchtkonditionierung native, hippokampale Proteinlysate hergestellt und diese (15 pg/50ul) mit ansteigenden
Konzentrationen des Elk-1 Fusionsproteins inkubiert. Anschlief3end wurde der pErk-1/2 Gehalt der Proben
mittels Immunoblot bestimmt. Die Signale wurden densiometrisch quantifiziert und sind im prozentualen
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen (100%) dargestellt. Die Kontrollen bestanden aus Lysaten, die
lediglich mit dem ATP-haltigen Inkubationspuffer (ohne Elk-1 Fusionsprotein) inkubiert wurden. In allen Tieren
fuhrte EIk-1 zu einem Anstieg des pErk-1/2 Gehalts, wobei die hierfir optimale Elk-1 Konzentrationen
individuell unterschiedlich waren. B. Repasentativer Immunblot der Maus Nr.6 des unter (A) beschriebenen
Versuchs. C. Der Gehalt des pErk-1/2 Substrats pp90Rsk-1 wurde in den Proben des unter (A) beschriebenen
Versuchs durch den Immunoblot analysiert. Der reprasentative Immunoblot der Maus Nr.1 zeigt, dass der Elk-1
vermittelte Anstieg des pErk-1/2 Gehalts gleichzeitig in erhdhtem Gehalt von pp90Rsk-1 resultiert.
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Um zu Uberprifen, ob die Elk-1 vermittelte Aufregulation des pErk-1/2 Gehaltsauch in
erhohter pErk-1/2 Aktivitét resultiert, wurde der Einfluss von Elk-1 auf das pErk-1/2 Substrat
p90Rsk-1 (siehe auch 1.4.1) untersucht. Hierzu wurden die oben beschriebenen Lysate,
welche einen Elk-1 vermittelten erhdhten pErk-1/2 Gehalt aufwiesen (Abb. 3.3.3 A) mittels
Immunoblot auf den Gehalt von pp90Rsk-1 hin untersucht. In allen Lysaten mit Elk-1
vermitteltem erhthtem pErk-1/2 Gehalt konnte ebenfalls eine erhthte pp90Rsk-1 Produktion
detektiert werden (Abb.3.3.3 C). Dabei waren die durchschnittlichen pp9ORsk-1 Werte in mit
Elk-1 inkubierten Lysaten signifikant hoher, al's die entsprechenden Kontrollproben (F,,, =
4,67, P < 0,05). In Proben, die zwar mit Elk-1 inkubiert wurden, aber keinen erhohten pErk-
1/2 Gehalt aufwiesen, konnte dagegen auch kein erhohter pp90Rsk-1 Gehalt beobachtet
werden. Zusammenfassend zeigen die hier beschriebenen Ergebnisse, dass hippokampales
pErk-1/2 Elk-1 wahrend der Gedéachtniskonsolidierung phosphorylieren kann und anderseits

Elk-1 den Gehalt von phoshoryliertem Erk-1/2 und dessen Substrat p9ORsk-1 erhoht.

3.4 Produktion und L okalisation des pErk-1/2 Substrats pp90Rsk-1 nach

Furchtkonditionierung

Um zu untersuchen, ob die unter 3.3 beschriebenen in vitro Interaktionen von Elk-1, Erk-1/2
und p90Rsk-1 auch in vivo von Bedeutung sind, wurde zundchst der pp90Rsk-1 Gehalt im
Hippokampus von C57BL/6J M&usen mittel s immunohistochemischer Farbung untersucht.
Die Tiere (5/Gruppe) wurden mittels Furchtkonditionierung trainiert (Kontext-Schock
Gruppe) und 0,5 h nach dem Training hippokampale Gehirnschnitte hergestellt, da zu diesem
Zeitpunkt eine gleichzeitige Aufregulation von pEIk-1 und pErk-1/2 nachgewiesen werden
konnte (siehe Abb.3.1.2). Als Kontrolle dienten naive Tiere und Tiere, die wahrend des
Trainings keinen Schock erhielten (Kontext-Gruppe) oder den Schock unmittelbar dann
erhielten, wenn siein die Versuchsbox gesetzt wurden (Schock-Kontext Gruppe). In der
Kontext-Schock Gruppe konnte im Vergleich zu naiven Tieren (P < 0,001), Tieren der

Kontext-Gruppe (P < 0,01) und Schock-Kontext Gruppe (P < 0,01) eine Aufregulation des
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pPP90Rsk-1 Gehaltsin den Regionen CA3 und im DG beobachtet werden (Abb.3.4.1 A, B, C).
In der CA1 Region war im Vergleich zu naiven Tieren, der pp90Rsk-1 Gehalt ebenfalls
erhoht (P < 0,05), alerdings weniger deutlich alsin der CA3 Region und im DG, wobei auch
kein Unterschied zu Tieren der Kontext- bzw. Schock-K ontext Gruppe zu beobachten war

(Abb.3.4.1 D).
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Abb. 3.4.1. Hippokampal e pp90Rsk-1 Produktion nach Furchtkonditionierung.

A. Repréasentative Aufnahmen von Gehirnschnitten des Hippokampus (oben) und hoch vergréRerter Aufnahmen
der CA3 Region (unten) nach immunohistochemischer Farbung fur pp90Rsk-1. Die Schnitte stammen von
C57BL/6J Méuse (5/Gruppe) die durch kontextabhangige Furchtkonditionierung trainiert (Kontext-Schock
Gruppe) und 0,5 h spéter getdtet wurden. Entsprechende Kontrollen bestanden aus naiven Tieren, Tieren die
keinen Schock erhielten (Kontext-Gruppe) oder den Schock unmittelbar dann erhielten, wenn siein die
Versuchshox gesetzt wurden (Schock-Kontext-Gruppe). Anschlief3end wurden die entsprechenden Signale in der
CA3 Region (B), dem DG (C) und der CA1 Region (D) densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet.
Folgende statistische Unterschiede wurden beobachtet: *P < 0,05 vs. naive, ***P < 0,001 vs. naive, P <
0,01 vs. Kontext-Schock. CA3, hippokampales Feld CA3; CA1, hippokampales Feld CA1; DG, Gyrus dentatus;
schwarze Pfeile; zytoplasmatische Férbung der Moosfasern; weilRe Pfeile: Férbung der Zellkerne.

Um die Aufregulation von pp90Rsk-1 zu bestétigen wurden C57BL/6J M&use mittels

kontextabhéngiger Furchtkonditionierung trainiert und 0,5 h spéter hippokampale
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Proteinlysate hergestellt. Als Kontrolle dienten Lysate naiver Tiere. Anschlief3end wurde
durch Immunoblot der pp90Rsk-1 und der Gehalt des unphosphorylierten p90Rsk-1
bestimmt. Die zuvor beschriebene (Abb.3.4.1) Aufregulation von pp90Rsk-1 konnte bestétigt
werden und war nicht auf Anderungen des Proteingehalts zuriickzuftihren, da fiir nicht
phosphoryliertes p90Rsk-1 kein Unterschied beobachtet wurde (Abb. 3.4.2 A).

I nteressanterwei se hatten die immunohistochemischen Untersuchungen gezeigt, dass
pPP90Rsk-1 sowohl im Zellkern, als auch in den Moosfaser lokalisiert war , wobel die
beobachtete Aufregulation in der CA3 Region hautpséchlich im Zellkern lokalisiert war
(Abb.3.4.1 A, Kontext-Schock Gruppe). Daher sollte die Lokalisation von pp90Rsk-1 in
Abhangigkeit von Furchtkonditionierung mittels Immunoblot untersucht werden. C57BL/6J
Mause wurden trainiert und 15, 30 min nach dem Training hippokampale Kernproteine bzw.
zytoplasmatische Proteine isoliert. Als Kontrolle dienten naive Tiere. Anschlief3end wurden
die entsprechenden Lysate (20pug) auf einem SDS Gel aufgetrennt und pp90Rsk-1 mittels
Immunoblot detektiert. In naiven Tieren war mehr pp90Rsk-1 im Zytoplasma zu finden alsim
Zellkern. Dreildig Minuten nach dem Training der Furchtkonditionierung hatte sich das

Verhdtnis allerdings signifikant in Richtung Zellkern verschoben (F, ;5= 15,553, P < 0,05;

Abb.3.4.2 B, C).
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Abb. 3.4.2 Die durch Furchtkonditionierung vermittelte Aufregulation von pp90Rsk-1 ist
hauptsachlich im Zellkern lokalisiert.
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A.Représentativer Immunoblot der im Vergleich zu naiven Tieren (naive) die Aufregulation von pp90Rsk-1in
C57BL/6J Méausen (5/Gruppe) zum Zeitpunkt 0,5 h nach dem Training (Kontext-Schock) zeigt (oben), wobei der
Proteingehalt an unphosphoryliertem p90Rsk-1 unverandert blieb (unten). Es wurden jeweils Doppel proben
aufgetragen. B. Représentativer Immunoblot fir pp90Rsk-1 in Kernproteinlysaten (n) und zytoplasmatischen
Proteinlysaten (c) von naiven Méausen (je 5/Gruppe) und Mausen zu den Zeitpunkten 15 min bzw. 30 min nach
dem Training der Furchtkonditionierung. Insgesamt wurden 20 pg Gesamtprotein aufgetragen. C. Die unter (B)
beschriebenen Ergebnisse wurden fir ale 5 Tiere einer Gruppe densiometrisch analysiert und statistisch
ausgewertet. Dargestellt ist das Verhéltnis von zytoplasmatischem und im Zellkern befindlichen pp90Rsk-1.
Dabei gibt der Bezugspunkt 1, ein ausgeglichenes Verhaltnis von pp90Rsk-1 im Zellkern und Zytoplasma an.
Folgende statistische Unterschiede wurden beobachtet: *P < 0,05 vs. naive.

3.5 Hippokampale PK A vermittelt die Furchtkonditionierung und die Aufregulation
von pElk-1, pErk-1/2 und pp90Rsk-1

Die bisherigen Ergebnisse deuteten darauf hin, dass hippokampal e pErk-1/2, pElk-1 und
pPP90Rsk-1 Proteine fur die kontextanhangige Furchtkonditionierung von C57BL/6J Mausen
wichtig sind. Es sollte daher Uberprift werden, ob eine pharmakol ogische Inhibition dieses
Weges die Furchtkonditionierung beeinflusst. Da vorherige Arbeiten zeigten, dass die
hippokampale Inhibition des Erk-1/2 Aktivators Mek-1/2 durch den Mek-1/2 Antagonisten
u0126 keinen Einfluss auf die Furchtkonditionierung von C57BL/6J M&usen hat (Ahi et al.,
unverdffentlichte Arbeiten), wurde vermutet, dass hippokampale Erk-1/2 wahrend der
Furchtkonditionierung durch PKA aktiviert wird. Diese Vermutung grindete auf dem Befund,
dass PKA in vitro Erk-1/2 phosphorylieren kann (Roberson et al, 1999; Rossant et a., 1999)
und PKA fir die Ausbildung von hippokampaler LTP und fur die Furchtkonditionierung
wichtig ist (Abel et al., 1998). Zunachst wurden C57BL/6J Mé&use (9/Gruppe) mit
intrahippokampalen Mikrokanulen versehen und 15 min vor dem Training der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung mit dem PKA Inhibitor Rp-cAMPS (Adenosine 3,
5*-cyclic Monophosphorothioate, Rp-1somer; 18ug/Tier) oder der entsprechenden
Trégerflussigkeit [Vehicle: in diesem Fall handelte es sich um artifizielle
Cerebrospinalflissigkeit (aCSF)] injiziert. Im 24 h spéter durchgefiihrten Gedachtnistest
zeigten die mit Rp-cAMPS injizierten Tiere signifikant weniger Erstarren, alsdie

entsprechende Vehicle-Gruppe (Abb.3.5 1).
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Abb.3.5.1 Intrahippokampal e I njektion des PKA Inhibitors Rp-cAMPS verschlechtert die
kontextabhéngige Furchtkonditionierung.

A. Ubersichtsschema des Experiments. C57BL/6J M &use wurden mittels Mikrokanilen 15 min vor dem
Training intrahi ppokampal mit Rp-cAMPS (18ug/Maus) oder der Tragerfllssigkeit (Vehicle) injiziert und das
Erstarren 24 h spéter im Gedachtnistest analysiert. B. Im Gedéchtnistest erstarren mit Rp-cAMPS injizierte Tiere
signifikant weniger als Tiere der Vehicle-Gruppe. Statistische Unterschiede: ***P < 0,0001 vs. Vehicle.

Dieses Ergebnis zeigte, dass die hippokampale PKA Aktivitét fur die kontextabhéngige
Furchtkonditionierung wichtig ist. Um zu tberprifen, ob eine Inhibition der PKA wahrend
der Furchtkonditionierung Einfluss auf den hippokampalen pErk-1/2, pElk-1 und pp90Rsk-1
Gehalt hat, wurden weitere C57BL/6J Mause (5/Gruppe) intrahippokampal mit Mikrokantlen
versehen. Finfzehn Minuten vor dem Training wurde Rp-cAMPS (18ug/Tier) oder Vehicle
injiziert und 15, 30 oder 60 min spater hippokampale Proteinlysate hergestellt. Die Lysate
wurden auf einem SDS Gel aufgetrennt und der jeweilige pEIk-1, pErk-1/2 und pp90Rsk-1
Gehalt mittels Immunoblot bestimmt. Im Vergleich zu den V ehicle-Gruppen verminderte die
Injektion von Rp-cAMPS den Gehalt von pElk-1, pErk-1/2 und pp90Rsk-1.
Interessanterweise war der pEIk-1 Gehalt zu den Zeitpunkten 15 min und 30 min nach dem
Training der Furchtkonditionierung signifikant niedriger alsin der entsprechenden Vehicle
Gruppe. Dagegen war der pErk-1/2 Gehalt zum Zeitpunkt 60 min vermindert. Fir pp90Rsk-1
konnte zu den Zeitpunkten 30 und 60 min signifikant niedrigere Werte alsin den Vehicle-

Gruppen beobachtet werden (Abb. 3.5.2).
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Abb.3.5.2 Die intrahippokampal e Injektion des PKA Inhibitor Rp-cAMPS vermindert den
pEIKk-1, pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt nach Furchtkonditionierung.

A. Reprasentative |mmunoblots, welche den hippokampalen Proteingehalt von pEIk-1, pErk-1/2 und pp90Rsk-1
15, 30 und 60 min nach dem Training der Furchtkonditionierung zeigen, wenn die Tiere (5/Gruppe) 15 min vor
dem Training intrahippokampal mit dem PKA Inhibitor Rp-cAMPS (18ug/Tier) oder zur Kontrolle nur mit der
Tragerflissigkeit (Vehicle) injiziert wurden. Die hippokampalen Proteinlysate der jeweiligen Tiere wurden
jeweils als Doppel prabe (je 30 ug) aufgetragen. B. Die Signale der entsprechenden unter (A) beschriebenen
Immunoblots wurden fir alle Tiere densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Die entsprechenden
Werte der V ehicle-Gruppen wurden jeweils als 100% angenommen und der Proteingehalt in den mit Rp-cAMPS
injizierten Tieren in Relation dazu dargestellt. Folgende stati stische Unterschiede wurden beobachtet: ***P <
0,001 vs. Vehicle.

Zusammengefasst zeigten die bisherigen Ergebnisse erstmals, dass ein hippokampaler MAP
Kinase Signalweg im Hippokampus von C57BL/6J M ausen durch kontextabhéngige
Furchtkonditionierung induziert wurde. Dabei konnte pErk-1/2 Elk-1 phosphorylieren,

wogegen Elk-1 umgekehrt den Gehalt an pErk-1/2 signifikant steigern konnte, was ebenfalls
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zu einer Aufregulation des pErk-1/2 Substrats pp90Rsk-1 fuhrte. Die Inhibition der PKA
blockierte die Furchtkonditionierung und die dadurch induzierte Aufregulation von pErk-1/2,
pElk-1 und pp90Rsk-1, was darauf hindeutete, dass diese Aufregulation fir assoziatives

Lernen essentiell sein kdnnte.

3.6 Septaler CRFR2 inhibiert die Furchtkonditionierung in C57BL6J M &usen

In Abwesenheit von Stress sind die hippokampalen CRF Rezeptoren nicht an der
Gedéchtniskonsolidierung beteiligt. Fur Balb/c Mé&use konnte allerdings gezeigt werden, dass
septaler CRFR2 die Furchtkonditionierung auch in Abwesenheit von Stress tonisch inhibiert
(Radulovic et a., 1999; siehe auch 1.7). Daher sollte zunédchst Uberpruft werden, ob dnliches
fur C57BL/6J Méause gilt. Zun&chst wurden C57BL/6J Mause (6/Gruppe) mit nicht
funktionellem CRFR2 Gen (knock out Maus, -/-), entsprechend heterozygote (+/-) und Mause
mit normalem CRFR2 Allel (+/+) mittels kontextabhéngiger Furchtkonditionierung trainiert
und das Erstarren 24 h spéter im Gedachtnistest bestimmt. In CRFR2 -/- Tieren konnte ein
erhohtes Erstarren beobachtet werden, was auf eine verbesserte Gedéchtniskonsolidierung
hinweist (Abb.3.6 A). Um zu kl&ren, ob dieser Effekt auf das Fehlen von septalem CRFR2
zurlickzuftihren war, wurden C57BL/6J Mausen Mikrokantlen in das laterale Septum
eingefuhrt. Die Tiere wurden 15 min vor dem Training der

kontextabhéngigen Furchtkonditionierung mit dem spezifischen CRFR2 Antagonisten
Antisauvagine-30 (Rihmann et al., 1998; 0,4 ug/Maus) oder mit der entsprechenden
Trégerflussigkeit (Vehicle; hier: 2 x aCSF/0,1 % CH,COOH 1:1) injiziert. Nach 24 h wurde
das Erstarren der Méause im Gedéchtnistest analysiert. Mit Antisauvagine-30 injizierte Tiere
zeigten signifikant mehr Erstarren, was auf eine verbesserte Gedéchtniskonsolidierung
hinweist (Abb. 3.6 B). Diese Ergebnisse zeigten, dass septaler CRFR2 die kontextabhangige

Furchtkonditionierung in C57BL/6J Mausen tonisch inhibiert.
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Abb.3.6 Einfluss von septalem CRFR2 auf die kontextabhangige Furchtkonditionierung von
C57BL/6J Méausen.

