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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1 Lernen und Gedéachtnis

Eine wichtige Aufgabe der Neurowissenschaft ist es, die VVorgange zu verstehen, welche
»Lernen® und ,, Gedachtnis® zu Grunde liegen. Dabel beschreibt ,Lernen® den Vorgang der zum
Erwerb von Informationen fihrt, wogegen ,, Gedéchtnis* als Aufbewahrung dieser Informationen
definiert ist, die durch ,, Erinnern* abgerufen und auf eine bestimmte Situation angewendet
werden kann.

Alle Organismen sind standig einer Vielzahl von Umweltreizen ausgesetzt, die mit
entsprechenden Sinnesorganen wahrgenommen werden und als Information zunéchst in das
Kurzzeitgedachtnis gelangen. Im Kurzzeitgedéchtis kann eine begrenzte Zahl von Informationen
fur eine limitierte Zeit gespeichert werden. Experimente mit menschlichen V ersuchspersonen
ergaben, dass wir unsim Durchschnitt sieben neue Informationen fur ungeféhr 10 sim
Kurzzeitgedachtnis merken kdnnen, also etwa eine Telefonnummer oder eine Adresse. Handelt es
sich um eine besonders wichtige Information, kann diese direkt in das L angzeitgedachtnis
tbergehen und praktisch fur immer erhalten bleiben. Meist erfordert die Abspeicherung im

L angzeitgedachtnis jedoch ausreichende Ubung und damit einhergehende Wiederholung der
Reize. Die Fixierung einer Information im Langzeitgedachnis wird dabel auch als
Gedachtniskonsolidierung beschrieben. Das Gedachtnis 183t sich also vereinfacht in ein Kurzzeit-
und ein Langzeitgedachtnis einteilen (siehe Abb.1.1). Im Alltag verschmilzt das
Kurzzeitgedachtnis aber mit dem Langzeitgedachtnis zum sogenannten Arbeitsgedachtnis,

welches es z.B. ermdglicht sich mit jemanden zu unterhalten (Thompson R. F., 1994).
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Abb.1.1. Schematische Darstellung der Gedachtniskonsolidierung und des Erinnerns bei
Saugetieren.

Ein Umweltreiz wird als Information zunéchst im Kurzzeitgedéchtnis gespeichert und kann durch den Prozess der
Gedéchtniskonsolidierung im Langzeitgedéachtnis fixiert werden. Die Information ist dann in der Regel das gesamte
L eben lang abrufbar und kann erinnert werden, was in einem der jeweiligen Situation angepassten, veranderten
Verhalten resultiert.

Das Langzeitgedachtnis [&3t sich in verschiedenen Arten unterscheiden. Das episodische
Langzeitgedéchtnisist zeitbezogen. In diesem Fall erinnert sich der Organismus an zeitlich
zuriickliegenden Ereignisse und Erfahrungen. Das semantische Langzeitgedachtnisist nicht
zeitbezogen und umfal3t beim Menschen z.B. die Bedeutungen von Wartern. Episodisches und
semantisches Gedachtnis, werden auch als deklaratives Gedéchtnis, dem Lernen des,, Was"
bezeichnet und entsprechen somit dem Gedéchtnis fir Fakten oder allgemeinem Wissen.
Demgegentiber steht das prozedurale Gedéchtnis, das Lernen des,,Wie"*, welches das Erlernen
motorischer Fahigkeiten beinhaltet.

Dieintensive Forschung der letzten Jahre hat vor alem zu einem besseren Verstéandnis der

molekularen V organge wahrend Gedéachtniskonsolidierung und der dabei beteiligten
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Gehirnstrukturen geftihrt. Insbesondere Arbeiten mit Nagetieren haben geholfen, synaptische
Plastizitét, die funktionellen und strukturellen Verénderungen der Neuronen in Antwort auf
Informationsverarbeitung, besser zu verstehen. Es wurden verschiedene Methoden entwickelt,
um Gedéachtniskonsolidierung in Maus oder Ratte zu untersuchen. Hierbei haben sich vor allem
Lernmodelle, die assoziatives Lernen untersuchen als besonders geeignet erwiesen. Ein solches

Modell ist die im Folgenden vorgestellte klassische K onditionierung.

1.2 Klassische Konditionierung
1.2.1 Die Furchtkonditionierung

Das Konzept des assoziativen Lernens wurde schon von den klassischen griechischen
Philosophen beschrieben. Die Grundannahme ist dabei die, dass Ereignisse, die dazu neigen
zeitlich zusammenzutreffen, vom Gehirn miteinander verkniipft werden. Dieses zeitliche
Zusammentreffen nennt man auch Kontiguitét. Viele Lernprozesse sind assoziativ, d.h. die
Organismen lernen zwel Reize miteinander zu verknipfen. Dabei ist der Lernerfolg umso grofier,
wenn das Erlernte einen adaptiven Wert hat und beispielsweise der Nahrungsaufnahme oder dem
Vermeiden einer unangenehmen Situation dient. Bel der klassischen oder Pawlowschen
Konditionierung handelt es sich um ein Verfahren, bei dem ein neutraler Reiz, der konditionierte
Reiz, mit einem unkonditionierten Reiz gepaart wird, der eine bestimmte unkonditionierte
Reaktion hervorruft (Pawlow, 1903). Der Organismus assoziiert dann den konditionierten Reiz
mit dem unkonditionierten und reagiert fortan bereits auf die Prasentation des konditionierten
Reizes mit einer konditionierten Reaktion. Ein Beispiel der klassischen Konditionierungist die
Furchtkonditionierung von Nagetieren (Blanchard und Blanchard, 1969). Eine Mauswird in eine

fr sie neue Umgebung, die Versuchsbox (Kontext) gesetzt und erkundet diese (siehe Abb. 1.2).
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Abb.1.2. Schematische Ubersicht der kontextabhangigen Furchtkonditionierung.

A. Typische Ergebnisse einer kontextabhéngigen Furchtkonditionierung von Balb/c M&usen. Wahrend dem Training
erkundet die Maus fur 180 s die fur sie unbekannte Versuchsbox (Kontext = konditionierter Reiz) und erhalt im
Anschluf3 fir 2 s einen milden Elektroschock (unkonditionierter Reiz). Fir den Gedéchtnistest wird die Maus 24 h
spéter erneut fir 180 sin die Versuchsbox gesetzt und das Erstarren gemessen B. Oben: Wahrend dem Training zeigt
die Maus kein Erstarren (links) und erkundet die Umgebung (rechts), was sich in hoher Aktivitét (Weg/Zeit) auliert.
Unten: Wahrend des Gedachtnistests erstarrt die Maus (rechts) und verharrt meist unbeweglich in der Versuchsbox
(links), was in niedriger Aktivitét resultiert. Pfeil, Elektroschock.

Der Kontext stellt in diesem Fall den neutralen, konditionierten Reiz dar. Nach 3 min erhdlt das
Versuchstier einen leichten, aber unangenehmen Elektroschock. Der Elektroschock stellt hierbei

den unkonditionierten Reiz dar. Wird die Maus zum Gedéchtnistest 24 h spéter wieder in die
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Versuchsbox gesetzt, beobachtet man ein vollkommen anderes Verhalten als am Tag zuvor. Die
Aktivitét ist gering und die Maus zeigt eine Verhaltensweise die als "Erstarren” bezeichnet wird,
dabei verharrt die Maus bis auf Atmung und Herzschlag vollkommen reglos. Das Erstarren ist ein
natirliches, angeborenes Verhalten bei Nagetieren die Furcht haben. Die Furcht ist in diesem Fall
die konditionierte Reaktion, denn die Tiere haben gelernt, dass die Umgebung der V ersuchsbox
(Kontext) mit dem unangenehmen Erlebnis des Elektroschocks verknipft ist. Das Erstarren kann
daher als Mal3 fiir assoziatives Lernen und Gedachtniskonsolidierung verwendet werden. Die
Bedeutung der Kontiguitat fir assoziatives Lernen |&3t sich anhand der Furchtkonditionierung
anschaulich demonstrieren. Erhélt das Versuchstier den Elektroschock unmittelbar nachdem esin
die Versuchsbox gesetzt wurde und erst danach die Gelegenheit die neue Umgebung zu
erkunden, findet keine Assoziation von Kontext und Elektroschock statt und das Tier zeigt im
Gedachtnistest keine konditionierte Furcht (Milanovic et al., 1998). Zusammenfassend gilt also,
dass es sich bei klassischen Konditionierungen um einen Vorgang handelt, bei dem Organismen
von Erfahrungen profitieren und ihr kiinftiges V erhalten danach ausrichten. Ein System also, mit
welchem Organismen, einschliefdich dem Mensch lernen, urséchliche Zusammenhange der Welt
Zu begreifen.

Da die Furchtkonditionierung nur eine einzige Paarung von konditioniertem und
unkonditioniertem Reiz benttigt, stellt sie eine sehr einfache und reproduzierbare M oglichkeit
dar, assoziatives L ernen experimentell zu untersuchen und molekularbiol ogische Fragestellungen

zur Gedéachtniskonsolidierung zu bearbeiten.

1.2.2 Extinktion: Modifizierung eines Verhaltens

Assoziative Erinnerungen sind sehr stabil. So kann man Nager, die mittels Furchtkonditionierung

trainiert wurden (siehe 1.2.1) ohne weiteres mehrere Wochen nach dem Training im
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Gedachtnistest untersuchen, ohne das diese Zeitspanne zu einer Abschwéchung der
konditionierten Furcht fuhrt (Sacchetti et al., 2001; Fischer, André, unverdffentlichte
Beobachtung). Esist hierbei wichtig zu beachten, dass die Tiere wahrend des Gedéchtnistests nur
dem konditionierten Reiz, d.h. dem Kontext und/oder dem Ton ausgesetzt werden, wogegen der
unkonditionierte Reiz, d.h. der Elektroschock in der Regel nicht noch einmal verabreicht wird.
Présentiert man den Tieren nun mehrmals hintereinander nur den konditionierten Reiz, erlangen
diese mit der Zeit eine neue Information. Sie lernen, dass dem konditionierten Reiz nicht immer
ein Elektroschock folgt. Als Reaktion |83 das aversive Verhalten, d.h. das Erstarren nach, bis es
ganzlich verschwindet. Diesen Vorgang bezeichnet man al's Extinktion (engl., extinction:
Ausl6schung). Die Extinktion ist also ein aktiver Prozefd und bel der Therapie von aversiven

V erhaltenswei sen, wie Posttraumati schen Belastungsstorungen (engl.: posttraumatic stress
disorders:PTSD), Phobien oder bei unerwiinschten V erhaltenswei sen wie Sucht und
Abhéngigkeit von Bedeutung (Koob, 2000; Conklin und Tiffany, 2002; Kodituwakku, 2001,
Wessaund Flor, 2002). Esist hierbei zu beachten, dass Extinktion nicht mit Vergessen
gleichzusetzen ist, wie aus der Beobachtung folgt, dass Nagetiere nach der Extinktion der
konditionierten Furcht wieder Erstarren zeigen, wenn sie einen sogenannten ,, Erinnerungs-
Schock” erhalten haben (Bouton, 1993). Hierbei werden die Versuchstierein eine fir sie neue
Versuchsbox gesetzt, wo sie unmittelbar einen milden Elektroschock, den ,, Erinnerungs-Schock®,
erhalten und erst anschlief3end den neuen Kontext erkunden konnen. Der unmittelbare
Elektroschock fihrt dabei Aufgrund fehlender Kontiguitét nicht zu einer assoziativen
Verknipfung dieses neuen Kontext mit dem Elektroschock (siehe 1.2.1). Werden die Tiere zum
Gedachtnistest in diesen Kontext gesetzt, zeigen sie daher kein Erstarren. Werden die Tiere
allerdings erneut im Gedachtnistest in dem Kontext untersucht, der urspringlich fur die
Furchtkonditionierung und anschlief3ende Extinktion verwendet wurde, ist erneut die aversive

V erhaltenswei se des Erstarrens zu beobachten.
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1.3 Molekulare Mechanismen der Gedachtniskonsolidierung

Mit der fortschreitenden Entwicklung neuer molekularbiol ogischer Methoden wurde es mdglich
spezifische Vorgénge der Gedéachtniskonsolidierung auf zelluldrer Ebene zu untersuchen. Schon
fruh fand man heraus, dass zur Abspeicherung einer Information im Langzeitgedachtnis, nicht
aber im Kurzzeitgedachtnis, de novo mRNA- und Proteinsynthese notwendig war. Dieser Befund
konnte in zahlreichen Arbeiten sowohl fir Invertebraten, as auch fir Sduger bestétigt werden
und gilt seitdem als V oraussetzung fir Gedéchtniskonsolidierung (Flexner et a., 1963; Agranoff,
1967; Barondes, 1975; Davis und Squire, 1984; Castellucci et al., 1989; Tully et a., 1994; Rose,
1995). Inhibitoren der MRNA oder Proteinsynthese wirkten dabei nur, wenn sie wahrend eines
bestimmten Zeitraumes der Gedachtniskonsolidierung verabreicht wurden. Wurden die
Inhibitoren nach diesem kritischen Zeitpunkt injiziert, hatten sie keinen Einfluss auf die
Ausbildung des L angzeitgedachtnis. Wichtig war auch die Entdeckung der sogenannten
Langzeitpotenzierung (LTP; Blissund Lgmo, 1973). Siewar die Bestatigung der von Donald
Hebb bereits 1949 aufgestellte Hypothese, dass das gleichzeitige Feuern miteinander vernetzter
Neuronen, die Erregbarkeit der Zielzelle Gber einen langen Zeitraum hin verstéarken kann (Hebb,
1949). Vor alem an hippokampalen Gewebeschnitten konnte gezeigt werden, dass vernetzte
Neuronen, die mehrmals mit einer bestimmten Frequenz el ektrisch stimuliert wurden,
anschlief3end in Antwort auf einen bestimmten Reiz deutlich stérker feuerten als zuvor (Kandel,
1997; Millner, 1998). Da Proteinsynthese auch fur die Ausbildung der LTP notwendig ist
(Nguyen et al., 1994) vermutete man, dass die wahrend der Gedachtniskonsolidierung
neusynthetisierten Proteine vor allem die Erregbarkeit der Neuronen durch strukturelle
Modifikationen beeinflussen. In den folgenden Jahren begann die Suche nach molekularen