A. C57BL/6J Méuse (6/Gruppe) mit genetisch ausgeschaltetem CRFR2 Gen (-/-), entsprechend heterozygote
(+/-) Tiere und Mause mit normalem CRFR2 Allel (+/+) wurden mittels kontextabhangiger
Furchtkonditionierung trainiert. Im 24 h spéter durchgefiihrten Gedéchtnistest zeigten die CRFR2 -/- Tiere
signifikant mehr Erstarren a's (+/-) oder (+/+) Tiere. B. C57BL/6J Mause (9/Gruppe)wurde 15 min vor dem
Training der kontextabhangigen Furchtkonditionierung der CRFR2 Antagonist Antisauvagine-30 (Anti-Svg-30;
0,4 pg/Maus) in das laterale Septum injiziert. Zur Kontrolle wurden Tiere (9/Gruppe) mit Tragerfllissigkeit
(Vehicle; 2 x aCSF/0,1 % CH,COOH, 1:1) injiziert. Die mit Anti-Svg-30 injizierten Tiere zeigten im
Gedéchtnistest signifikant mehr Erstarren. Statistische Unterschiede: *P < 0,05 vs.Vehicle, 3P < 0,05 vs.
Genotyp +/+, °P < 0,05 vs. Genotyp +/-.

3.7 Produktion von pErk-1/2 und pp90Rsk-1 im Hippokampusvon CRFR2

knock out M &usen

Vorherige Arbeiten hatte gezeigt, dass pharmakol ogische, elektrophysiol ogische oder
anatomische Manipulationen des Septums, hippokampal e Proteinproduktion (Taubenfeld et
al., 2001, Fischer et al., 2002) und Erregbarkeit (Vouimba et al., 1998) modulieren kénnen.
Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass die Aktivitéat von septalem CRFR2, den in
dieser Arbeit beschriebenen hippokampalen MAP Kinase Weg inhibieren kann. In
einleitenden Versuchen wurde zun&chst mittels Immunoblot der hippokampale pErk-1/2 und
pPp90Rsk-1 Gehalt in CRFR2 knock out Méausen analysiert. C57BL/6J Mause (3/Gruppe) mit
nicht funktionellem CRFR2 Gen (-/-), entsprechend heterozygote Tiere (+/-) und Tiere mit

normalem CRFR2 Allel (+/+) wurden mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung
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trainiert. Eine halbe Stunde spéter wurden hippokampale Proteinlysate hergestellt.
Anschlief3end wurde der pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt der Lysate mittels Immunoblot
analysiert. Der pErk-1/2 Gehalt war in CRFR2 -/- Tieren signifikant hoher alsin Tieren der
(+/+) Gruppe. Der pp90Rsk-1 Gehalt war in (-/-) Tieren signifikant hther alsin Tieren der
(+/-) und (+/+) Gruppen (Abb. 3.7). Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass CRFR2 einen

inhibitorischen Einfluss auf den hippokampalen Gehalt von pErk-1/2 und pp90Rsk-1 ausiibte.

A B
o - a
] * *
L
A -I- :CRFR2Genotyp % °©
©° ]
Sl EPEK-12 2, ]
a
+/r +- -- :CRFR2Genotyp 23 ] *
O
2 2 7
"I S B e et |- PPOORsk 8.1

o
I

pErk-1 pErk-2 pp90Rsk

C++ B - N --

ADbb.3.7. Der pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt ist wahrend der Gedéachtniskonsolidierung im
Hippokampus von CRFR2 knock out M&usen erhoht.

A. Immunaoblotanalyse von pErk-1/2 (oben) und pp90Rsk-1 (unten) in hippokampalen Zelllysaten, die aus je 3
C57BL/6J Méausen des jeweiligen CRFR2 Genotyps stammten. Die Zelllysate wurden 0,5 h nach
kontextabhangiger Furchtkonditionierung hergestellt. B. Die unter (A) gezeigten Signale der Immunoblots
wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Folgende statistische Unterschiede wurden
beobachtet: *P < 0,05 vs. (+/+), **P < 0,01 vs. (+/+), 3 < 0,05 vs. (+/-).
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3.8 Einfluss von septalem CRFR2 auf den hippokampalen pErk-1/2, pElk-1 und
pp90Rsk-1 Gehalt

Um zu Uberprifen, ob septaler CRFR2 den hippokampalen MAP Kinase Weg wéahrend der
Furchtkonditionierung beeinflussen kann, wurden Mikrokanilen in das laterale Septum von
C57BL/6J Méausen (5/Gruppe) eingefihrt. Die Tiere wurden 15 min vor dem Training der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung intraseptal mit dem CRFR2 Antagonisten
Antisauvagine-30 (0,4 pg/Maus) oder nur der Tragerflussigkeit (Vehicle) injiziert. Eine halbe
Stunde nach dem Training wurden hippokampale Hirnschnitte angefertigt. Diese wurden
anschlief3end immunohistochemisch fir pErk-1/2, pElk-1 und pp90Rsk-1 gefarbt. In mit
Antisauvagine-30 injizierten Tieren war der hippokampale pErk-1/2 und pElk-1 Gehalt in den
Regionen CA1, CA3 und im Gyrus dentatus (DG) signifikant h6her alsin der Vehicle-
Gruppe. Der pp90Rsk-1 Gehalt war in mit Antisauvagine-30 injizierten Tierenin den
Regionen CA3 und CA1 ebenfalls deutlich hdher asin Tieren, die mit Vehicle injiziert

wurden (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8 Hippokampaler pErk-1/2, pElk-1 und pp90Rsk-1 Gehalt nach pharmakol ogischer
Inhibition des septalen CRFR2.

Représentative Aufnahmen hippokampaler Hirnschnitte von Mé&usen, die 15 min vor dem Training der
kontextabhangigen Furchtkonditionierung intraseptal mit Antisauvagine-30 (Anti-Svg-30) oder TragerflUissigkeit
(Vehicle) injiziert wurden. Die Gehirne wurden 0,5 h nach dem Training prépariert und anschlief3end
immunohistochemisch fir pErk-1/2 (A), pEIk-1 (C) und pp90Rsk-1 (E) geférbt. Dargestellt sind jeweils die
hippokampalen Felder CA1, CA3 und der Gyrus dentatus (DG). Die unter (A, C, E) dargestellten Ergebnisse
wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Die entsprechenden Ergebnisse fir pErk-1/2
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(B), pElk-1 (D) und pp90Rsk-1 (F) sind als Balkendiagramm dargestellt. Folgenden statistische Unterschiede
wurden beobachtet: *P < 0,05 vs.Vehicle

3.9 Septaler CRFR2 inhibiert den hippokampalen MAP Kinase Weg in Balb/c M dusen

Fur Balb/c Mé&use konnte durch pharmakol ogische Experimente nachgewiesen werden, dass
der septale CRFR2 in Abwesenheit von Stress die Furchtkonditionierung tonisch inhibiert
(Radulovic et a., 1999). Die unter 3.6 beschrieben Ergebnisse zeigten, dass dieses auch fir
C57BL/6J Méause gilt. Zudem konnte gezeigt werden, dass septaler CRFR2 den
hippokampalen Proteingehalt von pErk-1/2, pElk-1 und pp90Rsk-1 in C57BL/6J M&usen
vermindert. Es wurde daher vermutet, dass septaler CRFR2 auch in Balb/c Mé&usen
inhibierend auf den hippokampalen MAP Kinase Weg einwirkt.

Um diese Vermutung zu Uberpriifen, wurden Balb/c Mausen (5/Gruppe) Mikrokanilen in das
laterale Septum eingefuhrt. Die Tiere wurden 15 min vor dem Training der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung intraseptal mit dem CRFR2 Antagonisten
Anisauvagine-30 (0,4 pg/Maus) oder zur Kontrolle mit TragerflUssigkeit (Vehicle; aCSF/0,1
% CH,COOH 1:1) injiziert. Hippokampal e Gehirnschnitte wurden 1 h nach dem Training
hergestellt und immunohistochemisch zur Identifizierung von pErk-1/2, pEIk-1 und pp90Rsk-
1 geférbt. In mit Antisauvagine-30 injizierten Tieren war der pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt
in den hippokampalen Regionen CA1 und CA3 signifikant hdher alsin Tieren, die mit
Vehicleinjiziert waren. Fir pEIK-1 konnte dagegen ein solcher Unterschied nicht beobachtet

werden (Abb. 3.9.1).
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Abb. 3.9.1 Einfluss von septalem CRFR2 auf den hippokampalen pErk-1/2, pp90Rsk-1 und
PEIk-1 Gehalt in Balb/c M&usen.

Représentative Aufnahmen von hippokampalen Hirnschnitten von Balb/c M&usen, die 15 min vor dem Training
der kontextabhéngigen Furchtkonditionierung intraseptal mit Antisauvagine-30 (anti-Svg-30) oder
TragerflUssigkeit (Vehicle) injiziert wurden. Die Hirne wurden 0,5 h nach dem Training prépariert und
anschlieffend immunohistochemisch zur Identifizierung von pErk-1/2 (A), pElk-1 (C) und pp90Rsk-1 (E)
gefarbt. Dargestellt sind jeweils die hippokampalen Felder CA1, CA3 und der Gyrus dentatus (DG). Die unter
(A, C, E) dargestellten Ergebnisse wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Die
entsprechenden Ergebnisse fur pErk-1/2 (B), pElk-1 (D) und pp90Rsk-1 (F) sind als Balkendiagramm
dargestellt. Folgende statistische Unterschiede wurden beobachtet: *P < 0,05 vs.Vehicle
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In einem weiteren Experiment wurden wiederum Mikrokanulen in das laterale Septum von
Balb/c Mé&usen eingefihrt. Die Tiere wurden 15 min vor dem Training der kontextabhangigen
Furchtkonditionierung mit Antisauvagine-30 (0,4 pg/Maus) oder Vehicle injiziert.
Hippokampal e Proteinlysate wurden 1 h spéter hergestellt. Der pp90Rsk-1 und pErk-1/2
Gehalt der Lysate wurde anschlief3end mittels Immunobl ot bestimmit. In Einklang mit den
zuvor beschriebenen Ergebnissen (Abb.3.9.1) konnte in mit Antisauvagine-30 injizierten
Tieren ein erhohter, hippokampaler pp90Rsk-1 und pErk-1/2 Gehalt beobachtet werden
(Abb.3.9.2).
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Abb. 3.9.2 Septaler CRFR2 hat einen tonisch inhibierenden Einfluss auf den hippokampalen
pPP9ORsk-1 und pErk-1/2 Gehalt.

A. Reprasentativer Immunoblot fiir pp90Rsk-1 in 1 h nach dem Training der kontextabhéngigen
Furchtkonditionierung hergestellten hippokampalen Lysaten von Balb/c Mé&usen, die intraseptal mit Vehicle oder
Antisauvagine-30 (Anti-Svg-30) injiziert wurden. B. Die Signale aller Immunoblots von den unter (A)
représentativ dargestellten Resultaten wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. C.
Représentativer Immunoblot fur pErk-1/2 in 1 h nach dem Training der kontextabhéngigen
Furchtkonditionierung hergestellten hippokampalen Lysaten von Balb/c Mé&usen, die intraseptal mit Vehicle oder
Anti-Svg-30 injiziert wurden. D. Die Signale aller Immunoblots von den unter (C) reprasentativ dargestellten
Resultaten wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Folgende statistische Unterschiede
wurden beobachtet: *P < 0,05 vs. Vehicle.
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3.10 Aktivierung des hippokampalen MAP Kinase Wegs nach Furchtkonditionierung

und stress-ver besserter Furchtkonditionierung in Balb/c M @usen

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob Komponenten des
hippokampalen MAP Kinase Signalwegs in Balb/c M&usen durch Furchtkonditionierung bzw.
stress-verbesserte Furchtkonditionierung aktiviert wurden. Dabei sollte der hippokampale
Gehalt an pMek-1/2 und dessen Substrat pErk-1/2 analysiert werden. Aul3erdem sollte die
Proteinproduktion der pErk-1/2 Substrate p90Rsk-1 und pElk-1 untersucht werden. Balb/c
Maéause (3/Gruppe) wurden mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert (FK-
Gruppe). Weitere Mause wurden zunéchst fur 1 h immobilisiert und erst 3 h spéter trainiert
(Stress/FK Gruppe). Aus alen Tieren wurden 1 h nach dem Training hippokampale
Proteinlysate isoliert. Als Kontrolle dienten Lysate naiver Tiere. Anschlief3end wurde
zunéchst der pMek-1/2 und der pErk-1/2 Gehalt mittels Immunoblot analysiert.

Fur den pMek-1/2 Gehalt konnte kein signifikanter Unterschied zwischen naiven Tieren und
Tieren der FK-Gruppe beobachtet werden. In den Lysaten von Tieren der Stress’/FK Gruppe
war der pMek-1/2 Gehalt alerdingsim Vergleich zu naiven und Tieren der FK-Gruppe stark
erhoht. Fur pErk-1/2 konnte im Vergleich zu naiven Tieren in der FK-Gruppe eine
signifikante Aufregulation beobachtet werden. In Lysaten von Tieren der Stress/FK Gruppe
war der pErk-1/2 Gehalt sowohl im Vergleich zu naiven Tieren, als auch im Vergleich zu

Tieren der FK Gruppe deutlich erhoht (Abb. 3.10.1).
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Abb. 3.10.1 Hippokampal e Phosphorylierung von Mek-1/2 und Erk-1/2 in Abhéngigkeit von
Furchtkonditionierung und stress-verbesserter Furchtkonditionierung.

A. Repréasentativer Immunaoblot fiir pMek-1/2 in hippokampalen Proteinlysaten. Balb/c Mause (3/Gruppe)
wurden mittels Furchtkonditionierung trainiert (FK). Eine weitere Gruppe wurde firr eine Stunde immobilisiert
und 3h spéter trainiert (Stress/FK). Die Lysate wurden jeweils 1h nach dem Training hergestellt. Als Kontrolle
dienten Lysate naiver Tiere (naive). Die Proben sind jeweils al's Doppel probe aufgetragen. Zur Kontrolle wurde
der Gehalt an unphosphoryliertem Mek 1/2 analysiert. B. Représentativer Immunoblot fir pErk-1/2 in
hippokampalen Proteinlysaten. Es wurden die gleichen Lysate wie fur die unter (A) beschriebenen Resultate
verwendet. Die Proben sind jeweils al's Doppel probe aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auch der Gehalt an
unphosphoryliertem Erk-1/2 analysiert. C. Die Signale aler Immunoblots der unter (A) repréasentativ
dargestellten Ergebnisse wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Dargestellt sind die
Ergebnisse fir pMek-1/2. Fir Mek-1/2 wurde kein signifikanter Unterschied beobachtet. D. Die Signale aller
Immunoblots der unter (C) représentativ dargestellten Ergebni sse wurden densiometrisch quantifiziert und
statistisch ausgewertet. Dargestellt sind die Ergebnisse fur pErk-1/2. Fir Erk-1/2 wurde kein signifikanter

Unterschied beobachtet. Folgende statistische Unterschiede wurden beobachtet: *P < 0,05 vs. naive, P < 0,05
vs. FK.

Fur pElk-1 wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den experimentellen Gruppen
beobachtet. Dageggen war der pp90Rsk-1 Gehalt nach Furchtkonditionierung und stress-

verbesserter Furchtkonditionierung signifikant hdher asin naiven Tieren. Die fur pp90Rsk-

'_\

beobachtete Aufregulation war nach stressverbesserter Furchtkonditionierung signifikant

hoher alsin Abwesenheit von Stress (Abb. 3.10.2).
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Abb. 3.10.2 Hippokample Phosphorylierung von pElk-1 und pp90Rsk-1 in Abhangigkeit von
Furchtkonditionierung und stress-verbesserter Furchtkonditionierung.

A. Repréasentativer Immunaoblot fiir pElk-1 in hippokampalen Proteinlysaten. Balb/c Mause (3/Gruppe) wurden
mittels Furchtkonditionierung trainiert (FK). Eine weitere Gruppe wurde fir eine Stunde immobilisiert und 3h
spéter trainiert (Stress/FK). Die Lysate wurden jeweils 1h nach dem Training hergestellt. Als Kontrolle dienten
Lysate naiver Tiere (naive). Die Lysate von jedem Tier wurden individuell als Probe aufgetragen. B. Die Signale
aler Immunoblots der unter (A) représentativ dargestellten Ergebnisse wurden densiometrisch quantifiziert und
statistisch ausgewertet. C. Représentativer Immunoblot fir pp90Rsk-1 in hippokampalen Proteinlysaten. Es
wurden die gleichen Lysate wie fiir die unter (A) beschrieben Resultate verwendet. Die Lysate von jedem Tier
wurden individuell als Probe aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auch der Gehalt an unphosphoryliertem p90Rsk-
1 Gehalt analysiert. D. Die Signale aller Immunoblots der unter (C) reprasentativ dargestellten Ergebnisse
wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Dargestellt sind nur die Ergebnisse fir
pp90Rsk-1. Fiir p90Rsk-1 wurde kein signifikanter Unterschied beobachtet. Folgende statistische Unterschiede
wurden beobachtet: *P < 0,05 vs. naive, 3P < 0,05 vs. FK.