M echanismen und den entsprechenden Genen, die wahrend dieser proteinsyntheseabhangigen

Phase der Gedéachtniskonsolidierung aktiviert werden.
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Ein entscheidender Mechanismusiist der intrazellulére Anstieg der CAMP Konzentration, der
durch die Adenylat-Zyklase vermittelt wird (Roberson und Swestt, 1996). Die Proteinkinase A
(PKA) wird daraufhin aktiviert und phosphoryliert weitere Komponenten des Signalweges
(Roberson und Sweatt, 1996; Sananbenesi et al., 2002), unter anderem Transkriptionsfaktoren.
Ein solcher Transkriptionsfaktor ist z.B. das cAMP-Antwort-Element Bindeprotein (Creb; Kaang
et al., 1993; Alberini, 1999). In transgenen Mausen mit deletiertem CREB Gen, konnte dessen
Funktion wahrend der Gedachtniskonsolidierung bestétigt werden, da diese Mause in der
Furchtkonditionierung, im Morris-Wasser-L abyrinth-Test und auch beztglich der Ausbildung
von LTP deutlich inhibiert sind (Bourtchuladze et al., 1994). Mittlerweile mehren sich Hinweise,
dass Creb nicht nur durch den cAMP/PKA Weg, sondern auch durch weitere Proteinkinasen wie
die Proteinkinase C (PKC) oder den Mitogen-aktivierten (MAP) Kinase Weg aktiviert werden
kann (Wolfman et al., 1994; Deisseroth et al., 1996; Atkins et al., 1998) und dass all diese
Signalwege zudem miteinander interagieren konnen.

Zusammenfassend ist also zu sagen, dass Nervenzellen, die durch Neurotransmitterausschiittung
pré-synaptischer Nervenendigungen gereizt werden eine intrazellulére Signalkaskade aktivieren,
die u.a zu einer verdnderten Genexpression fuhrt, was in einer strukturellen Verénderung des
Neurons resultiert. Vermutlich sind solche strukturellen und morphol ogischen Veranderungen
die Grundlage fur eine Informationsverarbeitung wahrend der Gedéchtniskonsolidierung
(Rossum und Hanisch, 1999; Abb.1.3). Eswird aber auch deutlich, dass trotz intensiver
Forschung das Wissen um die Komponenten dieser Signalwege und deren Funktion noch sehr
begrenzt ist. Die Entdeckung weiterer beteiligter Gene und Proteine und deren Charakterisierung

ist daher unerlasslich, um so komplexe Prozesse wie die Gedachtniskonsolidierung zu verstehen.
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Abb.1.3. Schematische Darstellung der molekularen Ereignisse wéhrend der

Gedachtniskonsolidierung.

Membranrezeptoren (MR) werden durch Neurotransmitter aktiviert und aktivieren direkt (Pfeil) oder indirekt
(Doppelpfeil), z.B. Uber die Adenylat-Zyklase, zytoplasmatische Proteinkinasen, was eine Signalkaskade ausl6st, die
Uber das Anschalten von Transkriptionsfaktoren zur Expression von Genen fiihrt und so schliefflich das Proteom der
Nervenzelle verandert, was al's Voraussetzung fir Gedéchtniskonsolidierung betrachtet wird.

1.4 Modulation der Gedachtniskonsolidierung durch Stress

Anfang des 20. Jh. erkannte der amerikanische Physiologe Walter B. Cannon, dass durch
erregende psychische oder emotionale Reize wie Schmerz, Hunger, Angst oder Wut bei Mensch
und Tier ein vielféltiges Mosaik von korperlichen Verénderungen auftritt. Die Magen- und Darm-
Tatigkeit verminderte sich, die Durchblutung und L eistungsfahigkeit der Herz- und Skel ett-

Muskulatur erhohte sich dagegen. Zudem war eine Steigerung von Blutdruck, Atem und
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Herzschlagfrequenz, ein Anstieg der roten Blutkdrperchen und des Blutzuckergehalts zu
beobachten (Cannon, 1923). Cannon sah den biologischen Nutzen dieser korperlichen
Verénderung in der Fahigkeit des Individuums, sich aktiv mit kritischen Umwel tbedingungen
auseinanderzusetzen, es also auf Kampf oder Flucht vorzubereiten. Er war sich aber auch bewul,
dass nicht jeder emotionale Prozess den Organismus aktiviert. Eine missliche Situation konnte
auch in ein apathisches, inaktives Verhalten miinden, wenn sie sich durch Handeln nicht
vermeiden lief3. Herzschlagfrequenz und Blutdruck sanken dann. Schon Charles Darwin hatte das
in seinem 1872 erschienen Buch ,,Der Ausdruck der Gemitsbewegung bei Menschen und
Tieren® beschrieben [Darwin, 2000 (Herausgabe)]. Er sprach dabei von einem Gefiihl des
Verzweifeltseins oder tiefen Kummers, wenn der Organismus sich in einer ausweglosen Situation
befand. Die von Cannon beobachteten korperlichen Veranderungen nennt man heute Stress.
Urspriinglich ist Stress ein technischer Begriff um eine Ursache zu beschreiben, die ein
Ungleichgewicht herbeifuihrt. Die Biologie hat sich dieses Wort zu eigen gemacht und versteht
unter einem Stressor eine Herausforderung an einen Organismus, die das physiologische
Gleichgewicht, die Homdostase verandert. Die Reaktion des KOrpers auf den ausl 6senden
Stressor ist dann der Stress. Interessanterweise fuhrt Stress sowohl bei Menschen, als auch bei
Versuchstieren zu Anderungen des Verhaltens, wie z.B. verstarkter Angst (Radulovic et al.,
1999) oder der Modulation von kognitiven Eigenschaften (Radulovic et al., 1999, Kim und
Diamond, 2002; Bartolomucci et al., 2002). Hierbei ist es notwendig zwischen akutem
(kurzfristigem) und chronischem Stress zu unterscheiden, dem der Organismus regelméal3ig, tber
einen langen Zeitraum ausgesetzt ist. Interessanterweise fand man heraus, dass die
Gedachtniskonsolidierung durch bestimmte Formen von akutem Stress deutlich verbessert
werden konnte (Shors et al., 1992; Radulovic et a., 1999). M&use die fir 1h einem akuten
Immobilisationsstress ausgesetzt wurden, erlernten die konditionierte Furcht deutlich besser als

entsprechend nicht gestresste Tiere, wenn sie 3 h nach Ende der Immobilisation mittels kontext-
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und tonabhangiger Furchtkonditionierung trainiert wurden (Abb. 1.3, nach Radulovic et al.,
1999).

100
80 1 1

60 1

Erstarren (%)
I_
—

40 -

20

0

Kontrolle 0Oh 1h 3h

Interval zwischen dem Ende der
Immobilisierung und dem Training

Abb. 1.4. Immobilisationsstress verbessert die Furchtkonditionierung von Balb/c Mausen.
Mannliche Balb/c M&use wurden durch Immobilisierung fir 1 h akutem Stress ausgesetzt. Wurden die Tiere 3 h
nach dem Ende der Immobilisierung mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert, zeigten sieim 24 h
spéter durchgefiihrten Gedachtnistest ein signifikant verstarktes Erstarren (*P < 0,005 vs. Kontrolle), was auf eine

verbesserte Gedéachtniskonsolidierung schlieflen I&sst. Als Kontrolle wurden Tiere verwendet, die vor dem Training

nicht gestresst wurden.

Diese Versuche deuten darauf hin, dass die molekularen Kaskaden, die durch einen externen
Stressor ausgel 6st werden, mit den bei der Gedachtniskonsoliderung aktivierten Kaskaden

interferieren (Silvaet al., 1997; Serovaet al., 1998, Cammarotaet a., 2000).
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1.5 Das limbische System: Septum und Hippokampus

Das limbische System ist evolutiv gesehen eine sehr alte Struktur und entwickelte sich als erster
Tell desVorderhirns. Bei relativ einfachen Wirbeltieren wie dem Krokodil macht es annéhernd
das gesamte Vorderhirn aus und dient vor allem dem Geruchssinn, also der Analyse von
Intensitét, Qualitét und Richtung von Gertichen, der dann anschlief3end eine geeignete Reaktion
folgt. Im Laufe der Evolution gingen die olfaktorischen Funktionen des limbischen Systems fast
vollstandig verloren. Bel hheren Saugern dienen die Strukturen hauptsachlich der Koordination
von Verhaltensmustern wie Nahrungsaufnahme, Verteidigung und Reproduktion, vor allem aber
der Regulation von Emotionen. AulRerdem ist das limbische System in den komplexen Vorgang
der Gedachnishildung involviert. Dieses Wechselspiel von Emotionen und Gedéchtnis ist dabei
im evolutiven Zusammenhang zu sehen. Gedéchtnis forderte sehr wahrscheinlich das Uberleben,
da es wichtig war den Geruch und Geschmack von bekdmmlicher und schadlicher Nahrung zu
erinnern. Das limbische System umfal3t Teile des Frontallappens, Amygdala, Hypothalamus,
Thalamus, Hippokampus und Septum (siehe Paxinos, G.: The Rat Nervous System, 2™ Edition,
Academic Press). Fur die vorliegende Arbeit sind insbesondere das Septum und der

Hippokampus von Bedeutung und sollen daher eingehender besprochen werden.

151 Septum

Das Septum ist eine telenzephale Struktur und liegt unterhalb der vorderen und mittleren
Regionen des Corpus callosum, zwischen dem vorderen Horn der lateralen Ventrikel. Man
unterteilt das Septum in einen medialen, lateralen und vorderen Abschnitt, wobei die Zellen des
lateralen Septum vor alem immunoreaktiv fr y-Aminobuttersaure (GABA) sind. Das mediale
Septum zeigt Immunoreaktivitét fur Acetylcholin und GABA, wogegen das vordere Septum in

Bezug auf die verwendeten Neurotransmitter nur wenig untersucht ist. Efferente Bahnen
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projizieren vom lateralen Septum zum Hypothalamus, insbesonderen zum paraventrikularen
Nukleus (PVN), zum Hippokampus, insbesondere zu den Regionen CA1 und CA3, sowie zum
Bed Nukleus des Stria Terminalis (BST). Der Hippokampus macht 55% der gesamten afferenten
Bahnen aus, die in das laterale Septum projizieren. Auch das mediale Septum projiziert in den
Hippokampus. Uber die Fimbria/Fornix-V erbindung enden die vorwiegend cholinergen und
GABA-ergen Neuronen im Fascia dentata, in CA1 und CA2. GABA-erge nicht-pyramidale
Zéellen, des Stratum oriens der Regionen CA1, CA2 und CA3 innervieren umgekehrt das mediale
Septum. Wegen der engen Verbindung von Septum und Hippokampus spricht man daher auch
vom septo-hippokampalen System. Intra-septale V erbindungen vom lateralen zum medialen
Septum sind zwar vermutet, bisher aber nicht eindeutig nachgewiesen worden. Eine Verbindung
vom medialen zum lateralen Septum gilt dagegen als sicher (siehe Paxinos, G.: The Rat Nervous
System, 2™ Edition, Academic Press). Das Septum ist u.a. an der Regulation der
Gedachtniskonsolidierung beteiligt. So konnte gezeigt werden, dass septale Lasionen die
kontextabhéngige Furchtkonditionierung in Ratten verbessern, jedoch keinen Einflul3 auf den
Erwerb tonabhangiger Furcht haben (Sparks und LeDoux, 1995). Das eine intraseptale Injektion
des Corticotropin Releasing Faktor (CRF)-Rezeptor 2 Antagonisten Anitsauvagine-30, ebenfalls
assoziatives Lernen in Méusen verbessert (Radulovic et a., 1999), deutet auf eine inhibitorische
Funktion des Septum wahrend der Furchtkonditionierung hin. In Einklang damit sind Studien, in
denen eine durch hochfrequente Stimulation der Fimbria/Fornix Verbindung im Septum
induzierte LTP, die kontextabhangige Furchtkonditionierung in M&usen verschlechtert (Vouimba
et a, 1998, Desmedt et al., 1999). Andererseits fuhrt die pharmakol ogische Inhibition septaler
NMDA Rezeptoren zu einer Verschlechterung der kontextabhangigen Furchtkonditionierung in
Maéausen (Radulovic et a., 2000). In einer anderen Form des Lernens, dem réaumlichen Lernen
mittels dem Morris-Wasser-Labyrinth-Test (Morris, 1991) verhindern sowohl Lasionen des

Septum, als auch der Fimbria/Fornix Verbindung das Lernen (Segal et al., 1989; Marston et a,
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1993), was darauf hinweist, dass das Septum sehr spezifisch, positiv a's auch negativ auf die

Gedachtniskonsolidierung einwirken kann.