Diese Ergebnisse zeigten, dass stress-verbesserte Furchtkonditionierung die Phosphorylierung
von hippokampalem Mek-1/2 induziert. Die Phosphorylierung von pErk-1/2 und dessen
Substrat pp90 Rsk-1 wurde dagegen auch durch Furchtkonditionierung in Abwesenheit von
Stress induziert, durch Stress jedoch signifikant verstarkt. Dagegen konnte kein Einfluss auf

den pElk-1 Gehalt beobachtet werden.
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3.11 Hippokampale pM ek-1/2 ver mittelt stress-ver besserte Furchtkonditionierung

Die unter 3.10 beschriebenen Daten wiesen darauf hin, dass stress-verbesserte
Furchtkonditionierung Mek-1/2 aktiviert, was in einer signifikanten Aufregulation des
PErk1/2 und pp90Rsk-1 Gehalts resultiert. Daher wurde vermutet, dass der Mek-1/2 Inhibitor
u0126 die stressverbesserte Furchtkonditionierung inhibieren wirde. Um diese Annahme zu
Uberprifen wurden Balb/c Mausen Mikrokantlen in den Hippokampus eingefiihrt. Die Tiere
(9/Gruppe) wurden fur 1 h immobilisiert und 3 h spater mittels kontextabhangiger
Furchtkonditionierung trainiert. Der Mek Inhibitor u0126 (1ug/Maus) oder TrégerflUssigkeit
(Vehicle; hier aCSF/10%DM SO) wurde 15 min vor dem Training injiziert. Zur Kontrolle
wurde eine weitere Gruppe 15 min vor dem Training intrahippokampal mit Vehicleinjiziert,
ohne jedoch zuvor immobilisiert worden zu sein. Der Gedachtnistest wurde 24 h spéter
durchgefihrt. In Einklang mit zuvor beschriebenen Daten (Radulovic et al., 1999, Fischer et
al., 2002) zeigten mit Vehicle injizierte, gestresste Tiere signifikant mehr Erstarren, als
entsprechend nicht-gestresste Tiere. In Tieren, die zwar gestresst, aber mit u0126 injiziert
wurden konnte allerdings keine stress-verbesserte Zunahme des Erstarrens mehr beobachtet
werden (Abb. 3.11.1 A). Diese Ergebnisse zeigten, dass die Mek-1/2 Aktivitét fir die stress-
verbesserte kontextabhangige Furchtkonditionierung essentiell ist. Um zu tGberpriifen, ob eine
Mek-1/2 Aktivitat auch fur die kontextabhangige Furchtkonditionierung in Abwesenheit von
Stresswichtig ist, wurden Balb/c Mause (9/Gruppe) 15 min vor dem Training der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung intrahippokampal mit u0126 (1ug/Maus) oder
Trégerflussigkeit (Vehicle; hier aCSF/10%DMSO) injiziert. Das Erstarren wurde 24 h spéter
im Gedachtnistest analysiert. Mit u0126 injizierte Mause zeigten kein signifikant
unterschiedliches Erstarren als mit Vehicle injizierte Tiere (Abb. 3.11.1B). Auch héhere

Konzentrationen von u0126 (5pg/Maus) hatten keinen Effekt ( F,,, = 0,0069, P = 0,7962).
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ADbb.3.11.1 Der pMek-1/2 Inhibitor u0126 blockiert stress-verbesserte Furchtkonditionierung.

A. Links: Ubersichtschema des Experiments. Mit intrahippokampalen Mikrokaniilen versehene Balb/c M&use
(9/Gruppe) wurden fur eine Stunde immobilisiert und 3h spéter mittels Furchtkonditionierung trainiert. Fiinfzehn
Minuten vor dem Training wurden die M&use intrahi ppokampal mit Vehicle (Vehicle/Stress-FK) oder u0126
(1pg/Maus, u0126/Stress-FK) injiziert. Als Kontrolle wurden nicht-gestresste Tiere mit Vehicleinjiziert und
trainiert (vehicle/FK). Das Erstarren wurde 24h spater im Gedachtnistest analysiert. B. Links: Ubersichtschema
des Experiments. Balb/c Mause (9/Gruppe) wurden 15 min vor dem Training intrahippokampal mit VVehicle
(Vehicle/FK) oder u0126 (1ug/Maus; u0126/FK) injiziert und das Erstarren 24 h spéter im Gedéchtnistest
analysiert. Es wurden folgende statistische Unterschiede beobachtet: * P <0.001 vs. Vehicle/FK, 3 < 0,05 vs.
Vehicle/Stress-FK

Das physiologische Substrat von pMek-1/2 ist Erk-1/2 (Sweatt, 2001). Daher sollte im
folgenden Experiment untersucht werden, ob die intrahippokampale I njektion von u0126
Einfluss auf die Phosphorylierung von hippokampalem Erk-1/2 hat. Balb/c M&usen
(4/Gruppe) wurden Mikrokantlen in den Hippokampus eingefihrt. Die Tiere wurden fir 1 h
immobilisiert und 3 h spéter mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert.
Funfzehn Minuten vor dem Training wurden die Tiere intrahippokampal mit u0126
(1pg/Maus) oder Vehicleinjiziert und 1 h nach dem Training hippokampale Proteinlysate
hergestellt. Anschlief3end wurde mittels Immunoblot zunéchst der Gehalt von pErk-1/2
bestimmt. Im Vergleich zu mit Vehicle injizierten Tieren war der pErk-1/2 Gehalt in mit

u0126 injizierten Tieren signifikant vermindert (Abb. 3.11.2 A, B). In eéinem weiteren
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Experiment wurden Balb/c Méause (4/Gruppe) nicht immobilisiert, sondern direkt 15 min vor
dem Training mit u0126 (1pg/Maus) oder Vehicle injiziert. Hippokampal e Proteine wurden 1
h spéter isoliert und durch Immunoblot wurde der pErk-1/2 Gehalt bestimmt. Es konnte
zwischen den mit u0126 und Vehicle injizierten Tieren kein signifikanter Unterschied

beobachtet werden (3.11.2 C, D).
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Abb.3.11.2 Hippokampale pMek-1/2 reguliert den pErk-1/2 Gehalt nur nach stress-
verbesserter Furchtkonditionierung.

A. Reprasentativer Immunoblot fir pErk-1/2 in hippokampalen Lysaten aus Balb/c Mé&usen (4/Gruppe) die fir
eine Stunde immobilisiert und 3h spéter mittels Furchtkonditionierung trainiert wurden (Stress-FK). Fiinfzehn
Minuten vor dem Training wurden die Tiere intrahi ppokampal entweder mit Vehicle oder u0126 (1ug/Maus)
injiziert. Eswurden jeweils Doppel proben aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auch der Gehalt an
unphosphoryliertem Erk-1/2 analysiert. B. Die Signale aller Immunoblots der unter (A) reprasentativ
dargestellten Ergebnisse wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. C. Représentativer
Immunoblot fir pErk-1/2 in hippokampalen Lysaten von Balb/c Mausen (4/Gruppe), die mittels
Furchtkonditionierung (FK) trainiert wurden. Fiinfzehn Minuten vor dem Training wurden die Tiere

intrahi ppokampal entweder mit Vehicle oder uO126 (1ug/Maus) injiziert. Zur Kontrolle wurde auch der Gehalt
an unphosphoryliertem Erk-1/2 analysiert. D. Die Signale aler Immunoblots der unter (C) reprasentativ
dargestellten Ergebni sse wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Statistische
Unterschiede: *P <0,05 vs. vehicle/Stress-FK.
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Anschlief3end wurde der pp90Rsk-1 Gehalt der Lysate mittels Immunoblot analysiert. In
Einklang mit den fur pErk-1/2 beobachteten Ergebnissen, konnte auch fir pp90Rsk-1
wahrend Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress kein signifikanter Unterschied
zwischen mit Vehicle und u0126 injizierten Tieren detektiert werden. Dagegen war der
pP90Rsk-1 Gehalt nach stress-verbesserter Furchtkonditionierung signifikant vermindert,

wenn die Tiere mit u0125 injiziert wurden (Abb. 3.11.3).
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Abb. 3.11.3 Die pp90Rsk-1 Aufregulation nach stress-vermittelter Furchtkonditionierung
wird durch Mek-1/2 Aktivitét reguliert.
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A. Reprasentativer Immunoblot fir pp90Rsk-1 in hippokampalen Lysaten von Balb/c Mausen (4/Gruppe) die
mittels Furchtkonditionierung (FK) trainiert wurden. Fiinfzehn Minuten vor dem Training wurden die Tiere
intrahi ppokampal entweder mit Vehicle (Veh) oder uO126 (1ug/Maus) injiziert. Es wurden jewells
Doppelproben aufgetragen. B. Die Signale aller Immunoblots der unter (A) représentativ dargestellten
Ergebnisse wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. C. Représentativer Immunoblot fir
pp90Rsk-1 in hippokampalen Lysaten aus Balb/c Mausen (4/Gruppe), die fir eine Stunde immobilisiert und 3h
spéater mittels Furchtkonditionierung trainiert wurden (Stress/FK). Fiinfzehn Minuten vor dem Training wurden
die Tiere intrahippokampal entweder mit Vehicle oder u0126 (1ug/Maus) injiziert. Es wurden jewells
Doppelproben aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auch der Gehalt an unphosphoryliertem p90Rsk-1 analysiert. D.
Die Signae aller Immunoblots der unter (C) reprasentativ dargestellten Ergebnisse wurden densiometrisch
quantifiziert und statistisch ausgewertet. Statistische Unterschiede: * P <0,05 vs. Veh/Stress/FK.

Diese Ergebnisse zeigten, dass hippokampale Mek-1/2 Aktivitédt durch stress-verbesserte
Furchtkonditionierung induziert wird und fir diese essentiell ist. In Einklang damit war Mek-
1/2 ausschliefdich nach stress-verbesserter Furchtkonditionierung an der Aufregulation des

PErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalts beteiligt.

3.12 Einfluss von Proteinkinase A auf den hippokampalen pErk-1/2 Gehalt in

Balb/c M ausen.

Die unter 3.11 beschriebenen Ergebnisse zeigten, das hippokampale pMek-1/2 den pErk-1/2
Gehalt nur nach stress-verbesserter Furchtkonditionierung reguliert. Allerdings wurde eine
signifikante Aufregulation des hippokampalen pErk-1/2 Gehalts auch in Antwort auf
Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress beobachtet (siehe Abb. 3.10.1). Eswurde
daher vermutet, dass in diesem Fall eine andere Kinase al's Mek-1/2 fur die Aufregulation des
pErk-1/2 Gehalts verantwortlich ist. Es konnte gezeigt werden, dass Proteinkinase A (PKA) in
C57BL/6J Mausen wéahrend der Furchtkonditionierung den pErk-1/2 Gehalt modulieren kann
(siehe 3.5). PKA war somit ein geeigneter Kandidat.

Zunéchst sollte daher untersucht werden, ob die kontextabhéngige Furchtkondionierung von
Balb/c Méausen durch intrahippokampal e Injektion des PKA Antagonisten Rp-cCAMPS
beeinflusst werden kann. Mit intrahi ppokampalen Mikrokantlen versehene Balb/c Méuse

(8/Gruppe) wurden 15 min vor dem Training der kontextabhangigen Furchtkonditionierung
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mit Rp-cAMPS (18ug/Maus) oder entsprechender Tragerfllissigkeit (Vehicle: hier aCSF)
injiziert. Es zeigte sich, dass mit Rp-cAMPS injizierte Tiere signifikant weniger Erstarren im
Gedachtnistest zeigen, als entsprechende mit Vehicleinjizierte Tiere (Abb. 3.12.1A). Um zu
Uberprifen, ob die Inhibition der PKA Aktivitédt Einfluss auf den hippokampalen pErk-1/2
Gehalt hat, wurden Balb/c Mause (4/Gruppe) 15 min vor dem Training der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung mit Rp-cAMPS (18ug/Maus) oder Vehicle
injiziert. Hippokampale Proteinlysate wurden 1 h nach dem Training hergestellt. Mittels
Immunoblot wurde anschlief3end der pErk-1/2 Gehalt der Lysate untersucht. In mit Rp-
CAMPS injizierten Tieren war im Vergleich zu mit Vehicleinjizierten Tieren ein signifikant

verminderter pErk-1/2 Gehalt zu beobachten (Abb. 3.12.1B).
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Abb. 3.12.1 Einfluss des PKA Inhibitors Rp-cAMPS auf die kontextabhangige
Furchtkonditionierung und den hippokampalen pErk-1/2 Gehalt.

A. Links: Ubersichtschema des Experiments. Balb/c M&use (8/Gruppe) wurden 15 min vor dem Training
intrahippokampal mit Tragerflussigeit (Vehicle) oder Rp-cAMPS (18ug/Maus) injiziert. Rechts: Das Erstarren
wurde 24 h spéter im Gedéchtnistest analysiert B. Unten: Représentativer Immunaoblot fir pErk-1/2 in
hippokampalen Lysaten aus Balb/c M&usen (4/Gruppe), die 15 min vor dem Training der kontextabhéngigen
Furchtkonditionierung mit Vehicle oder Rp-cAMPS (18ug/Maus) injiziert wurden. Es wurden jewells
Doppelproben aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auch der Gehalt an unphosphoryliertem Erk-1/2 analysiert.
Oben: Die Signale der Immunoblots wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Dargestel It
sind nur die Ergebnisse fir pErk-1/2. Fur Erk-1/2 wurden keine statistischen Unterschiede beobachtet.
Statistische Unterschiede: * P < 0,05 vs. Vehicle.
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In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die PKA Aktivitat auch Einfluss
auf die stress-verbesserte Furchtkonditionierung hatte.

Balb/c Méause (9/Gruppe) wurden mit intrahippokampalen Mikrokantlen versehen. Die Tiere
wurden fur 1 himmobilisiert und 3 h spéater mittels kontextabhéngiger Furchtkonditionierung
trainiert. Finfzehn Minuten vor dem Training wurden die M&use entweder mit dem PKA
Inhibitor Rp-cAMPS (18ug/Maus) oder der entsprechenden Tragerfllssigkeit (Vehicle; hier
aCSF) injiziert. Als Kontrolle dienten mit Vehicle injizierte Tiere, die aber vor dem Training
nicht immobilisiert wurden. Das Erstarren wurde 24 h spéter im Gedéachtnistest analysiert.
Immobilisierte Tiere, welche mit Vehicle injiziert wurden, zeigten signifikant mehr Erstarren,
als entsprechend nicht-immobilisierte Tiere, was in Einklang mit vorherigen Arbeiten war
(Radulovic et a., 1999; Fischer et al., 2002). Dieses stress-verbesserte Erstarren konnte in mit
Rp-cAMPS injizierten Tieren jedoch nicht beobachtet werden (Abb. 3.13.2 A).

Um zu Uberprifen, ob PKA nach stress-verbesserter Furchtkonditionierung zur Aufregulation
von pErk-1/2 beitrégt, wurden Balb/c Mause zunéchst fur 1 h immobilisiert. Drei Stunden
spater wurden die Tiere mittel s kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert, jedoch 15
min vor dem Training mit Rp-CAMPS oder Vehicleinjiziert. Eine Stunde nach dem Training
wurden hippokampal e Proteinlysate hergestellt. Anschlief3end wurde der pErk-1/2 Gehalt
mittels Immunoblot analysiert. Der pErk-1/2 Gehalt war in mit Rp-CAMPS injizierten Tieren
signifikant niedriger, alsin der entsprechenden Vehicle Gruppe, was zeigte, dass PKA auch
nach stress-verbesserter Furchtkonditionierung aktivierend auf den hippokampalen pErk-1/2

Gehalt einwirkte (Abb. 3.12.2 B).
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Abb. 3.12.2 Einfluss des PKA Inhibitors Rp-cAMPS auf die stress-verbesserte

kontextabhéngige Furchtkonditionierung und den hippokampalen pErk-1/2 Gehalt.

A. Links: Ubersichtschema des Experiments. Balb/c M&use (9/Gruppe) wurden fiir 1 h Immobilisationsstress
(S) ausgesetzt und 3 h spéter mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert. Fiinfzehn Minuten vor
dem Training wurden die Tiere intrahippokampal mit VVehicle (S/'Veh/FK) oder Rp-cAMPS (18ug/Maus, S/Rp-
cAMPS/FK) injiziert. Zur Kontrolle dienten mit VVehicle injizierte Tiere, die jedoch zuvor nicht immobilisiert
wurden (Veh/FK). Rechts: Das Erstarren wurde 24 h spéter im Gedéchtnistest analysiert B. Unten:
Reprasentativer Immunoblot fiir pErk-1/2 in hippokampalen Lysaten aus Balb/c Mausen (5/Gruppe), diefir 1 h
immobilisiert und 3 h spéter trainiert wurden. Fiinfzehn Minuten vor dem Training der kontextabhéngigen
Furchtkonditionierung wurden die Tiere mit Vehicle oder Rp-cAMPS (18ug/Maus) injiziert. Es wurden jeweils
Doppelproben aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auch der Gehalt an unphosphoryliertem Erk-1/2 analysiert.
Oben: Die Signale der Immunoblots wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. .Dargestellt
sind nur die Ergebnisse fir pErk-1/2. Fur Erk-1/2 wurden keine statistischen Unterschiede beobachtet.
Statistische Unterschiede: * P < 0,05 vs. Vehicle, 3 < 0,05 vs. Stress/Vehicle/FK

3.13 Expression hippokampaler CRF Rezeptoren in Balb/c M &usen nach

| mmobilisationsstr ess

Im Gegensatz zu C57BL/6J Mausen (Radulovic, Jelena, personliche Mitteilung) zeigen
Balb/c Méause eine verbesserte Furchtkonditionierung, wenn sie 3 h vor dem Training einem
einstiindigen Immobilisationsstress ausgesetzt werden (Radulovic et al., 1999). Dabei konnte
gezeigt werden, dass hippokampaler CRFRL1 fir die stress-verbesserte Furchtkonditionierung
in Balb/c Mausen essentiell, jedoch keinen Einfluss auf die Furchtkonditionierung in

Abwesenheit von Stress hatte. Es wurde daher vermutet, dass Stress Einfluss auf die
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Expression von hippokampalen CRF Rezeptoren haben kénnte. In einleitenden Versuchen
sollte zunéchst das hippokampal e Expressionsmuster von CRFRL in Abhangigkeit vom
Immobilisationsstress in Balb/c Mé&usen mittels semiquantitativer PCR bestimmt werden.
Balb/c Méause (8/Gruppe) wurden fur 1 h immobilisiert und zu den Zeitpunkten 0,5, 1,5, 3 und
24 h nach dem Ende der Immobilisierung wurden die Hippokampi isoliert. Als Kontrolle
dienten Tiere, die nicht immobilisiert wurden (naive). Aus dem isolierten
Hippokampusgewebe wurde anschlief?end mRNA isoliert und mittels reverser Transkription
in cDNA umgeschrieben. Ausgehend von dieser cDNA wurde mittel s semiquantitativer PCR
die Expression des CRFR1 Gens untersucht. Zur Kontrolle wurde fir jede Reaktion parallel
das Haushaltsgen GAPDH (Glyzerinal dehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) amplifiziert (PCR
Programm: 1° 95°C, 30*‘ 65°C, 1,30" 72°C). Immobilisationsstress hatte keinen Einfluss auf
die Expression von GAPDH. Dagegen konnte im Vergleich zu naiven Tieren in den
Zeitpunkten 1,5 und 3 h nach Ende der Immobilisierung eine drei- bzw. vierfache

Aufregulation von CRFR1 beobachtet werden (Abb.3.13.1).



Ergebnisse Seite 104

Naive Zeit nach Stress Naive Zeit nach Stress
0,5h 0,5h
Anzahl der Anzahlder 354045 | 354045
Zykien 20 25 30 20 25 30 Zyklen
GAPDH CRFR1
B 450
—o— GAPDH
400 —e— CRFR1

_— 350
2

£ 300
o
[7]
[7]

e 250
o
>

w 200
[}
2

E 150
Q
[+

100 J
50
0 f } f f
0.5 1.5 3 24

Zeitpunkt nach Stress

Abb. 3.13.1 Analyse hippokampaler CRFR1 Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach
einer einstiindigen Immobilisierung mittels semiquantitativer PCR.

A. Reprasentative Ergebnisse einer semiquantitativen PCR Reaktion. Rechts: Aus cDNAS (je 40 ng) die 0,5, 1,5,
3 und 24 h nach einem einstiindigen Immobilisationsstress aus hippokampaler mMRNA hergestellt wurden, konnte
unter Verwendung von spezifischen Primern ein 808 bp grofes CRFR1 Fragment amplifiziert werden. Zum
Vergleich wurde das CRFR1 Fragment jedesmal auch aus der cDNA von naiven Mausen amplifiziert. Links: Fir
jede PCR Reaktion wurde gleichzeitig eine Kontrolle mitgefihrt, in der unter Verwendung von spezifischen
Primern das Haushaltsgen GAPDH amplifiziert wurde. B. Die unter (A) gezeigten PCR Signale fir GAPDH
nach 25 Zyklen und fir CRFR1 nach 40 Zyklen wurden densiometrisch quantifiziert und graphisch dargestellt.
Alle Werte wurden gegen die Signale von den entsprechenden naiven Tieren normalisiert und a's Prozentwert
dargestellt (naive = 100%).

Um die Ergebnisse der semiquantitativen PCR zu verifizieren, sollte die Expression von
hippokampalem CRFR1 in Abhangigkeit vom Immobilisationsstress durch in situ
Hybridisierung untersucht werden. Balb/c Mé&use (3/Gruppe) wurden fir 1 himmobilisiert.

Gehirnschnitte wurden 0,5, 1,5, 3 und 24 h nach dem Ende der Immobilisierung hergestellt
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und mit einer CRFR1 Sonde hybridisiert. Die Ergebnisse wurden anschlief3end quantifiziert
(Key et a., 2001). Es zeigte sich, dass die Expression von CRFR1 zu dem Zeitpunkt 3 h nach
dem Ende der Immobilisierung signifikant hoher war, alsin naiven Tieren (Abb.3.13.2.A, B).
Zur Kontrolle wurde auch die Expression von CRFR1 im paraventrikul&ren Kern des
Hypothalamus (PVN) analysiert, dain vorherigen Arbeiten fur die Ratte eine starke
Aufregulation von CRFRL in Antwort auf Immobilisationsstress beschrieben wurde (Luo et
al., 1994; Makino et al., 1997; Rivest et al., 1995). In Einklang mit diesen Arbeiten konnte zu
den Zeitpunkten 1,5 und 3 h nach dem Ende des Immobilisationsstress eine signifikante
Erhohung des CRFR1 Signals beobachtet werden. Interessanterweise war der CRFR1 Gehalt
im PVN auch zum Zeitpunkt 24 h nach dem Ende der Immobilisierung noch deutlich hoher

alsin naiven Méusen (Abb. 3.13.2 C, D).
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Abb. 3.13.2 Stress-induzierte Aufregulation von CRFR1 im Hippokampus und PV N.

A. Die Expression von hippokampalem CRFR1 wurde 0,5, 1,5, 3 und 24 h nach Immobilisationsstressin naiven
Mausen (je 3/Gruppe) mittelsin situ Hybridisierung bestimmt und anschlief3end in den Regionen CA1, CA3 und
im Gyrus dentatus (DG) quantifiziert und statistisch ausgewertet. B. Reprasentative Bilder der unter (A)

quantifizierten in situ Hybridisierung. Die Zahlen unter den Bildern kennzeichnen den Zeitpunkt nach dem Ende
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des Immobilisationsstresses. C. Die Expression vonCRFR1 im paraventrikul&ren Kern des Hypothaamus (PVN)
wurde nach Immobilisationsstress und in naiven Mdusen quantifiziert (je 3/Gruppe). D. Representative Bilder
der unter (C) quantifizierten in situ Hybridisierung. Die Zahlen unter den Bildern kennzeichnen den Zeitpunkt
nach dem Ende des Immobilisationsstresses. Statistische Unterschiede: * P<0,05 vs. naive. Abkirzungen: CA1,
hippokampales Feld CA1, CA3, hippokampales Feld CA3, DG, Gyrus dentatus, sense, Hybridisierung mit
Sense-Sonde.

Diese Ergebnisse zeigten eine spezifische und transiente Aufregulation von hippokampalem
CRFR1 in Antwort auf einen einstuindigen Immobilisationsstress in Balb/c Mausen.
Anschlief3end wurde auch die Expression von hippokampalem CRFR2 in Balb/c M&usen in
Antwort auf Immobilisationsstress untersucht. Balb/c Mause (3/Gruppe) wurden fir 1 h
immobilisiert und 0,5, 3 und 24 h nach dem Ende der Immobilisierung hippokampale
Gehirnschnitte fur eine in situ Hybridisierung vorbereitet. Als Kontrolle dienten naive Tiere.
Die Gehirnschnitte wurden mit einer CRFR2 Sonde hybridisiert, mikroskopisch analysiert
und die Signale anschlief3end quantifiziert (Key et a., 2001). Es konnte eine signifikante
Aufregulation von hippokampalem CRFR2 zu dem Zeitpunkt 3 h nach dem Ende der

Immobilisierung beobachtet werden (Abb. 3.13.3).
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Abb. 3.13.3 Stress induzierte Aufregulation von CRFR2 im Hippokampus von Balb/c

Mausen.

A. Die Expression von hippokampalem CRFR2 wurde 0,5, 3 und 24 h nach einen einstiindigen
Immohilisationsstress und in naiven Mé&usen (je 3/Gruppe) mittelsin situ Hybridisierung bestimmt und
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anschlieflend in den Regionen CA1, CA3 und im Gyrus dentatus (DG) quantifiziert und statistisch ausgewertet.
B. Représentative Bilder der unter (A) quantifizierten in situ Hybridisierung. Die Zahlen unter den Bildern
kennzeichnen den Zeitpunkt nach dem Ende des Immobilisationsstresses. Statistische Unterschiede: * P<0,05 vs.
naive. Abkirzungen: CA1, hippokampales Feld CA1, CA3, hippokampales Feld CA3, DG, Gyrus dentatus,
sense, Hybridisierung mit Sense-Sonde.

3.14 Einfluss hippokampaler CRF Rezeptoren auf den pMek-1/2 und pErk-1/2 Gehalt

Um zu Uberprifen, ob hippokampaler CRFR1 Einfluss auf die Phosphorylierung von
hippokampalem Mek-1/2 und Erk-1/2 hat, wurde zunéchst die Wirkung des CRFR1/2
Antagonisten Astressin (Baram et a., 1996; Gulyas et al., 1995; Maecker et al., 1997) in
Balb/c CRFR2 knock out M&usen untersucht. Dieser Ansatz wurde gewahlt, da bisher keine
geeigneten, spezifischen Antagonisten fir CRFR1 entwickelt werden konnten. Der CRFR1/2
Antagonist Astressin konnte in CRFR2 knock out Mausen allerdings al's spezifischer
Antagonist fur CRFR1 verwendet werden. Aulerdem zeigen Balb/c CRFR2 (-/-) Mauseim
Vergleich zu entsprechenden Tieren mit normalem CRFR2 Allel eine signifikant verbesserte
Furchtkonditionierung (siehe Abb. 3.6), wie sie auch nach Immobilisationsstress beobachtet
wird (Radulovic et al., 1999; Fischer et al., 2002). Balb/c Mausen (4/Gruppe) des CRFR2
Genotyps (-/-) und (+/+) wurden Mikrokanilen in den Hippokampus eingefihrt. CRFR2 -/-
Tiere wurden 15 min vor dem Training der kontextabhangigen Furchtkonditionierung
intrahippokampal mit Astressin (0,4 pg/Maus) oder nur der Tragerfltssigkeit (Vehicle, hier: 2
x aCSF/0,1 % CH,COOH 1:1) injiziert. Zur Kontrolle wurden Tiere des CRFR2 Genotyps
(+/+) mit Vehicleinjiziert und entsprechend trainiert. Von alen Tieren wurden 1 h nach dem
Training hippokampale Lysate hergestellt und anschlief3end mittels Immunoblot der pMek-
1/2 und pErk-1/2 Gehalt untersucht. Anders als erwartet war der pMek-1/2 und pErk-1/2
Gehalt in mit Astressin injizierten (-/-) Tierenim Vergleich zu den Vehicleinjizierten (-/-)
Tieren signifikant hoher. Der Vergleich von mit Vehicleinjizierten Tieren des Genotyps (+/+)
und (-/-) ergab Uberraschenderweise, dass der hippokampale pMek-1/2 Gehalt in CRFR2 -/-

Tieren signifikant vermindert ist (Abb.3.14).
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Abb. 3.14 Einfluss von hippokampalem CRFR1 und CRFR2 auf den pMek-1/2 und pErk-1/2
Gehalt.

A. Repréasentativer Immunoblot fir pErk-1/2 in 1 h nach dem Training der kontextabhéngigen
Furchtkonditionierung hergestellten hippokampalen Lysate von Balb/cM&usen des CRFR2 Genotyps (-/-) die 15
min vor dem Training intrahippokampal mit Astressin oder Vehicleinjiziert wurden. Als zusétzliche Kontrolle
dienten mit Vehicle injizierte Tiere des CRFR2 Genotyps (+/+). Die Lysate sind jeweils als Doppel probe
aufgetragen. B. Die Signale aller Immunoblots der unter (A) représentativ dargestellten Ergebnisse wurden
densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. C. Reprasentativer Immunoblot fir pMek-1/2 in
denselben Lysaten, die firr die unter (A) beschriebenen Ergebnisse verwendet wurden. Die Lysate sind jeweils
als Doppel probe aufgetragen. D. Die Signale aler Immunoblots der unter (C) représentativ dargestellten
Ergebnisse wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet.

Statistische Unterschiede: *P < 0,05 vs. Vehicle (-/-), 3 < 0,05 vs. Vehicle (+/+)
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3.15 Phar makologische I nhibition von hippokampalem CRFR2 hat keinen Einfluss
auf die Furchtkonditionierung von Balb/c Mausen, reguliert jedoch deren

stress-ver mittelte Verbesserung

Um zu tberprifen, ob hippokampaler CRFR2 die stress-verbesserte Furchtkonditionierung
modulieren kann, wurden Balb/c M&usen Mikrokanulen in den Hippokampus eingeftihrt. Die
Tiere wurden zunéchst fur 1 h immobilisiert und erst 3 h spéter trainiert, wobei sie 15 min vor
dem Training mit dem spezifischen CRFR2 Antagonisten Antisauvagine-30 oder der
Trégerflussigkeit (Vehicle; hier: 2 x aCSF/0,1M CH,COOH 1:1) injiziert wurden. Als
zusétzliche Kontrolle wurden Tiere verwendet, die 15 min vor dem Training
intrahippokampal mit Vehicle injiziert wurden, ohne allerdings zuvor Immobilisationsstress
ausgesetzt gewesen zu sein. In Einklang mit vorherigen Arbeiten (Radulovic et al., 1999;
Fischer et al., 2002), zeigte sich, dass die mit Vehicle injizierten, gestressten Mause
signifikant mehr Erstarren im Gedachtnistest zeigten, als mit Vehicle injizierte nicht
gestresste Tiere. Interessanterweise war aber in gestressten, mit Antisauvagine-30 injizierten
Tieren keine signifikante Erhthung des Erstarrens mehr zu beobachten (Abb. 3.15.1 A).

In einem weiteren Experiment wurden Balb/c M&use 15 min vor dem Training der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung mit dem spezifischen CRFR2 Antagonisten
Antisauvagine-30 oder mit Vehicleinjiziert. Diese Tiere wurden nicht vor dem Training
durch Immobilisation gestresst. Im 24 h spéter durchgefiihrten Gedachtnistest konnte
zwischen den mit Antisauvagine-30 und Vehicle injizierten Tieren kein signifikanter

Unterschied beziiglich des Erstarrens beobachtet werden (Abb. 3.15.1 B).
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Abb. 3.15.1 Hippokampaler CRFR2 vermittelt die stress-verbesserte kontextabhangige
Furchtkonditionierung in Balb/c Mausen.

A. Links: Ubersichtschema des Experiments. Mit intrahippokampalen Mikrokaniilen versehene Balb/c M&use
(9/Gruppe) wurden mittels einer einstiindigen Immobilisation gestresst, 3 h spéter mittels kontextabhangiger
Furchtkonditionierung trainiert und 15 min vor dem Training mit Antisauvagine-30 (Stress/Antisauvagine-30)
oder Vehicle (Stress/Vehicle) injiziert. Als zusétzliche Kontrolle dienten Tiere, die nicht immobilisiert und 15
min vor dem Training intrahippokampa mit Vehicle injiziert wurden (kein Stress/Vehicle). Rechts: Das
Erstarren wurde 24 h spéter im Gedachtnistest analysiert. B. Links: Ubersichtschema des Experiments. Mit
intrahi ppokampal en Mikrokanilen versehene Balb/c Méause (9/Gruppe) wurden 15 min vor dem Training der
kontextabhangigen Furchtkonditionierung mit Antisauvagine-30 oder Vehicle injiziert und 24 h spéter das
Erstarren im Gedéachtnistest analysiert. Rechts: Es konnte kein signifikanter Gruppenunterschied beziiglich des
Erstarrens im Gedéachtnistest beobachtet werden. Es wurden folgende statisitische Unterschiede beobachtet: *P
<0,001 vs .Stress/Vehicle P <0,05 vs. kein Stress/Vehicle.

In einem weiteren Experiment wurden Balb/c M&use mit intrahippokampalen Mikrokanulen
versehen, zunachst fir 1 h immobilisiert und 3 h spéter mittels tonabhangiger

Furchtkonditionierung trainiert, wobei sie 15 min vor dem Training mit Antisauvagine-30
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oder Vehicleinjiziert wurden. Zusétzlich wurden Tiere verwendet, die 15 min vor dem
Training der tonabh&ngigen Furchtkonditionierung intrahippokampal mit Vehicle injiziert
wurden, ohne zuvor Immobilisationsstress ausgesetzt gewesen zu sein. In Einklang mit
vorherigen Daten (Radulovic et al., 1999, Fischer et al. 2002) zeigten mit Vehicleinjizierte
immobilisierte Tiere signifikant mehr Erstarren im Gedéchtnistest, als mit Vehicleinjizierte
nicht-immobilisierte Tiere. In Gegensatz zu der kontextabhéngigen Furchtkonditionierung
hatte die intrahippokampal e Injektion von Antisauvagine-30 keinen Einfluss auf das stress-
vermittelte erhdhte Erstarren (Abb. 3.15.2). Diese Ergebnisse demonstrierten, dass
hippokampaler CRFR2 spezifisch an der stress-verbesserten, kontextabhangigen

Furchtkonditionierung von Balb/c Mé&usen beteiligt ist.
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Abb.3.15.2 Hippokampaler CRFR2 hat keinen Einfluss auf die stress-verbesserte
tonabhangige Furchtkonditionierung in Balb/c Mausen.