1.5.2 Hippokampus

Der Hippokampus besteht aus dem Fascia dentata (engl.: dentate gyrus) und den Regionen CA1,
CA2 und CA3. Manche Autoren zéhlen auch den subikularen Komplex und den entorhinalen
Cortex zum Hippokampus und sprechen dann von der hippokampalen Formation. Der Fascia
dentatawird in drei Schichten unterteilt. Die granuldre Schicht enthélt viele, meist unmyelierte
Neurone, die vorwiegend GABA a's Neurotransmitter verwenden. Die molekulare Schicht
besteht hauptsachlich aus Dendriten der Neuronen der granulédren Schicht aber auch eigenen
Zellkorpern. Granulére und molekulare Schicht umschlief3en u-férmig die polymorphe Schicht,
die aus grof3en Neuronen besteht, welche immunoreaktiv fir Somatostatin sind. Der entorhinale
Cortex, das Septum, der vordere Hypothallamus, der blaue Kern (L ocus coeruleus) und der
Nukleus Raphne entsenden afferente Bahnen in den Fascia dentata. Die typischen Zellen des
Hippokampus sind die Pyramidenzellen, die sich in den Regionen CA1, CA2 und CA3 finden. In
der Region CA3 erreichen die Dendriten der pyramidalen Zellen Langen bis zu 16 mm, wogegen
die Zellen des CA1 deutlich kleiner sind. Die Region CA2 besteht aus dunklen, grof3en
Pyramidenzellen, die grof3e Mengen an Acetylcholinesterase und dem Kalzium-Binde-Protein
aufweisen. CA3 projiziert sowohl in die Regionen CA1 und CA2, als auch in das Septum, wobei
diese Verbindung bilateral ist (siehe 1.5.1). CA2 sendet afferente Bahnen in die polymorphe
Schicht des Fascia dentata und in die Region CA 1. Efferente Bahnen erreichen die Region CA2
vom vorderen Hypothallamus und von CA3. Die Region CA1 empfangt, wenn auch geringer als
CA3, afferente Bahnen vom Septum und der Amygdala. Wie das Septum ist auch der

Hippokampus in die Regulation von Emotionen und Gedachtniskonsolidierung involviert.
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Hippokampal e L asionen verhindern den Erwerb von kontext- aber nicht tonabhéngiger Furcht in
Ratten. Wurde die Lasion eine Woche nach dem Training durchgefiihrt, zeigten die Tiere in dem
anschlief3enden Gedachtnistest allerdings keine Defizite (Kim und Fanselow, 1992), was zeigt,
dass die Information wahrend der Gedéchtniskonsolidierung durch den Hippokampus verarbeitet,
dort aber nicht gespeichert wird. Neben der Furchtkonditionierung konnte fir eine Reihe weiterer
Lernmodelle eine essentielle Funktion des Hippokampus beschrieben werden (Castro et a., 1989;
Marston, 1993; Shinjo et al., 1998; Luo et al., 2002). Das der Hippokampus nicht nur in
Nagetieren, sondern auch bel Menschen wichtig fur die Ausbildung von Erinnerungen ist, wurde
besonders an dem Fall des Patienten H.M. deutlich. Aufgrund einer lebensgefahrlichen Epilepsie
hatte sich H.M. zu einem chirurgischen Eingriff entschlossen, bel dem ihm der gesamte
Hippokampus entfernt worden war. Die Folge war zwar eine deutliche Verbesserung der
Symptome der Epilepsie aber auch eine reterograde Amnesie, d.h. H.M. erinnert sich zwar an
sein Leben vor der Operation, ist aber unféhig neue Informationen im Langzeitgedachtnis

abzuspeichern, wobei das Kurzzeitgedachtnis unbeeintréchtigt blieb (Scoville und Milner, 1957).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Unser Labor konnte kirzlich zeigen, dass 1 h Immobilisationsstress die
Gedachtniskonsolidierung von Balb/c Mausen verbessert, wenn die Tiere 3 h nach der
Beendigung der Immobilisierung mittels der Furchtkonditionierung trainiert wurden (siehe Abb.
1.4). Daneben konnte auch eine Verstarkung der Angst beobachtet werden, wenn die Tiere 0,5 h
nach Ende der Immobilisierung im Erhohten-Plus-Labyrinth-Test untersucht wurden. Es zeigte
sich, dass sowohl das Septum als auch der Hippokampus fur die stressvermittelte Modulierung
der Angst und Gedachtniskonsolidierung verantwortlich waren (Radulovic et a., 1999). Dadie
beobachteten V erhaltensénderungen in einem Zeitfenster von 0,5 -3 h nach der Beendigung der

Immobilisierung auftraten, wurde die Vermutung aufgestellt, dass eine veranderte Genexpression
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im Septum und Hippokampus hierfr verantwortlich sein konnte. Um diese Hypothese zu
Uberprufen, wurde in einer vorangegangenen Arbeit mittels einer Subtraktiver Hybridisierung
(Diatchenko et al., 1996) nach Genen gesucht, die zu den Zeitpunkten 0,5 und 3 h nach einer
einstindigen Immobilisierung im Septum und Hippokampus von Balb/c Mé&usen differentiell
exprimiert sind (Fischer, 2000). Das Ergebnis waren subtrahierte cDNA-Bibliotheken von
Sequenzen, die sich von Genen ableiten, die wahrscheinlich durch Immobilisationsstress reguliert
wurden. Durch , Differentielles Screening* (Sambrook et a., 1989; Clontech ,, PCR Select
Differential Screening Kit* Benutzerhandbuch) konnten verschiedenen Sequenzen dieser cDNA-
Bibliotheken identifiziert werden. Dabei war zu beachten, dass durch jedes , Differentielle
Screening* jewells 96 Klone, also immer nur ein Teil der subtrahierten Bibliothek analysiert
werden kann (Fischer, 2000).

Ziel dieser Arbeit war es, durch ein nochmaliges,, Differentielles Screening* weitere Sequenzen
der subtrahierten cODNA Bibliothek zu identifizieren. Aus den so erhaltenen und bereits zuvor
beschriebenen Sequenzen (Fischer, 2000), sollte im Anschluss ein geeigneter Kandidat fir eine
eingehende Untersuchung ausgewahlt werden. Dabei sollten solche Gene im Vordergrund stehen,
die bisher weder mit Stress, Angst oder Gedéachtniskonsolidierung in Verbindung gebracht
wurden. Zunédchst sollte mittels RT-PCR und In Stu Hybridisierung die differentielle
Genexpression in Abhangigkeit von Immobilisationsstress verifiziert werden. Anschlief3end
sollte auch die entsprechende Proteinproduktion durch Immunoblot und immunohistochemische
Analysen untersucht werden. Aul3erdem sollte die strukturelle und zellulére Lokalisation des
entsprechenden Proteins durch immunohistochemische Doppelfarbungen mit geeigneten Marker-
Proteinen bestimmt werden.