Links: Ubersichtschema des Experiments. Mit intrahi ppokampalen Mikrokaniilen versehene Ballb/c Méuse
(9/Gruppe) wurden mittels einer einstiindigen Immobilisation gestresst, 3 h spéter mittel s tonabhangiger
Furchtkonditionierung trainiert und 15 min vor dem Training intrahippokampal mit Antisauvagine-30
(Stress/Antisauvagine-30) oder Vehicle (Stress/Vehicle) injiziert. Als zusétzliche Kontrolle dienten Tiere, die
nicht immobilisiert und 15 min vor dem Training intrahippokampal mit Vehicle injiziert wurden. Rechts: Das
Erstarren wurde 24 h spéter im Gedachtnistest analysiert. Es wurden folgende statisitische Gruppenunterschiede
beobachtet: * P < 0,001 vs. kein Stress/Vehicle
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3.16 Pharmakologische I nhibition von hippokampalem CRFR2 moduliert den
hippokampalen Gehalt von pMek-1/2 und pErk-1/2 nur nach stress-ver besserter

Furchtkonditionierung

Die vorherigen Ergebnisse zeigten eine neue Funktion von hippokampalem CRFR2 wéhrend
der stress-verbesserten kontextabhéngigen Furchtkonditionierung. Es wurde daher die
Hypothese aufgestellt, dass hippokampaler CRFR2 fir die unter 3.10 beschriebene
stressvermittelte Aufregulation von pMek-1/2, pErk-1/2 und pp90Rsk-1 verantwortlich ist.
Um diese Vermutung zu Uberpifen, wurden Balb/c Mause fur 1 h immobilisiert und 3 h
gpéter trainiert (Stress/FK). Die Tiere wurden 15 min vor dem Training intrahippokampal mit
Antisauvagine-30 (0,4 pg/Maus) oder nur mit der entsprechenden Tréagerflissigkeit (Vehicle;
hier: 2 x aCSF/0,1 % CH,COOH 1:1) injiziert. Hippokampale Proteinlysate wurden jeweils 1
h nach dem Training hergestellt. Als Kontrolle dienten Tiere, die mit Vehicleinjiziert, aber
nicht trainiert wurden. Hippokampal e Proteinlysate dieser Kontrollgruppe wurden 75 min
nach der Injektion hergestellt. Mittels Immunoblot wurde anschlief3end der pMek-1/2,
PErk1/2, pp90Rsk-1 und pElk-1 Gehalt der jeweiligen Lysate untersucht. Der Aktin Gehalt
der Lysate diente als Kontrolle. In Einklang mit den unter 3.10 beschriebenen Daten waren
der pMek-1/2, pErk1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt in mit Vehicle-injizierten, durch stress-
verbesserte Furchtkonditionierung trainierten Tieren signifikant hdher alsin untrainierten
Tieren, die ebenfalls mit Vehicle injiziert waren. Diese Aufregulation war in entsprechenden

mit Antisauvagine-30 injizierten Tieren allerdings nicht zu beobachten (Abb. 3.16.1).
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Abb. 3.16.1 Hippokampaler CRFR2 ist an der stressvermittelten Aufregulation des
hippokampalen MAP Kinasewegs beteiligt.

A. Reprasentative Immunoblots fir pMek-1/2, pErk-1/2, pp90Rsk-1 und pEIk-1 in hippokampalen Lysaten von
Balb/c Mausen (4/Gruppe) die fur eine Stunde immobilisiert und 3h spater mittels Furchtkonditionierung
trainiert wurden (Stress/FK). Fiinfzehn Minuten vor dem Training wurden die Tiere intrahi ppokampal entweder
mit Vehicle (Vehicle/Stress-FK) oder Antisauvagine-30 (Anti-Svg-30/Stress-FK) injiziert, Als Kontrolle dienten
Mause, die zwar mit Vehicle injiziert aber nicht immobilisiert und trainiert wurden (vehicle). Es wurden jeweils
Doppelproben aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auch der Aktin-Gehalt analysiert. B. Die Signale aller
Immunoblots der unter (A) représentativ dargestellten Ergebnisse wurden densiometrisch quantifiziert und
statistisch ausgewertet. Statistische Unterschiede: *P <0,05 vs. Vehicle/Stress/FK, ?P< 0,05 vs. Vehicle.

In einem weiteren Experiment wurden Balb/c M&use 15 min vor dem Training
intrahippokampal mit Antisauvagine-30 (0,4 pg) oder Vehicle injiziert ohne zuvor
immobilisiert zu werden. Hippokampal e Proteinlysate wurden 1 h nach dem Training
hergestellt. Mittels Immunaoblot wurde anschlief3end zunéchst der pMek-1/2, der pErk-1/2, der
pPP90Rsk-1 und der pEIk-1 Gehalt in den jeweiligen Lysaten bestimmt. Der pMek-1/2 Gehalt
war in Einklang mit zuvor beschriebenen Ergebnissen (siehe 3.11) in allen experimentelle
Gruppen kaum zu detektieren. Es konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet

werden. Der pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt war in furchtkonditionierten, mit Vehicle



Ergebnisse Seite 114

injizierten Tieren signifikant hoher alsin entsprechend nicht-furchtkonditionierten Tieren.
Diese nach Furchtkonditionierung beobachtete Aufregulation von pErk-1/2 und pp90Rsk-1
(siehe 3.10) war in mit Antisauvagine-30 injizierten Tieren allerdings nicht vermindert. Fir
pElk-1 konnten keine signifikanten Unterschiede in den jeweiligen Lysaten beobachtet

werden (Abb. 3.16.2 A, B).
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Abb. 3.16.2 Hippokampaler CRFR2 ist nicht an der Regulation des hippokampalen MAP
Kinase Signalwegs in Abwesenheit von Stress beteiligt.

A. Représentativer Immunoblot fir pMek-1/2, pErk-1/2, pp90Rsk-1 und pElk-1 in hippokampalen Lysaten von
Balb/c Méausen (4/Gruppe), die mittels Furchtkonditionierung (FK) trainiert wurden. Fiinfzehn Minuten vor dem
Training wurden die Tiere intrahippokampal entweder mit Vehicle (Vehicle/FK) oder Antisauvagine-30 (Anti-
Svg-30/FK) injiziert. Es wurden jeweils Doppel proben aufgetragen. Zur Kontrolle wurde auch der Aktin-Gehalt
analysiert. B. Die Signale aller Immunoblots der unter (A) reprasentativ dargestellten Ergebnisse wurden
densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Statistische Unterschiede: *P <0,05 vs. vehicle/FK

Diese Daten zeigten, dass hippokampaler CRFR2 spezifisch nach stress-vermittelter
Furchtkonditionierung an der Aufregulation von pMek-1/2, pErk-1/2 und pp90Rsk-1 beteiligt

war.
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3.17 Urocortin I11 moduliert die Furchtkonditionierung und den hippokampalen

pMek-1/2 und pErk-1/2 Gehalt

Um den Einfluss von hippokampalem CRFR2 auf die Furchtkonditionierung und den
hippokampalen MAP Kinase Weg zu verifizieren, wurden in den folgenden Experimenten der
kirzlich identifizierte spezifische CRFR2 Agonist Urocortin Il (Lewis et a., 2001)
verwendet. Balb/c Mausen (9/Gruppe) wurden Mikrokantlen in den Hippokampus eingefiihrt.
Die Tiere wurden 15 min vor dem Training der kontextabhangigen Furchtkonditionierung
intrahippokampal mit Urocortin 111 (0,4 pg/Maus) oder nur der TrégerflUssigkeit (Vehicle;
hier: 2 x aCSF/0,1% CH,COOH 1:1) injiziert. Das Erstarren wurde 24 h spéter im
Gedachtnistest analysiert. Es konnte kein signifikanter Unterschied der beiden Gruppen
beziiglich des Erstarrens wahrend des Gedéachtnistests beobachtet werden (Abb. 3.17.1 A). Da
andere Arbeiten gezeigt hatten, das Urocortin I11 nur dann das Verhalten von Mausen im
Erhohten Plus Labyrinth Test (einem Test um generelle Angstzustande zu bestimmten)
veréndert, wenn es 4 h vor dem Test verabreicht wird (Reul und Holsboer, 2002), wurde das
oben beschriebene Experiment wiederholt. Allerdings wurde Urocortin I11 (0,4 pg/Maus) oder
Vehicle dieses mal 4 h vor dem Training injiziert. Im anschlief3enden Gedéchtnistest zeigten
mit Urocortin 111 injizierte Tiere signifikant mehr Erstarren a's Tiere der Vehicle Gruppe

(Abb. 3.17.1 B).
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Abb 3.17.1 Einfluss intrahippokampaler Injektion von Urocortin 111 auf die kontextabhangige
Furchtkonditionierung.
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A. Links: Ubersichtschema des Experiments. Mit intrahippokampalen Mikrokaniilen versehene Balb/c M&use
(9/Gruppe) wurden 15 min vor dem Training der kontextabhangigen Furchtkonditionierung intrahi ppokampal
mit Urocortin 11 (0,4 pg/Maus) oder Vehicleinjiziert. Rechts: Das Erstarren wurde 24 h spéter im
Gedéchtnistest analysiert. Es konnte kein signifikanter Gruppenunterschied beobachtet werden. B. Links:
Ubersichtschema des Experiments. Mit intrahippokampalen Mikrokaniilen versehene Balb/c Muse (9/Gruppe)
wurden intrahippokampal mit Urocortin I11 (0,5 pg/Maus) oder Vehicle injiziert und 4 h spéter mittels
kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert. Rechts:. Das Erstarren wurde 24 h spéter im Gedéchtnistest
analysiert. Es wurden folgende statisitische Unterschiede beobachtet: *P <0.001 vs. Vehicle.

In einem weiteren Experiment wurden Balb/c Mause (9/Gruppe) 4 h vor dem Training der
tonabhangigen Furchtkonditionierung intrahippokampal mit Urocortin I11 (0,4 pg/Maus) oder
Vehicleinjiziert. Das Erstarren wurde 24 h spéter im Gedachtnistest analysiert. Im Gegensatz
zu der kontextabhangigen Furchtkonditionierung zeigten intrahippokampal mit Urocortin I11
oder Vehicleinjizierte Tiere im Gedéchtnistest der tonabhangigen Furchtkonditionierung

keinen signifikanten Unterschied im Erstarren (Abb.3.17.2).
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Abb.3.17.2 Einfluss der intrahi ppokampalen Injektion von Urocortin 111 auf die tonabhangige
Furchtkonditionierung.

Links: Ubersichtsthema des Experiments. Mit intrahippokampal en Mikrokaniilen versehene Balb/c M&use
(9/Gruppe) wurden intrahippokampal mit Urocortin 111 (0,5 pg/Maus) oder Vehicleinjiziert und vier Stunden
spéater mittels tonabhéngiger Furchtkonditionierung trainiert. Rechts: Das Erstarren wurde 24 h spéter im

Gedéchtnistest analysiert. Es wurden keine statisitische Gruppenunterschiede beobachtet.

Anschlief3end sollte Uberprift werden, ob Urocortin 111 einen Einfluss auf den hippokampalen
pMek-1/2 und pErk-1/2 Gehalt hat. Balb/c Mausen (3/Gruppe) wurden Mikrokantlen in den
Hippokampus eingefihrt. Den Tieren wurde 4 h vor der kontextabhangigen

Furchtkonditionierung Urocortin I11 (0,4 pg/Maus) oder Vehicle injiziert. Hippokampale
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Proteinlysate wurden 1 h nach dem Training hergestellt. Als Kontrolle dienten Tiere die
intrahippokampal mit Vehicle injiziert wurden und 5 h spéter direkt zur Herstellung von
hippokampalen Proteinlysaten verwendet wurden. Mittels Immunobl ot wurde anschlief3end
der pMek-1/2 und der pErk-1/2 Gehalt der jeweiligen Lysate bestimmt. In mit Vehicle
injizierten Tieren war der pErk-1/2, nicht aber der Mek-1/2 Gehalt signifikant hdher alsin
entsprechend nicht-trainierten Tieren. Diese Resultate sind in Einklang mit zuvor
beschriebenen Daten (siehe 3.10). Der pMek-1/2 und pErk1/2 Gehalt war in mit Urocortin |11

injizierten Tieren signifikant hdher alsin mit Vehicle injizierten Tieren. (Abb. 3.17.3).
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Abb.3.17.3 Urocortin 111 beeinflusst den hippokampalen pMek-1/2 und pErk-1/2 Gehalt.

A. Représentativer Immunoblot fir pErk-1/2 in hippokampalen Lysaten von Balb/c Mé&usen (4/Gruppe), die4 h
vor dem Training der kontextabhangigen Furchtkonditioneirung intrahippokampal mit Vehicle (Vehicle /FK)
oder Urocortin I (UcnllI/FK) injiziert wurden. Als Kontrolle wurden mit Vehicle injizierte, nicht trainierte
(naive) Mause verwendet. B. Die Signale der unter (A) représentativ dargestellten Immunobl ots wurden
densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. C. Repréasentativer Immunoblot fur pMek-1/2in
denselben Lysaten die fir das unter (A) beschriebene Experiment verwendet wurden. D. Die Signale der unter
(C) beschriebenen Immunoblots wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch ausgewertet. Statistische
Unterschiede: *P <0,05 vs.naive.
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4. Diskussion

4.1 Kritische Betrachtung des Arbeitsansatzes

Um letztlich ein besseres Verstandnis der hippokampalen CRF Rezeptoren wahrend stress-
modulierter Gedachtniskonsolidierung zu erlangen, war es notwendig intrazelluldre Signalwege
aufzukléren, die durch die Aktivitét der CRF Rezeptoren moduliert werden. Allerdings war nur
wenig Uber die intrazelluldren Signalwege des Hippokampus wéahrend der Gedéchtnis-
konsolidierung bekannt. Daher mufdten in einleitenden Arbeiten zunéchst solche hippokampalen
Signalwege charakterisiert werden. Insbesondere sollte dabel der hippokampale MAP Kinase
Weg untersucht werden. Fur diese Arbeiten wurden Mé&use des Zuchtstammes C57BL/6J als
Modellorganismus gewahlt. Diese M&use zeigen in Gegensatz zu Balb/c Mausen keine stress-
verbesserte Furchtkonditionierung (Radulovic, Jelena, personliche Mitteilung). Allerdings
konnte in einer Reihe von unterschiedlichen Lernmodellen (Franciset ., 1995; Bao et dl.,
1998), inklusive der Furchtkonditionierung (Chen et al., 1996), gezeigt werden, dass
C57BL/6J Méuse signifikant besser lernen als Balb/c Méause. Tatsachlich zeigen C57BL/6J
Mause im Gedéchtnistest der kontextabhangigen Furchtkonditionierung genau so viel Erstarren,
wie Balb/c Mause nach stress-verbesserter Furchtkonditionierung (Fischer, André, personliche
Mitteilung). Die Verwendung von C57BL/6J Mausen in den einleitenden Experimenten zur
Untersuchung des hippokampalen MAP Kinase Signalwegs wéahrend der Gedachtnis-
konsolidierung hatte dabel eine Rethe von Vortellen. Ein maximaler Lernerfolg konntein
C57BL/6J Mé&usen auch ohne vorherigen akuten Stress erzielt werden. Durch die daraus
resultierende Zeitersparnis, konnten in kiirzerer Zeit mehr Experimente durchgefthrt werden.
Zudem durfte angenommen werden, dass molekulare Unterschiede wahrend der
Gedéachtniskonsolidierung umso deutlicher zu beobachten sind, je besser die Tiere lernen. In
C57BL/6J Mé&usen konnte daher der Einfluss von Gedéachtniskonsolidierung auf den
hippokampalen MAP Kinase Weg untersucht werden, ohne dass dieses System durch Stress
moduliert wurde. Dieses war wichtig, da Stress auch Signalwege induziert, die nicht fur
kognitive Eigenschaften wichtig sind (Johnson und Lapadat, 2002). So war es moglich
anschlief3end einen potentiellen Einfluss von stress-verbesserter Furchtkonditionierung auf

Komponenten des MAP Kinase Wegs in Balb/c M&usen zu untersuchen.
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4.2 Der hippokampale MAP Kinase Signalweg wird in C57BL/6J M&usen durch

assoziatives Lernen reguliert

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Proteine des MAP Kinase Signalwegs
pErk-1/2 und pElk-1 nach dem Training der kontextabhangigen Furchtkonditionierung im
Hippokampus von C57BL/6J M&usen aufreguliert waren. Eine Aufregulation von pErk-1/2
konnte zu den Zeitpunkten 0,5 bzw. 1h und fir pElk-1 0,5 h nach den jeweiligen Versuchen
beobachtet werden. In Einklang damit sind Arbeiten, in denen eine pErk-1/2 und pElk-1
Aufregulation nach visueller Stimulation (Kaminska, et a., 1999) oder nach dem Training
instrumenteller Lernmodelle wie dem ,, Passiven Vermeidungstest* (Cammarota et al., 2000)
und dem ,, Geschmacksvermeidungstest” (Berman et al., 1998) gezeigt werden konnte. Im
Gegensatz zu der Furchtkonditionierung konnen die Tiere in instrumentellen Lernmodellen
durch Ihr Verhalten Einfluss auf den Versuchsablauf nehmen. Vergleicht man die Zeitkurven
der Erk-1/2 und Elk-1 Phosphorylierung in diesen experimentellen Ansétzen, ergibt sich hierfur
ein dynamisches Zeitfenster von 5 min bis 2 h. Auf3erdem zeigen diese Daten, dass die zeitliche
Aufregulation von pErk-1/2 und pEIk-1 von dem jeweiligen Stimulus abhangig ist. In Einklang
damit wurde in dieser Arbeit auch in den Kontrollgruppen der kontextabhéngigen
Furchtkonditionierung in denen kein assoziatives L ernen stattfindet, d.h. in der Kontext und der
Schock-Kontext Gruppe (siehe auch 1.3), eine Aufregulation von pErk-1/2 und pElk-1
beobachtet. Es konnte daher angenommen werden, dass die Aufregulation von pErk-1/21 h
nach Schock-Kontext und Kontext Présentation auf die Informationsverarbeitung des visuellen
Stimulus, den der neue Kontext darstellte, zurlickzufiihren war (Kaminska, et al., 1999) und
nicht assoziatives L ernen reprasentierte. I nteressanterwei se konnte eine gleichzeitige
Aufregulation von pErk-1/2 und pElk-1 nur 0,5 h nach assoziativem Lernen (Kontext-Schock
Prasentation) in den hippokampalen Regionen CA3 und im Gyrus dentatus (DG) beobachtet
werden. Diese Ergebnisse wiesen auf eine spezifische Funktion von pErk-1/2 und pElk-1
wahrend der Furchtkonditionierung hin. In Einklang damit sind Arbeiten, in denen gezeigt
wurde, dass die Aktivierung von Erk-1/2 in vitro fir die Ausbildung hippokampal er
Langzeitpotenzierung (LTP; Atkins et al., 1998) und in der Amygdalafiir die tonabhangige

Furchtkonditionierung wichtig ist (Schafe et al., 2000). | nteressanterweise konnte kirzlich
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gezeigt werden, dass Méause mit deletiertem Erk-1 Gen keine Verschlechterung beim Lernen der
Furchtkonditionierung aufweisen (Selcher et a., 2001). Allerdings darf vermutet werden, dass
der Verlust des funktionellen Erk-1 Gensim Laufe der Embryonal entwicklung durch das
verbleibende Erk-2 1soenzym oder durch andere Kinasen kompensiert werden kann.

Fur pElk-1 wurde bisher nur eine Funktion als Transkriptionsfaktor beschrieben, wobel pElk-1
zusammen mit dem Serum-Antwort-Element (SRE) Bindefaktor einen terndren Komplex bildet
und an das SRE entsprechender Promotoren bindet (Hipskind et al., 1991). Dass pEIk-1im
Hippokampus nur im Zytoplasma, aber nicht in den Zellkernen nachgewiesen werden konnte,
war somit unerwartet und tberraschend. Unphosphoryliertes Elk-1 und pErk-1/2 konnte
dagegen sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma nachgewiesen werden, was in Einklang
mit vorherigen Arbeiten steht (Sgambato et al., 1998). In dieser Arbeit konnte in den Kernen
und im Zytoplasma hippokampaler Zellen ebenfalls eine kiirzere Form des Elk-1 Proteins
beobachtet werden. Fir dieses kurze Elk-1 Protein konnte gezeigt werden, dass hohe
Konzentrationen im Zellkern eine Trang okalisation von pElk-1 aus dem Zytoplasmain den
Kern verhindern kénnen (Vanhoutte et al.2001). In dem Morris-Wasser Labyrinth Test, bei
dem Mause lernen sich raumlich zu orientieren (Brandeis et a., 1989; Gerlai, 2001), wurde
pErk-1/2 nach mehrmaligem Training, aber nicht nach einmaligem Training, im Zellkern
beobachtet (Blum et al., 1999). Es kann daher vermutet werden, dass die in dieser Arbeit
verwendete Furchtkonditionierung (einmaliges Training) keinen ausreichenden Stimulus
darstellt, um eine Tranglokalisation von pErk-1/2 und pEIk-1 in den Zellkern zu induzieren. So
kann erklart werden, dassin vitro in Antwort auf sechs aufeinanderfolgende Stimulationen des
Hippokampus mit hochfrequenten, starken elektrischen Reizen eine Kernlokalisation von pElk-
1 im Gyrus dentatus beobachtet wurde (Davis et a., 2000). Die in dieser Arbeit beobachtete
zytoplasmatische L okalisation von pErk-1/2 und pEIk-1 war allerdings spezifisch fur den
Hippokampus, dain der Amygdalain Einklang mit vorherigen Arbeiten (Schafe et a., 2000)
eine ausschliefdiche Lokalisation im Zellkern beobachtet werden konnte. Diese Ergebnisse
fhrten zu der Vermutung, dass pElk-1 neben der bisher bekannten Funktion der
Genexpression, wahrend assoziativem Lernen im Hippokampus alternative Aufgaben hat. Diese
Vermutung wurde durch in vitro Kinasetests mit hippokampalen Zelllysaten bestétigt, die neben
der etablierten Phosphorylierung von Elk-1 durch pErk-1/2 (Zinck et a., 1995) zeigten, dass
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umgekehrt Elk-1 den Gehalt an pErk-1/2 erhthen kann. Diese Beobachtung stimmt mit friiheren
Arbeiten Uberein, diein vitro zeigten, dass rekombinantes Elk-1 und ein verkirztes Elk-1
Fusionsprotein (Elk-1 3y 4,e/Gluthationstransferase) die Aktivierung und Auto-
phosphorylierung von tyrosinphosphoryliertem Erk-1/2 signifikant erhthen kénnen (Rao und
Reddy, 1993, 1994). Da Elk-1 und das Elk-1 Fusionsprotein keine Kinaseaktivitdt aufweisen
(Rao und Reddy, 1993, 1994), kann angenommen werden, dass Elk-1 durch Assoziation mit
PErk-1/2 eine Konformationsdnderung bewirkt und dadurch mdglicherwel se dessen
Autophosphorylierung verstéarkt. In Einklang damit konnte durch immunohistochemische
Doppelimmunofluoreszenzfarbung und Co-Immunoprézipitation gezeigt werden, dass pEIk-1
und pErk-1/2 0,5 h nach dem Training der Furchtkonditionierung im Hippokampus co-
lokalisiert und miteinander assoziert sind. Ob fir die aktivierende Wirkung des Elk-1
Fusionsproteins auf den pErk-1/2 Gehalt letztlich eine vorherige Phosphorylierung notwendig
ist, bleibt noch zu kléaren. Die beobachtete Variabilitét der verwendeten hippokampalen Lysate
beziiglich der Konzentration, bei welcher Elk-1 aktivierend auf den pErk-1/2 Gehalt einwirkt,
hangt moglicherweise davon ab, wieviel tyrosinphosphoryliertes Erk-1/2 vorliegt. So konnte
gezeigt werden, dass nur tyrosinphosporyliertes Erk-1/2 mit Elk-1 assoziieren kann (Rao und
Reddy, 1994). Zusétzlich zu der Elk-1 vermittelten Aufregulation von pErk-1/2, war in mit Elk-
1 behandelten hippokampalen Lysaten auch der Gehalt des pErk-1/2 Substrats pp90Rsk-1
signifikant erhoht. Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass pElk-1 im Hippokampus einen
verstérkenden Ruckkopplungsmechanismus beztiglich des pErk-1/2 Gehalts darstellt. Dabei
wird Elk-1 nach der Phosphorylierung durch pErk-1/2 nicht in den Zellkern transportiert,
sondern verstarkt durch Assoziation den pErk-1/2 Gehalt, was zu erhthter Phosphorylierung
von p90Rsk-1 und dessen Trandokation in den Zellkern fihrte. In Einklang damit konnte
parallel zu der Aufregulation von pErk-1/2 und pElk-1 0,5 h nach assoziativem Lernen fir
pp90Rsk-1 ein signifikanter Anstieg in den Zellkernen der hippokampalen CA3 Region
beobachtet werden. Ein direkter Einfluss von Elk-1 auf die Genexpression konnte allerdings
nicht vollkommen ausgeschl ossen werden, da unphosphoryliertes Elk-1 im Zellkern und im
Zytoplasma zu finden war. Auch Elk-1 kann namlich a's Transkriptionsfaktor wirken, wenn
auch schwécher als pElk-1 (Rao und Reddy, 1993). Allerdings konnte auch gezeigt werden,

dass die durch SRE-vermittelte Transkription des frih-exprimierten Gens cFOS nach der
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kontextabhangigen Furchtkonditionierung (Radulovic et a., 1999) auch unabhangig von Elk-1
erfolgen kann (Miranti et a., 1995). Auffdligist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass
Mause, die nur den Kontrollparadigmen der Furchtkonditionierung, d.h. dem Kontext oder dem
Schock-Kontext ausgesetzt waren, zwar einen transient erhohten pErk-1/2 Gehalt in der CA3
Region und in Gyrus dentatus zeigten, was jedoch nicht in erhéhtem pp90Rsk-1 Gehalt
resultierte. Vielmehr war der pp90Rsk-1 Gehalt dann am stérksten erhoht, wenn pErk-1/2 und
PEIK-1 gemeinsam aufreguliert waren. Diese Ergebnisse zeigten auch, dass die erhthte
Phosphorylierung von pErk-1/2 nicht unmittelbar mit erhdhter Phosphorylierung von p90Rsk-1
korrelieren muss. In Einklang mit dieser Beobachtung sind Daten, die zeigen, dass visuelle
Stimulation zu einer lang-anhaltenden Aufregulation von pErk-1/2 im visuellen Cortex fiihrt,
wobel pElk-1 in derselben Hirnregion nur transient fir 5 min aufreguliert ist (Kaminskaet al.,
1999). Es darf daher vermutet werden, dass moglicherweise andere Inhibitoren als
Phosphatasen eine zeitliche und substratspezifische Regulation der pErk-1/2 Aktivitét
kontrollieren.

Vorherige Arbeiten zeigten, dass eine pharmakol ogische Inhibition der Erk-1/2 Kinase Mek-1/2
keinen Einfluss auf die Furchtkonditionierung und den hippokampalen pErk-1/2 Gehalt von
C57BL/6J Méusen hat (Ahi et a., unverdffentlichte Beobachtung). Es konnte allerdingsin
Einklang mit vertffentlichten Daten (Boutchouladze et al., 1998) gezeigt werden, dass die
pharmakol ogische Inhibition der Proteinkinase A (PKA) die kontextabhangige Furcht-
konditionierung verschlechterte. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von
PKA in vermindertem pErk-1/2, pElk-1 und pp90Rsk-1 Gehalt resultierte. Konsistent dazu sind
Arbeiten, die wdhrend der in vitro induzierten LTP eine PKA vermittelte Phosphorylierung von
Erk-1/2 zeigten (Roberson et al., 1999). Interessanterwei se war pEIk-1 noch vor pErk-1/2
herunterreguliert, was darauf hinweist, dass pElk-1 im Signalweg oberhal b von pErk-1/2
lokalisiert sein kann. Weiterhin konnten ein verminderter pp90Rsk-1 Gehalt nur dann
beobachtet werden, wenn der pErk-1/2 oder pElk-1 Gehalt vermindert war, was die Funktion
dieser Proteine bei der Phosphorylierung von p90Rsk-1 bestétigte.

Bisher sind keine selektiven Inhibitoren fir pErk-1/2, pElk-1 oder pp90Rsk-1 bzw. M&use mit
entsprechend induzierbaren Gendel etionen entwickelt worden. Daher bleibt der Nachwel's, dass

der hippokampale MAP Kinase Weg fir die kontextabhangige Furchtkonditionierung von
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C57BL/6J Mé&usen essentiell ist indirekt. Die spezifische Funktion von pErk-1/2 und dessen
Substraten wahrend der Furchtkonditionierung ist daher noch nicht endguiltig geklart, sondern
mul3in der Zukunft durch weitere pharmakol ogische und molekularbiol ogische Experimente
untersucht werden. Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse jedoch erstmal s, dass der
hippokampale MAP Kinase Signalweg durch die kontextabhéngige Furchtkonditionierung
reguliert wird. Dabel konnte pErk-1/2 die Phosphorylierung von Elk-1 vermitteln und
umgekehrt Elk-1 positiv auf den pErk-1/2 Gehalt einwirken. Diese bisher unbekannte
Interaktion ist moglicherweise fur die gleichzeitige Aufregulation von pErk-1/2 und pEIk-1in
den Moosfasern und pp90Rsk-1 in den Zellkernen der hippokampalen CA3 Region und im
Gyrus dentatus wahrend assoziativem Lernen von Bedeutung. Die Tatsache, dass hippo-
kampale PKA sowohl fur die Gedéachtniskonsolidierung, als auch fur die Aufregulation von
PErk-1/2, pElk-1 und pp90Rsk-1 wichtig war, wies ebenfalls darauf hin, dass dieser Signaweg
essentiell fur die kontextabhangige Furchtkonditionierung ist. Wie genau PKA dabei in die
Aktivierung des MAP Kinase Wegs involviert ist, bleibt ebenfalls noch zu kl&ren (Abb. 4.2).
Mit der Identifizierung des hippokampalen MAP Kinase Wegs a's potentiellen Regulator der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung stand nun ein experimentelles System zur Verfiigung,
um in vivo den Einfluss der CRF Rezeptoren auf intrazelluldre Signalwege wahrend
Furchtkonditionierung und der stress-verbesserten Furchtkonditionierung von Balb/c Mé&usen

eingehender zu untersuchen.
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Furchtkonditionierung
Zytoplasma i

Hipp-uhampale Ffl’ﬂlﬂi-ﬁﬂl"ll&lle
Abb. 4.2 Der hippokampale MAP Kinase Weg wird durch Furchtkonditionierung aktiviert

K ontextabhangige Furchtkonditionierung fuhrt zur gleichzeitigen Phosphorylierung von zytoplasmatischem Erk-
1/2 und Elk-1. Dabei kann Erk-1/2 Elk-1 phosphorylieren und Elk-1 umgekehrt verstérkend auf den pErk-1/2
Gehalt einwirken. Als Folge wird das Erk-1/2 Substrat p90Rsk-1 phosphoryliert und in der Kern transportiert.
Die PKA Aktivitét, welche wichtig fur assoziatives Lernen ist, wirkt dabei aktivierend auf Erk-1/2, Elk-1 und
p90Rsk-1 ein. Ob PKA dabei direkt (rote Pfeile) oder indirekt auf den MAP Kinase Weg Einfluss nimmt, missen

zukiinftige Experimente zeigen.

4.3 Septaler CRFR2 reguliert assoziatives Lernen durch tonische Inhibierung
des hippokampalen MAP Kinase Signal Wegs in C57BL/6J und Balb/c Mausen

Vorherige Arbeiten an Balb/c Mausen hatten gezeigt, dass CRFR2 im lateralen Septum auch in
Abwesenheit von Stress die Furchtkonditionierung tonisch inhibiert (Radulovic et a., 1999). In

Einklang damit konnte gezeigt werden, dass C57BL/6J Mause mit nicht funktionellem CRFR2
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Gen (CRFR2 knock out) eine signifikant verbesserte Furchtkonditionierung zeigten. Aul3erdem
verbesserte die Injektion des spezifischen CRFR2 Antagonisten Antisauvagine-30 (Rihmann et
al., 1998) in das laterale Septum von C57BL/6J M &usen die Furchtkonditionierung. Es wurde
somit geschlossen, dass septaler CRFR2 assoziatives Lernen auch in C57BL/6J M&usen tonisch
inhibiert. Interessanterweise war der hippokampale Gehalt an pErk-1/2 und pp90Rsk-1in
CRFR2 knock out Mausen wahrend der Gedéachtniskonsolidierung signifikant erhéht. Diese
Ergebnisse lief3en vermuten, dass septaler CRFR2 den tonisch inhibierenden Effekt auf die
Furchtkonditionierung durch Inhibition des hippokampalen MAP Kinase Wegs vermittelt.
Hierbei war jedoch zu beachten, dass CRFR2 nicht nur im Septum sondern auch in anderen
Hirnregionen lokalisiert ist (Van Pett et al., 2000). Es war daher nicht moglich, diein CRFR2
knock out Mé&usen erzielten Ergebnisse al's spezifisch fir das Fehlen von septalem CRFR2
anzunehmen. Allerdings fuhrte die pharmakol ogische Inhibition von septalem CRFR2 wahrend
der Gedéachtniskonsolidierung durch intraseptale Injektion von Antisauvagine-30 zu einem
verminderten pErk-1/2, pp90Rsk-1 und pElk-1 Gehalt in den hippokampalen Regionen CA1,
CA3 und im Gyrus dentatus. Diese Ergebnisse zeigten erstmal s, dass septaler CRFR2
funktionell mit dem hippokampalen MAP Kinase Weg verkniipft war. Auf3erdem sind diese
Resultate in Einklang mit Arbeiten, die eine enge funktionelle Verkniipfung von Septum und
Hippokampus wahrend der kontextabhangigen Furchtkonditionierung demonstrierten. So
zeigten Experimente, dass eine Lasion der Fornix Verbindung, jenes massive Faserbilindel,

wel ches Septum und Hippokampus miteinander verbindet (siehe auch 1.3), eine
Verschlechterung des assoziativen Lernensin Ratten zur Folge hatte (Taubenfeld, 1999).