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollten Untersuchungen durchgefiihrt werden, die dazu dienten
eine mogliche Funktion des fir die Untersuchung ausgewahlten Proteins wahrend der

stressvermittelten Angst oder Gedachtniskonsolidierung zu beweisen. Hierzu sollten sowohl
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molekular- als auch verhaltensbiol ogische Methoden zur Anwendung kommen. Der Ansatz
dieser Arbeit erlaubte es dabei, Gene zu identifizieren, die moglicherweise Einfluss auf die
stressvermittelte Angst oder die stressvermittelte Gedéchtniskonsolidierung ausiiben. Sollte sich
im Verlauf der Experimente herausstellen, dass das untersuchte Protein tatséchlich an der
Regulation einer dieser Gehirnfunktionen beteiligt ist, sollte sich die weitere Arbeit darauf
konzentrieren die Rolle dieses Proteins fur diese Gehirnfunktion zu analysieren. Um abschétzen
zu konnen, inwieweit eine das Verhalten beeinflussende Funktion des Proteins zwischen
verschiedenen Mausstdmmen konserviert ist, sollten diesbeziiglich auch C57BL/6J Mé&usen
untersucht werden, da dieser Mausstamm sich in seinen kognitiven Féhigkeiten signifikant von

Balb/c Mausen unterscheidet.
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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

lacZo. ATG

M13 Reverse Primer Sp6 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 THGTAC TAA TGC GGT TCG ATA AAT CCA CTG TGA TAT T
Nslil .‘-Ilind U} Kpnll Sacl Bianﬂl 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| EcoR| EcoR | EcoR V
| ! | |
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT PCR Product [JA GCC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG ALY TT CGG CTT AAG ACG TCT ATA
BstX | Not | Xho!l Nsil Xbal Apal
|

| | 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 (JAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT ITT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Abb.2.1.2. Schematische Darstellung des pCR®I1 Plasmids (nach dem Invitrogen Handbuch).

Fur die Klonierung von PCR-Produkten wurde der Vektor pCRII aus dem TA Cloning Kit
(Invitrogen) verwendet. pCRI| ist ein 3932 langer linearisierter Vektor mit zwei 3'-

Didesoxythymin-Uberhangen. PCR-Produkte (PCR, Polymerase-K etten-Reaktion; Mullis &
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Fallona, 1987, Saiki et al., 1988), welche durch die matrizenunabhéngige Aktivitét 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 werden von jeweils einer EcoRl-
Schnittstelle flankiert und befinden sich innerhalb des Mehrfachklonierungsbereiches. Dieser
codiert 18 potentielle Restriktionsschnittstellen und wird von den Promotoren SP6 und T7,
sowie von einer Bindungsstelle der M 13-reverse und M 13-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 Fahigkeit des Abbaus von X-Gal durch
o-Komplementation der B-Galaktosidase in den ¢80 lacZAgM 15 kompetenten Zellen. Blaue
Kolonien verfiigen also Uber ein funktionelleslacZ Gen und tragen daher kein Insert,
wogegen weil3e Kolonien ein Plasmid mit integriertem Insert tragen (Marchuk et al., 1991).
Der Vektor trégt zusétzlich eine Kanamycin- und Ampicillinresistenz sowie den ColE1

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

2.1.3 DNA/RNA L angenstandards

1-KB-Leiter (Gibco BRL, Eggerstein; D)

0X174 DNA/Healll 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 dDagnostics, Atlanta, USA)

ATP (Sigma, Deisenhofen, D)

032-P dATP (Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire, GB)
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v32-P dATP (Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire, GB)

Agarose (Gibco BRL, Eggerstein; D)

Alkylphenylpolyethylenglykol (Triton® X-100, TX-100, Pierce Rockford, USA)
Anisomycin (Sigma, Deisenhofen, D)

Ampicillin (Natriumsalz) (Biomol, Hamburg, D)

Ammoniumpersulfat (APS; Biorad, Munchen, D)

Bacto-Agar (Difco, Dreireich, D)

Bacto-Trypton (Difco, Dreireich, D)

B-Mercaptoethanol (Flika, Buchs, CH)

Butyrolactone | (Calbiochem, Darmstadt, D)

Bromphenolblau (Pierce, Rockford, USA)
5’-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-f-D-galaktosid (X-Gal; Biomol, Hamburg, D)
Cytochaasin D (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)
Ethylendiamintetraessigsure-Dinatriumsalz (EDTA; Serva, Heidelberg, D)
Férbel 6sung-Konzentrat Protein Assay (BioRad Muinchen, D)

Formamid (Fluka, Neu-Ulm, D)

Gelatine, (Merck,Darmstadt, D)

Glycerin (Biomol, Hamburg, D)

Hefe-Extrakt (Difco, Dreireich, D)

Histone H1 (Gibco BRL, Eggerstein, D)

I-Block™ (Tropix, Bedford, USA)

Natriumazid (Merck, Darmstadt, D)
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Natriumdodecylsulfat (SDS; BioRad, Munchen, D)
Natriumethylmercurithiosalicylsdure (Thimerosal, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D)
Nonidet® P40, wassrige L6sung 10 % (w/v) (Boehringer Mannheim, Mannheim, 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)

SDS-PAGE Proteinstandard (BioRad, Minchen, D)

Szintillationsl6sung ECOLUME™ (ICN Biomedicals Inc., Irvine, USA)

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)

Alle nicht aufgefihrten Chemikalien (p.a. Qualitdt) slammen von der Firma Merck

(Darmstadt, D).