Weiterhin wurde beobachtet, dass nach einer solcher L&sion Transkriptionsfaktoren wie pCreb

und C/EBPB in Antwort auf das Training der Furchtkonditionierung nicht mehr im

Hippokampus aufreguliert wurden (Taubenfeld, 2001). Ferner konnte fur die septo-
hippokampale Kinaseaktivitét der cyclinabhéngigen Kinase (Cdk) 5 kiirzlich gezeigt werden,
dass diese fur die Gedachtniskonsolidierung wichtig ist (Fischer et a., 2002). Dabei scheint
eine funktionelle Verkniipfung zwischen der Cdk5 Aktivitét im Septum und Hippokampus zu
bestehen (Fischer et a., 2003). Es darf daher spekuliert werden, dass fur die inhibitorische

Wirkung von septalem CRFR2 die vorwiegend cholinergen septo-hippokampalen Projektionen
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auf GABAerge hippokampale Interneuronen verantwortlich sind, da GABA (y-

Aminobutteraure) einer der wichtigsten hemmenden Neurotransmitter des zentralen
Nervensystemsist (Galarsaet ., 2002). In Einklang mit dieser Vermutung konnte gezeigt
werden, dass die intrahippokampale Injektion von GABA Agonisten die Furchtkonditionierung
von Mausen verschlechtert (Bast et a., 2001), wohingegen GABA Antagonisten das Lernen
verbessern (Messier et al., 1999). In diesem Zusammenhang ist auch zu erwéhnen, dass die
Ausbildung hippokampaler Plateaupotentiale (Fraser und MacVicar, 1996) nur bei Aktivierung
von Acetylcholinrezeptoren und gleichzeitiger Inhibition von hippokampale GABA Rezeptoren
oder Ser/Thr Phosphatasen moglich ist (Fraser et al., 2001). Es kann demnach spekuliert
werden, dass hippokampale GABA-Rezeptoren Ser/Thr Phosphatasen aktivieren, die
moglicherwei se Komponenten des MAP Kinase Wegs dephosphorylieren. Interessanterweise
konnte kirzlich gezeigt werden, dass die Protein Phosphatase 1 inhibitorisch auf die
Gedéchtniskonsolidierung einwirken kann (Gedoux et a., 2002). Die Untersuchung der
genauen Mechanismen, mittels denen septaler CRFR2 die Phosphorylierung hippokampal er
Proteinkinasen moduliert ist dabei eine spannende Aufgabe fir zukiinftige Experimente.

In Einklang mit der inhibitorischen Wirkung von septalem CRFR2 auf den hippokampalen
MAP Kinase Weg in C57BL/6J Mausen konnte auch fir Balb/c Méuse gezeigt werden, dass die
intraseptale Injektion des CRFR2 Antagonisten Antisauvagine-30 zu einem erhohten
hippokampalen pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt fuhrte. Allerdings wurde in Balb/c M&usen
kein Einfluss auf den pElk-1 Gehalt beobachtet. Dieser Befund legt die Vermutung nahe, dass
septaler CRFR2 in Balb/c Mausen spezifisch die Aktivierung von Erk-1/2 und dessen Substrat
p90Rsk-1 inhibiert. In Einklang damit sind Arbeiten, in denen gezeigt wurde, dass Erk-1/2
stimulusabhéngig verschiedene Substrate phosphorylieren kann (Frodin und Gameldoft, 1999;
Roberson et a., 1999). Aul¥erdem konnte im weiteren Verlauf dieser Arbeit fir Balb/c Méuse
gezeigt werden, dass pErk-1/2 und pp90Rsk-1 aber nicht pElk-1 in Abhéngigkeit von
stressverbesserte Furchtkonditionierung aufreguliert wurden (siehe auch 4.4).
Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse, dass septaler CRFR2 assoziativesLernenin
C57BL/6J Mé&usen tonisch inhibiert. Somit konnten vorherige, an Balb/c Mausen durchgefihrte
Ergebnisse (Radulovic et a., 1999) bestétigt werden. Die Inhibition von septalem CRFR2
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resultierte dabel in erhdhtem hippokampalen pErk-1/2, pp90Rsk-1 und pElk-1 Gehalt. Es
konnte somit angenommen werden, dass septaler CRFR2 die Furchtkonditionierung u.a. durch
Hemmung des hippokampalen MAP Kinase Wegsinhibiert. In Einklang damit konnte auch fir
Balb/c Mause gezeigt werden, dass septaler CRFR2 inhibierend auf den hippokampalen pErk-
1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt einwirkte (Abb. 4.3).

Furchikonditionierung

v

Hippokampus

Septum #,i@*\ .
= Sl | e

'

Assoziatives Lernen

Abb. 4.3. Septaler CRFR2 inhibiert assoziatives L ernen und den hippokampalen MAP Kinase
Signalweg

Die Aktivitdt von septalem CRFR2 hat einen tonisch inhibierenden Einfluss auf die kontextabhéngige
Furchtkonditionierung. Gleichzeitig blockiert septaler CRFR2 tonisch die durch Furchtkonditionierung induzierte
Aktivierung des hippokampalen MAP Kinase Signalwegs. Ob PKA dabel direkt oder indirekt (gestrichelte

Pfeile) auf den MAP Kinase Weg Einfluss nimmt missen zukiinftige Experimente zeigen. * Der Einfluss von
septalem CRFR2 auf den hippokampalen pElk-1 Gehalt konnte nur in C57BL/6J Mausen beobachtet werden.

4.4 Hippokampaler CRFR2 reguliert stress-verbessertes assoziatives Lernen in
Balb/c Mé&ausen und aktiviert den hippokampalen MAP Kinase Signalweg.

V orangegangene Arbeiten zeigten, dass hippokampaler CRFR1 fir die stress-verbesserte
Furchtkonditionierung von Balb/c Mausen wichtig ist (Radulovic et a., 1999; Radulovic et al.,
2000). In dieser Arbeit konnte durch semiquantitative PCR und in situ Hybridisierung gezeigt

werden, dass hippokampaler CRFR1 in Antwort auf Immobilisationsstress transient aufreguliert
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wurde. Dabei war die Aufregulation 3 h nach dem Ende der Immobilisierung in den
hippokampalen Feldern CA1, CA3 und im Gyrus dentatus zu beobachten. Die Aufregulation
war transient, da 24 h nach dem Ende der Immobilisierung kein Unterschied mehr zu naiven
Tieren beobachtet werden konnte. Eine Aufregulation von hippokampalem CRFRL ist bisher
nur in einer Arbeit beschrieben worden. Hierbel wurden Ratten fir 10 Tage chronischem Stress
ausgesetzt, der aus der taglichen Prasentation von jeweils verschiedenen Stressoren bestand
(Iredaleet al., 1996). Eine in dieser Arbeit beobachtete transiente Aufregulation von CRFR1 in
Antwort auf verschiedene akute Stressoren ist in Einklang mit vorherigen Arbeiten. Diese
zeigten, dass akuter Immobilisationsstress (Luo et al., 1994, Rivest et al., 1995) oder
intraperitonatale I njektion von Alkohol (Lee und Rivier, 1997) 1,5 bis 4h spéter in erhohter
CRFR1 Expression im paraventikuléren Kern des Hypothalamus (PVN) von Ratten resultiert.
Dabei war 24 h nach dem Ende der Immobiliserung keine Aufregulation mehr zu beobachten.
In dieser Arbeit wurdein Balb/c Méausen ebenfalls eine Aufregulation von CRFRL im
paraventrikuldren Kern des Hypothal amus beobachtet, wobel diese jedoch nicht transient war,
sondern auch noch 24 h nach dem Ende der Immobilisierung beobachtet werden konnte.

I nteressanterwei se konnte gezeigt werden, dass Balb/c Mé&use nur dann eine stressverbesserte
Furchtkonditionierung zeigten, wenn das Training 3 h nach dem Ende der Immobilisierung
stattfindet. Wurden die Tiere unmittelbar, 1 oder 2 h nach dem Ende der Immobilisierung
trainiert, konnte kein verbessertes assoziatives L ernen beobachtet werden (Radulovic et al.,
1999). Die Tatsache, dass hippokampaler CRFR1 erst 3 h nach dem Ende der Immobilisierung
signifikant aufreguliert war, lief3 daher vermuten, dass dieser erhohte CRFR1 Gehalt,
wesentlich an der Regulation des stress-verbesserten Lernens betelligt ist. In Einklang damit
zeigten vorherige Arbeiten, dass ein einstiindiger Immobilisationsstress zur Aufregulation von
Genen im septo-hippokampalen System fihrt, die an der Regulation des stress-verbesserten
Lernens beteiligt sind (Fischer et a., 2002). Interessanterweise war der hippokampale pErk-1/2
und pp90Rsk-1 Gehalt nach stress-verbesserter Furchtkonditionierung signifikant starker
aufreguliert, als nach Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress. Die klassische
Aktivatorkinase von Erk-1/2, die Mek-1/2 (Davis, 1995) war sogar ausschliefdlich nach stress-
verbesserter Furchtkonditionierung aufreguliert. Diese Ergebnisse zeigten, dass pMek-1/2,

PErk-1/2 und pp90Rsk-1 in Balb/c M&usen durch stress-verbessertes assoziatives Lernen
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reguliert werden. In Einklang damit konnte in dieser Arbeit fir C57BL/6J Méuse gezeigt
werden, dass der hippokampale pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt spezifisch durch assoziatives
Lernen aufreguliert wurde (siehe 4.3). Interessanterwei se hatte weder Fuchtkonditionierung,
noch deren stress-vermittelte Verbesserung Einfluss auf den Gehalt des Erk-1/2 Substrats pEIlk-
1, was darauf hindeutete, dass Elk-1 in Balb/c Mé&usen nicht durch pErk-1/2 reguliert wird.
Diese Daten sind in Einklang mit vorherigen Arbeiten, die auf eine Funktion des hippokampalen
MAP Kinase Signalwegs wahrend assoziativen Lernens hinwiesen (English et a., 1996, 1997;
Schafe et al., 2000) und deuteten auf eine spezifische Funktion von Mek-1/2 wahrend der
stress-verbesserten Furchtkonditionierung von Balb/c M&usen hin. In Einklang damit konnte
gezeigt werden, dass die intrahippokampal e Injektion des Mek-1/2 Inhibitors u0126 die stress-
verbesserte Furchtkonditionierung blockierte, jedoch keinen Einfluss auf die
Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress hatte. Dieses Ergebnis wird durch kirzliche
Arbeiten unterstiitzt, in denen die Mek-1/2 Aktivitdt in M&usen mit einem in der hippokampalen
CA1 Region exprimierten CRE (CAMP Response Element)-Reporter Gen wichtig fir die
Furchtkonditionierung war (Athos et al., 2002). Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass die
intrahippokampal e Injektion des Mek-1/2 Inhibitors u0126 nur nach stress-modulierter
Furchtkonditionierung den hippokampalen pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt verminderte. Die
Injektion von u0126 hatte dagegen keinen Einfluss auf den pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt,
wenn die M&use ohne vorherigen Immobilisationsstress mittel s Furchtkonditionierung trainiert
wurden. Vor diesem Hintergrund kénnen auch vorherige Resultate (Ahi et al, unvertffentlichte
Daten) erklart werden, in denen die Inhibition der hippokampalen Mek-1/2 Aktivitét in
C57BL/6J Mé&usen keinen Einfluss auf die Furchtkonditionierung hatte, dain C57BL/6J
Mausen keine stress-verbesserte Furchtkonditionierung zu beobachten ist (Radulovic, Jelena,
personliche Mitteilung).

In Anbetracht der bisherigen Ergebnisse wurde angenommen, dass der hippokampale CRFR1
nach stresss-modulierter Furchtkonditionierung Einfluss auf den hippokampalen pMek-1/2
und/oder pErk-1/2 Gehalt haben kénnte. In Einklang mit diese Sichtweise waren Arbeiten, die
zeigten, dass heterolog in CHO-Zéellen exprimierter CRFR1 oder CRFR2 jewells aktivierend auf
den pErk-1/2 Gehalt einwirken kann (Rossant et al., 1999). Es wurde vermutet, dass eine

Inhibition des hippokampaen CRFR1 in vermindertem hippokampalen pMek-1/2 und pErk-1/2
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Gehalt resultiert. Da bisher kein geeigneter, spezifischer Antagonist fir CRFR1 entwickelt
werden konnte, wurde der CRFR1/2 Antagonist Astressin wahrend der
Gedéachtniskonsolidierung intrahippokampal in CRFR2 knock out Mause injiziert. Die CRFR2
knock out Mé&use konnten unter anderem deshalb verwendet werden, da sie eine verbesserte
Furchtkonditionierung aufwiesen (siehe Abb. 3.7), wie sie auch nach Stress beobachtet wurde
(Radulovic et al., 1999, Fischer et al., 2002) und Astressin in diesem Fall al's spezifischer
Antagonist fur CRFR1 verwendet werden konnte. Anders a's erwartet deuteten die Resultate
jedoch darauf hin, dass hippokampaler CRFR1 keinen aktivierenden Effekt auf pMek-1/2 und
PErk-1/2 austibte. Vielmehr zeigten die Ergebnisse, dass intrahippokampal mit Astressin
injizierte CRFR2 knock out Mause einen erhohten pErk-1/2 und pMek-1/2 Gehalt aufwiesen.
Dieser Befund wies darauf hin, dass hippokampaler CRFR1 inhibierend auf den MAP Kinase
Weg einwirken konnte. Allerdings ist es auch moglich, dass hippokampaler CRFR1 in CRFR2
knock out Mausen die inhibitorische Funktion von septalem CRFR2 (siehe auch 4.3)
kompensatorisch tbernommen hat. Diese Frage wird zu kldren sein, sobald spezifische
Antagonisten fiir CRFR1 entwickelt wurden. Uberraschender war allerdings das Ergebnis, dass
in CRFR2 (-/-) Mausen im Gegensatz zu entsprechenden homozygoten (+/+) Tieren ein
signifikant verminderter pMek-1/2 Gehalt beobachtet wurde, was auf eine aktivierende Funktion
von hippokampalem CRFR2 hinwies. Dieses Resultat war unerwartet und spannend, da bisher
keine physiol ogische Funktion von hippokampalem CRFR2 beschrieben wurde, obwohl die
hippokampal e Expression von CRFR2 gezeigt werden konnte (Van Pett et al., 2000). Die
physiologische Funktion von CRFR2 wurde bisher vor allem mit der Regulation von
allgemeinen Angstzusténden durch den septalen CRFR2 in Verbindung gebracht (Kishimoto et
al., 2000; Bale et ., 2000; Pelleymounter et a., 2002). I nteressanterwei se konnte mittelsin
situ Hybridisierungauch fir hippokampalen CRFR2 3 h nach dem Ende der Immobilsierung
eine Aufregulation in den hippokampalen Feldern CA1, CA3 und in Gyrus dentatus beobachtet
werden. In Einklang damit sind Arbeiten, die eine dynamische Expression von CRFR2 in
Antwort auf systemische Injektion von Glucocorticoiden in ventromedialen Kern des
Hypothalamus zeigten (Makino et al., 1998).

Durch die intrahippokampal e I njektion des spezifischen CRFR2 Antagonisten Antisauvagine-30

konnte die stress-verbesserte Furchtkonditionierung blockiert werden. Interessanter weise hatte
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die intrahi ppokampale Injektion von Antisauvagine-30 jedoch keinen Einfluss auf
Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass
intrahippokampal injiziertes Antisauvagine-30 keinen Einfluss auf die stress-verbesserte
tonabhéngige Furchtkonditionierung hatte, was die Spezifitat des Antisauvagin-30 Effekts fir
kontextabhéngiges assoziatives L ernen bestétigte. In Einklang damit konnte gezeigt werden,
dass hippokampaler CRFR2 ausschliefdlich nach stressverbesserter Furchtkonditionierung den
hippokampalen MAP Kinase Weg reguliert. Dieses Feststellung resultierte aus der
Beobachtung, dass intrahippokampa injiziertes Antisauvagine-30 die durch stress-modulierte
Furchtkonditionierung vermittelte hippokampale Aufregulation von pMek-1/2, pErk-1/2 und
pp90Rsk-1 blockierte, jedoch keinen Einfluss auf den pErk-1/2 Gehalt nach der
Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress hatte. Diese Daten zeigten erstmals in vivo,
dass CRFR2 an den MAP Kinase Signalweg gekoppelt sein kann. Bisher konnte nur in einer
Arbeit in vitro gezeigt werden, dassin CHO Zellen Uberexprimierter CRFR1 und CRFR2 nach
Stimulation mit Sauvagine jewells die Erk-1/2 Phosphorylierung induzieren (Rossant et al.,
1999).

Um die neue Funktion von hippokampalem CRFR2 wahrend der stress-verbesserten
Furchtkonditionierung zu verifizieren, wurde der kirzlich identifizierte, spezifische CRFR2
Agonist Urocortin 111 (Lewis et a., 2001) verwendet. Es wurde beobachtet, dass die
intrahippokample Injektion von Urocortin I11 die kontextabhéngige Furchtkonditionierung
signifikant verbesserte. Allerdings nur wenn Urocortin 111 4 h vor dem Training injiziert wurde,
nicht aber wenn die Injektion unmittelbar vor dem Training stattfand. Die intrahippokampale
Injektion von Uracortin 11 4 h vor dem Training hatte keinen Einfluss auf die tonabhangige
Furchtkonditionierung und belegte somit die Spezifitét des Urocortin |11 Effekts fur
kontextabhégiges assoziatives Lernen. In Einklang damit hat die Injektion von Urocortin I
(Valdez et al., 2001) oder Urocortin 111 (Reul und Holsboer, 2002) in die lateralen
Gehirnventrikel eine Verminderung des generellen Angstzustandes von Mausen zur Folge.
Allerdings ebenfalls nur dann, wenn die Injektionen jeweils 4 h vor dem verwendeten Test, in
diesem Fall dem erhohten Plus Labyrinth Test, durchgefihrt wurden. Injektionen zu einem
frilheren Zeitpunkt vor dem Test erwiesen sich dagegen als wirkungslos. Uber die

physiologische Funktion von Urocortin I11 ist bisher nur wenig bekannt. Es kann daher nur
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spekuliert werden, warum Urocortin |11 nur dann die Furchtkonditionierung verbessert, wenn
es4 hvor dem Tranining injiziert wurde. Dieses Zeitfenster von 4 h zeigt allerdings eine
auffalige Parallele zu dem Zeitfenster, welches notwendig ist, damit Balb/c M&use eine stress-
verbesserte Gedachtniskonsolidierung zeigen (4 h vom Anfang der Immobilisierung bis zum
Training der Furchtkonditionierung). In Anbetracht der Tatsache, dass hippokampaler CRFR2 3
h nach dem Ende einer einstiindigen Immobilisierung (d.h. 4 h nach dem Beginn der
Immobilisierung) aufreguliert war, darf spekuliert werden, dass die Urocortin 111 vermittelte
Aktivierung von hippokampalem CRFR2 dessen eigene Aufregulation induziert. Ein solche
Auto-Regulation von Hormonrezeptoren ist flr andere Systeme beschrieben worden. So
induziert z.B. Ostrogen durch Aktivierung des Ostrogenrezeptors letztlich dessen Aufregulation
(Ulisseund Tata, 1994; Prins und Birch, 1997). Es wére dann zu vermuten, dass sich die
Kopplung von hippokampalem CRFR2 an intrazellul&re Signalwege wahrend der
Furchtkonditionierung von nicht-gestressten Tieren und Tieren die zuvor fur 1 himmobilisiert
wurden unterscheidet. In Einklang damit fuhrte hippokampaler CRFR2 nur nach stress-
verbesserter Furchtkonditionierung zur Aktivierung von pMek-1/2, pErk-1/2 und pp90Rsk-1.
Ubereinstimmend mit dieser Sichtweise ist der Befund, dass 4 h vor dem Training
intrahippokampal injiziertes Urocortin 111 die Furchtkonditionierung verbesserte und gleichzeitig
die Aufregulation der hippokampalen pMek-1/2 und pErk-1/2 Proteine vermittelte.

Somit konnte ein neuer hippokampaler Signalweg entdeckt werden, bei dem wahrend der
stress-vermittelten Furchtkonditionierung hippokampaler CRFR2 zur Aktivierung von Mek-1/2
fuhrt, was in erhdhtem pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt resultierte. Da sowohl die Inhibition
von CRFR2, as auch von Mek-1/2 spezifisch das Erstarren im Gedéachtnistest der stress-
verbesserten Furchtkonditionierung verschlechterte, konnte erstmals direkt gezeigt werden, dass
dieser Signalweg essentiell fur stress-verbessertes assoziatives Lernen ist.

Allerdings wurde pErk-1/2 auch wahrend der Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress
aktiviert, was jedoch unabhangig von der Aktivitét von CRFR2 und Mek-1/2 war. So konnte
gezeigt werden, dass weder die intrahippokampal e I njektion von Antisauvagine-30, noch von
u0126 Einfluss auf die Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress hatte. In Einklang mit
vorherigen Arbeiten (Bourtchouladze et al., 1998) und den in dieser Arbeit fur C57BL/6J

Mause beschriebenen Daten (siehe 4.3) konnte fir Balb/c Mause gezeigt werden, dassdie
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intrahippokampal e Injektion des PKA Inhibitors Rp-cAMPS die Furchtkonditionierung von
Balb/c Mausen signifikant verschlechterte. Gleichzeitig resultierte die Inhibition der PKA in
einem verminderten hippokampalen pErk-1/2 Gehalt wahrend der Gedachtniskonsolidierung.
Diese Daten zeigten, dass pErk-1/2 wéahrend der Furchtkonditionierung in Abwesenheit von
Stress durch PKA aktiviert wird. Dabei bleibt noch zu untersuchen, welches Signal letztlich zu
der PKA vermittelten Aktivierung von Erk1/2 wahrend der Furchtkonditionierung fuhrt. Eine
Reihe von Neurotransmitter-Rezeptoren kommen hierfir in Frage. So konnte fir
Dopaminrezeptoren, muscarine und nicotine Acetylcholinrezeptoren, metabotrope
Glutamatrezeptoren, sowie fir NMDA (N-metyhl-D-Aspartat) und Serotoninrezeptroren eine
aktivierende Kopplung an die PKA Aktivitdt gezeigt werden (Pullarkat et a., 1998; Dellaet al,
1999; Dineley et a., 2001).

Interessanterweise war die PKA Aktivitét auch fir die stress-verbesserte Furchtkonditionierung
von Balb/c Mausen wichtig. So inhibierte die intrahippokampal e Injektion von Rp-cAMPS auch
das stress-verbesserte Erstarren von Balb/c Mausen im Gedéchtnistest der kontextabhangigen
Furchtkonditionierung. In Einklang damit resultierte die intrahippokampal e I njektion von Rp-
CAMPS auch in signifikant vermindertem pErk-1/2 Gehalt. Somit konnte gezeigt werden, dass
PKA und Mek-1/2 gleichzeitig die stress-verbesserte Furchtkonditionierung und die damit
verbundenen Aufregulation des hippokampalen pErk-1/2 Gehalts vermitteln.
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass hippokampaler CRFR2 das stressverbesserte,
assoziative Lernen in Balb/c Mausen regulierte. Dabel wurde hippokampaler CRFR2 durch
einen einstiindigen Immobilisationsstress transient aufreguliert und aktivierte den
hippokampalen MAP-Kinase Weg viaMek-1/2, was letztlich zu einer verstérkten Aufregulation
von pErk-1/2 und dessen Substrat pp90Rsk-1 fuhrte. Wahrend der Furchtkonditionierung in
Abwesenheit von Stress wurde der hippokamale pErk-1/2 Gehalt durch PKA reguliert.
Interessanterweise war PKA auch an der Aufreguation des pErk-1/2 Gehalts nach stress-
verbesserter Furchtkonditionierung beteiligt und wirkte dabei synergistisch mit der durch
CRFR2 aktivierten Mek-1/2 (siehe Abb. 4.4). Wie genau hippokampaler CRFR2 dabei zur
verstarkten Phosporylierung von Mek-1/2 fihrt ist eine spannende Frage fur zukinftige
Experimente. Es darf hierbel vermutet werden, dass G-Proteine, die an den zytoplasmatischen

Teil von CRFR2 gekoppelt sind, GTPasen wie das Ras Protein aktivieren. In diesem
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Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass Mause mit einem im Hippokampus
Uberexprimierten RAS Gen, einen signifikant erhohten pMek-1/2 Gehalt und eine verbesserte

Furchtkonditionierung aufweisen (Silva, Alcino Jose; personliche Mitteilung).
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Abb.4.4 Schematische Darstellung des hippokampalen MAP Kinase Signalwegs wahrend der

Furchtkonditionierung und deren stress-vermittelte Verbesserung in Balb/c Mausen.

Rechts: Ein einstindiger Immobilisationsstress fuhrt zu einer Aufregulation von hippokampalem CRFR2. Dieser
aktiviert dann in Antwort auf die kontextabhéngige Furchtkonditionierung Mek-1/2, was zu erhéhter Erk-1/2
Phosphorylierung fuhrt und fir die Ausbildung der stress-verbesserten Gedéachtniskonsolidierung essentiell ist. In
Einklang damit fuhrt stress-vermittelte Furchtkonditionierung zu einem signifikant erhéhten pp90Rsk-1 Gehalt.
Links: Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress resultiert in PKA vermittelter Aufregulation von pErk-
1/2. PKA wirkt wahrend der Furchtkonditionierung und deren Verbesserung durch Stress aktivierend auf den MAP
Kinaseweg ein. Ob PKA dabei direkt oder indirekt auf den pErk-1/2 und pp90Rsk-1 Einfluss nimmt muissen
zukiinftige Experimente zeigen.

Kurzliche Arbeiten wiesen darauf hin, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der
guantitativen Produktion eines Proteins und den kognitiven Eigenschaften des Organismus
bestehen konnte (Enard et al., 2002). Vor diesem Hintergrund darf spekuliert werden, dass die
stress-verstérkte Aufregulation von CRFR2 und pMek-1/2 und die daraus resultierende
Erhohung des pErk1/2 und pp90Rsk-1 Gehalts ein entscheidender M echanismus fur stress-

verbessertes Lernen ist.
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5. Zusammenfassung und abschlie}ende Betrachtung

Assoziatives Lernen ist einer der fundamental sten M echanismen der
Gedéchtniskonsolidierung. Organismen, wie Mause und Menschen, lernen dabel zwel Reize
miteinander zu verkniipfen. Eine sehr effektive Methode assoziatives Lernen von Mausen
quantitativ zu messen ist die kontextabhangige Furchtkonditionierung. Hierfir ist
insbesondere der Hippokampus, eine Gehirnstruktur des limbischen Systems, wichtig.
Bestimmte Formen von assoziativem Lernen von Mausen kdnnen durch akuten Stress
verbessert werden. An der Antwort eines Organismus auf Stress ist insbesondere das CRF
(engl.; corticotropin releasing factor) System beteiligt. CRF ist ein Neurohormon, dass seine
biologische Aktivitét durch die Bindung an zwei Serpentin-Rezeptoren vermittelt. Welche
intrazelluldren Signalwege des Hippokampus durch Furchtkonditionierung und deren stress-
vermittelten Verbesserung aktiviert werden, war bisher weitgehend unklar. Ebenso war nicht
bekannt welche Funktion CRF Rezeptoren dabel haben.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass der hippokampale MAP (Mitogen
aktivierte Proteinkinase) Kinase Signalweg (Erk-1/2, Elk-1, pp90Rsk-1) durch assoziatives
Lernen aktiviert wird. Dabel war die Aufregulation von pErk-1/2 hauptsachlich und die von
pEIKk-1 ausschliefdlich zytoplasmatisch lokalisiert. In den Moosfasern der hippokampalen CA3
Region waren pErk-1/2 und pEIk-1 colokalisiert und miteinander assoziiert. Da Elk-1 vor
allem als Transkriptionsfaktor beschrieben wurde, war dieser Befund unerwartet und
Uberraschend. Es konnte gezeigt werden, dass pErk-1/2 Elk-1 wahrend der
Gedéchtniskonsolidierung phosphoryliert. Umgekehrt konnte in C57BL/6J M&usen auch
beobachtet werden, dass Elk-1 verstarkend auf den pErk-1/2 Gehalt einwirkte und somit eine
Ruckkopplungsschleife fur die Aufregulation von pErk-1/2 darstellte. Dass die verstarkende
Wirkung von Elk-1 auf den pErk1/2 Gehalt auch physiologisch von Bedeutung sein kénnte,
zeigte der Befund, dass eine hippokampale Aufregulation und Kerntranslokalisation fur das
pErk1/2 Substrat pp90Rsk-1 nur dann beobachtet wurde, wenn pErk-1/2 und pElk-1

gleichzeitig aufreguliert waren. Die Inhibition von hippokampaler Proteinkinase A (PKA)
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flhrte zu einer Verschlechterung der Furchtkonditionierung und verminderte gleichzeitig den
hippokampalen pErk-1/2, pElk-1 und pp90Rsk-1 Gehalt, was darauf hinwies, dass die
Aufregulation dieser Proteine wichtig fur die durch den Hippokampus vermittelte
Furchtkonditionierung war.

Es konnte gezeigt werden, dass septaler CRFR2 die Furchtkonditionierung von C57BL/6J
Maéausen tonisch inhibiert, da die intraseptal e I njektion des spezifischen CRFR2 Antagonisten
Antisauvagine-30 in das laterale Septum, dass Erstarren im Gedéchtnistest der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung signifikant erhéhte. Diese Daten bestétigten
vorherige Untersuchungen an Balb/c Mausen. Gleichzeitig konnte demonstriert werden, dass
septaler CRFR2 die Aufregulation von hippokampalem pErk1/2, pElk-1 und pp90Rsk-1 in
C57BL/6J Méausen verhinderte. Diese Schluf3folgerung resultierte aus der Beobachtung, dass
CRFR2 knock out Méuse einen signifikant hoheren hippokampalen pErk-1/2 und pp90Rsk-1
Gehalt aufwiesen als Tiere mit normalem CRFR2 Allel. Aul3erdem fihrte die intraseptale
Injektion von Antisauvagine-30 zu einer signifikant erhdhten Aufregulation von
hippokampalem pErk-1/2, pElk-1 und pp90Rsk-1 wahrend der Gedachtniskonsolidierung.
Auch fur Balb/c Méuse konnte der inhibitorische Einfluss von septalem CRFR2 auf den
hippokampalen MAP Kinase Weg beobachtet werden. Allerdings fuhrte die intraseptale
Injektion von Antisauvagine-30 zu einem signifikant erhdhtem, hippokampalen pErk-1/2 und
PP90Rsk-1, aber nicht pElk-1 Gehalt. Somit konnte erstmals gezeigt werden, dass septaler
CRFR2 in zwei Mausstdmmen die Gedachtniskonsolidierung tonisch inhibiert und dabei
einen hemmenden Effekt auf den hippokampaen MAP Kinase Weg ausiibt.

Aus vorherigen Arbeiten war bekannt, dass Balb/c M&use die kontextabhangige
Furchtkonditionierung 3 h nach einem einstiindigen |mmobilisationsstress signifikant besser
erlernen. Es konnte gezeigt werden, dass der hippokampale pErk1/2 und pp90Rsk-1 Gehalt
nach stressverbesserter Furchtkonditionierung signifikant stérker aufreguliert wurde, als nach
Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress. | nteressanterweise wurde die Erk-1/2
Aktivatorkinase pMek-1/2 sogar nur nach stress-verbesserter Furchtkonditionierung

aufreguliert. In Einklang damit konnte die Inhibition der hippokampalen Mek1/2 Aktivitét nur
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die stress-verbesserte Furchtkonditionierung blockieren. Ubereinstimmend mit dieser
Beobachtung resultierte die Inhibition von hippokampaler Mek1/2 auch nur nach stress-
verbesserter Furchtkonditionierung in signifikant vermindertem pErk1/2 und pp90Rsk-1
Gehalt. Nach Furchtkonditionierung in Abwesenheit von Stress wurde pErk-1/2 durch die
Aktivitéat der PKA aufreguliert. Interessanterweise war die PKA auch fur die stress-
verbesserte Furchtkonditionierung wichtig, d.h. nach stress-verbesserter
Furchtkonditionierung vermittelten PKA und pMek-1/2 die verstérkte Aufregulation von
PErk-1/2.

Mittels semiquantitativer PCR und in situ Hybridisierung wurde eine kurzzeitige
Aufregulation des hippokampalen CRFR1 Gensin Abhéngigkeit von Stress beobachtet.
Dabel resultierte eine einstiindige, stressvolle Immobilisierung von Balb/c Mausen in einem
signifikanten Anstieg der CRFR1 mRNA zu dem Zeitpunkt 3 h nach dem Ende der
Immobilisierung. Interessanterweise war auch hippokampaler CRFR2 zu dem Zeitpunkt 3 h
nach dem Ende der Immobilisierung aufreguliert.

Es zeigte sich, dass hippokampaler CRFR2 fur stress-verbesserte Furchtkonditionierung
und verstarkte Aktivierung des MAP Kinase Signalwegs via Mek1/2 verantwortlich war. So
blockierte die intrahippokampal e I njektion von Antisauvagine-30 spezifisch die stress-
verbesserte Furchtkonditionierung. Gleichzeitig inhibierte Antisauvagine-30 die durch
stress-verbesserte Furchtkonditionierung verstérkte Aufregul ation von pMek-1/2, pErk-1/2
und pp90Rsk-1. Diesalbe Konzentration von Antisauvagine-30 hatte dagegen keinen Einfluss
auf die Furchtkonditionierung und den Proteingehalt von pMek-1/2, pErk-1/2 und pp90Rsk-1
in Abwesenheit von Stress.

In Einklang mit diesen Beobachtungen fihrte die intrahippokampale Injektion des
kirzlich identifizierten spezifischen CRFR2 Agonisten Urocortin [11 (Lewis et al., 2001) zu
einer signifikanten Verbesserung der Furchtkonditionierung von Balb/c Mé&usen. Gleichzeitig
resultierte die intrahippokampale Injektion von Urocortin 111 in einem erhohten

hippokampalen pMek-1/2 und pErk-1/2 Gehalt wahrend der Gedachtniskonsolidierung.
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Abschlief3end ist zu sagen, dass durch die Kombination von verhaltens- und
molekularbiologischen in vivo Methoden erstmals ein komplexes System von intrazelluléren
Proteinkinasen beschrieben wurde, das an die Aktivitét eines CRF Rezeptors gekoppelt war.
Wichtig ist dabei festzustellen, dass septaler und hippokampaler CRFR2 gegensatzliche
Aufgaben wahrend des Gedachtniskonsolidierung hat und dabei jeweils charakteristisch auf
den MAP Kinasaweg einwirkt.

Da das CRF-System und die Aushildung aversiver Gedachtnisinhalte wesentlich an der
Entstehung von pathol ogischen Zustanden, wie dem Posttraumatischen Stress Syndrom
beteiligt sind (Bremner et al., 1997; Newport und Nemeroff, 2000; Y ehuda ,2001), ist eine
Aufklarung der molekularen Signalwege essentiell, um physiologische von pathol ogischen
Zusténden zu unterscheiden. Vor diesem Hintergrund wird es interessant sein, den in dieser
Arbeit beschriebenen durch CRFR2 aktivierten Signalweg unter pathol ogischen Bedingungen

zu analysieren, um so neue, potentielle Ziele fir therapeutische Eingriffe zu identifizieren.
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