2.1.5 Enzyme und Antikor per

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

Alkaline Phosphatase konjugierter Ziege Anti-Maus Antikorper (Tropix, Bedford, MA, USA)
Anti-Acetlycholinesterase Antikorper, E-19 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
Anti-Cdk1/Cdc2, 06-141Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)

Anti-Cdk2 Antikdrper, H-298 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)

Anti-Cdk5 Antikorper, J-3 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
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Anti-cFos Antikorper (Oncogene science, Cambridge, MA, USA)
Anti-Digoxigenin AP Fab Fragment (Gibco BRL, Eggerstein, D)
Anti-GFAP Antikorper (Pharmingen, San Diego, CA, USA)
Anti-Neurofilament 68 Antikorper, Klon NR4 (Sigma, Deisenhofen, D)
Anti-p35 Antikorper, H-72 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
Anti-p35 Antikorper, N-19 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
Anti-p35 Antikorper, C-20 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)
Anti-Spl Antikorper (Upstate Biotechnol ogies, Hamburg, D)

Anti-Sp3 Antikorper (Upstate Biotechnologies, Hamburg, D)
Anti-Sp4 Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D)

50 x Advantage cDNA Polymerase-Mix (Clontech, Palo Alto, CA, USA)
EcoRV Ristriktionsenzym (MBI Fermentas, Vilnuis, Lit)

Exo(-) Klenow-Enzym (5 U/ul; Clontech, Palo Alto; CA, USA)
RibunukleaseH 5U/ul; MBI Fermentas, Vilnuis, Lit)
Ribunuklease-Inhibitor (20 U/ul; MBI Fermentas, Vilnuis, Lit)
Superscript |1 Reverse Transkriptase (Gibco BRL, Eggerstein, D)

Spel Ristriktionsenzym (MBI Fermentas, Vilnuis, Lit)

Sp6 RNA Polymerase (Gibco BRL, Eggerstein, D)

T4-DNA-Ligase (400 U/ul; New England Biolabs, GB)

T7 RNA Polymerase (Gibco BRL, Eggerstein, D)

2.1.6 Sonstige M aterialien und Ger éte

Adolf Kiihne AG, CH: Lab-Therm-Schiittelinkubator

Applied Biosystems, Weierstadt, D: DNA-Sequenzierer 373 A, DNA Synthesizer 392A, ABI
PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

Appligene Oncor, Strassburg, F: Crocodile 11-PRC-Gerét, Positive Membranen fir Dot- und

Bachhofer, Tubingen, D: Transilluminator, Filter 302 nm
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Beckmann, Minchen, D: Tischkihlzentrifuge GPR und GS6R
Becton/Dickson Labware, NJ, USA: Falcon-Rohrchen 50 ml
Bender & Hobein AG, Zirich, CH: Vortex Genie2

Biometra, Gottingen, D: PCR-Cycler Gradient

BioRad, MUnchen, D: Power Supply 3000 V

Clontech, Palo Alto, CA, USA: PCR-Select'™ cDNA Subtraction Kit, PCR-Select ™
Differential Screening Kit, ExpressHyb Hybridisation Solution

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

Cybertech, Berlin, D: CCD-Kamera mit angeschlossener CS-1 Kontrolleinheit; Win Cam 2.0
Analysesoftware

Fuji, 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

Invitrogen, Leek, NL: TA Cloning™ Kit

Konica, Salzgitter, D: Rontgenfilmentwickler QX-70

Leica Instruments GmbH, NuRlloch, D: Kryostat CM 3050 Mikrotom

LKB Wallac, Turku, Fin: 1209 Rackbeta FlUissi gkeitsscintillationszahl er

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: Protein A- und Protein G Microbeads, u(MACS Saulen.

Perkin Elmer, Rockville, USA: Gene Amp PCR-System 2400
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Phase GmbH, Libeck, D: Semi Dry Blotter PEGASUS Modell S
Pharmacia/lLKB, Freiburg, D: Gene Quant |1-Spektral-Photometer

Qiagen, Hildesheim, D: Qiagen-Plasmid-Kit, PCR-Purification Kit, QAIEX |1
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
Tropix, MA, USA: CDP-Star, Nitroblock 11, Blocking Reagent, 2. Antikorper
TSE, Bad Homburg, D: Anaysesystem 303410 fur Furchtkoditionierung
Vector, CA, USA: Vectastain®ABC Kit

Whatman, Mainstone, GB: Filterpapier 3MM

2.1.7 Nahrmedien, L 6sungen, Puffer

Alle Ndhrmedien, L 6sungen und Puffer wurden aus voll entsalztem und sterilem Wasser
(Milli Q Water System) hergestellt. Zur Sterilfiltration wurden 150 ml oder 500 m
Zelluloseacetatfilter (0.2 um) verwendet. Die Lagerung erfolgte bis auf die angefihrten

Ausnahmen bel Raumtemperatur (RT).

2.1.7.1 Nahrmedien

Die Nahrmedien wurden jeweils 20 min bei 120°C und 1 atm autoklaviert. Antibiotika

wurden den fliissigen Medien jewells erst kurz vor Gebrauch zugefiigt, den festen Medien

direkt nach dem Autoklavieren. Ampicillin wurde in einer Endkonzentration von 100 pg/ml
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eingesetzt. Zum Nachweis der 3 Galaktosidase-Aktivitdt von Transformanten wurden LB-
Amp-Platten vor dem Ausplattieren der Zellen mit 50 pl X-Gal-Lésung in 100 mg/ml 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

2.1.7.2 L 6sungen und Puffer

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 mMNaHCO,
Ampicillin-Stamml6sung: 100 mg/ml Ampicillin (Na-Salz) in H,O, sterilfiltriert
Chloroform/I soamylakohol-Gemisch: Gemisch im Verhdltnis 24:1

EDTA-Stammlésung: 0,5 M Stammldsung, pH 8.0 mit 10 N NaOH einstellen

20x EDTA/Glykogen-Gemisch: 0,2 M EDTA, 1 mg/ml Glykogen
Phenol/Chloroform/I soamyla kohol-Gemisch: Gemisch im Verhdltnis 25:24:1
B-Mercaptoethanol: 5M Stammlésung

NaCl-Losung: 5 M Stammldsung in DEPC behandeltem Wasser

NaOH: 10 N Stammlésung

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

20x SSC-Puffer: 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0, autoklavieren

50 x TBE-Puffer: 890 mM Tris-Base, 890 mM Borsaure, 25 mM EDTA

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0 bzw. pH 8,5

Tris’HCI: 1 M Stamml6sung mit HCl auf pH 7,5 einstellen; autoklavieren

Spezielle Losungen, Puffer und Reaktionszusatze werden im Rahmen der entsprechenden

Methoden aufgefihrt.
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2.1.8 Versuchstiere

Die Experimente wurden mit méannlichen, 9 Wochen aten Mausen des Zuchtstammes Balb/c
oder C57BL/6J durchgefiihrt. Nach der Lieferung wurden die Mause einzeln in Standart-
Macrolon-K&figen (Typ 2: 22 cm x 16 cm x 13 cm, Lange x Breite x Hohe) gehalten, welche
sich in schallgeschiitzen, temperatur- und feuchtigkeitskontrollierten Kontainern (Scantainer)
befanden (Raumtemperatur 22 +/- 1°C); Luftfeuchtigkeit 55 +/- 10 %). Die Scantainer
standen in lichtgeschiitzen Schrénken, in denen ein kinstlicher Tag-Nacht-Zyklus (12 h/12 h)
aufrecht erhalten wurde, wobel der Tag-Zyklus jeweils um 7.00 Uhr begann. Die Tiere
wurden ad libitum mit Standardfutter und Wasser versorgt. Alle Experimente wurden vier
Tage nach Liefertermin und 2,5 h nach Beginn des Tag-Zyklus begonnen und stets wahrend
des Tag-Zyklus beendet. Der Immobilisationsstress und die Dekapitierung und anschlief3ende
Gewebeentnahme fanden in getrennten Raumen statt.

Alle Experimental bedingungen entsprachen den Richtlinien der Gesellschaft fur

L abortierwissenschaft Deutschland. Eine entsprechende Genehmigung der Tierversuche

durch die Bezirksregierung Braunschweig (604.42502/02-02.97) lag vor.

2.2 Methoden

2.2.1 Immobilisationsstr ess

Die Tiere wurden aus ihrem K&fig entnommen und kurz mit Isofluran (Forene®) betaubt.

Anschliel’end wurden die Extremitaten mit Klebestreifen auf einem Tisch fixiert. Nach einer

Stunde wurden die Tiere befreit und zurtick in ihren K&fig gesetzt, welcher wieder in den

Scantainer gestellt wurde.
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2.2.2 Entnahme von Hirngewebe

Die Entnahme des Hirngewebes wurde auf einer sterilen Metallplatte durchgefiihrt, die von
der Unterseite her durch Trockeneis gekiihlt wurde. Dieses diente dazu die Aktivitét von
endogenen RNasen und Proteasen zu minimieren. Nach der Dekaptierung wurde die
Hirnschale getffnet, das Hirn entnommen und mit einer sterilen Pinzette das |aterale Septum

und der Hippokampus entnommen.

2.2.3 Molekularbiologische M ethoden

2.2.3.1 Kultivierung und L agerung von E. coli

Die Bakterien wurden in SOC- oder LB/Amp-Medium angezogen und bei 37°C bei 200 - 225
Upm geschiittelt (Lab-Therm-Schittelinkubator). Zur dauerhaften Lagerung der Bakterien bei
-80°C wurden Glyzerinkulturen angelegt. Dazu wurden Ubernachtkulturen im gleichen

Verhdtnis (v/v) mit steriler 30% Glyceroll6sung verdunnt.

2.2.3.2 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
und dann mit 2 pl 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
Anschluf3 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 geschittelt (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
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erfolgte anschlief3end fur 3 h bei 4°C im Kihlschrank. Danach konnten weif3e Transformanten

sl ektioniert werden.

2.2.3.3 Isolierung 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 utMACS mRNA
Isolation Kit der Firma Milteny verwendet wurde. Nach der Bindung der PolyA+RNA an die
Oligo(dT)Microbeads wird die Lésung auf eine in eéinem magnetischen Feld befindliche Saule
gegeben, so dass die Oligo(dT)Microbeads in der Saule verbleiben, andere RNA-Spezien und
DNA aber weggewaschen werden kénnen. Mit einem Niedrigsalzpuffer kann diereine
MRNA anschlief3end von der Séule eluiert werden. Je 60 mg Gewebe wurden in einem durch
flissigen Stickstoff gekuihlten Mérser zu einem feinen Gewebepulver zerrieben und
anschlief3end mit einem sterilen, ebenfalls mit fllissigem Stickstoff gekiihlten Spatel inein 4
ml Reaktionsgefal3 Uberfuhrt und mit 2ml Lysig/Binding-Puffer versetzt. Die
Gewebesuspension wurde durch auf- und abziehen mittels einer sterilen Einwegspritze und
einer 21 Gauge-Nadel homogenisiert und anschlief3end 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 MACS-Saule in einem Magnetfeld
plaziert und mit 100 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 Saule 2 x mit 25 pl 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
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cDNA-Synthese einzusetzen wurden jeweils zwel Elutate des gleichen Gewebetyps vereinigt
und mit 10 pl Glykol-Carrier-Losung und 600 il Ethanol (abs.) bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C préazipitiert. Vor Gebrauch wurden die Proben 30 min bei 15000 x g in einer
Kuhlzentrifuge (4°C) zentrifugiert und anschlief3end in einem geeigneten Volumen 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/Hcl 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)24-0Oligo
gekoppelt ist. Der Aufbewahrungspuffer enthélt 0,1% SDS.

Wasch-Puffer: Niedrigsalz-Puffer, der NaCl, TrissHCl und EDTA enthalt

2.2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Eine grobe Abschétzung der Nukleinsdurekonzentration erfolgte, indem ein Aliquot der Probe
zusammen mit einem Langenstandard bekannter Konzentration auf einem Agarosegel
aufgetrennt wurde. Durch den Vergleich der mit Ethidiumbromid geférbten Nukleinsauren
konnte die Konzentration der Probe abgeschétzt werden. Da Nukleinsduren ein
Absorptionsmaximum bei 260 nm zeigen, konnte die Konzentration einer Probe auch
photometrisch bestimmt werden, da nach dem Lambert-Beerschen Gesetz die Absorption
einer Losung der Konzentration der geldsten Substanz proportional ist. Fur die Berechnung

der Nukleinsdurekonzentration gelten hierbel folgende Entsprechungen:
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10D,,, =50 ng/pl doppelstrangige DNA
=40 ng/l 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 Pr8parationen sollen daher einen Quotient
OD 0250 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 Quarzkiivette (Helma,

Schichtdicke = 1 cm) gegen reines H,0 a's Referenzwert durchgefihrt.

2.2.3.5 Fallung von Nukleinsuren mit Ethanol

Die Féllung von DNA oder RNA mit Ethanol dient der Konzentrierung der nukleotidhaltigen
Losung und der Entfernung von Salzen sowie freien Nukleotiden. Bei dieser Methode wird
die Konzentration monovalenter Kationen stark erhéht und so die negativ geladenen
Phosphatgruppen der Nukleinsaure neutralisiert. Durch Zugabe von Ethanol (abs) wird das

L 6sungsmittel H,O entzogen und der Nukleinsdure-Salz-K omplex ausgeféllt. DNA wurde mit
1/2Vol.4M NH,Ac und 2,5 Vol kaltem Ethanol (abs.) versetzt und anschlief3end 10-30 min
bei -20°C gefdllt. Anschlief3end wurde die DNA abzentrifugiert (30 min, 15000 x g, bei

4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die pelletierte DNA mit 70% (v/v) Ethanol
gewaschen, um verbliebene Salze zu entfernen. Esfolgte eine weitere Zentrifugation (10 min,
15000 x g, 4°C), wonach der Uberstand sorgfaltig entfernt und das DNA-Pellet anschlietend
5 min bel 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 1/6 Vol. 2 M NaAc und 1/20 Vol. Glykogen (2mg/ml) gemischt,
mit 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol (abs) versetzt und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

prézipitiert. Vor der Weiterverarbeitung wurde die RNA dann abzentrifugiert (30 min,
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15000 x g, 4°C), der Uberstand sorgfaltig abgenommen, das RNA-Pellet 5-10 min bei RT

getrocknet und anschlief3end in einem geeigneten V olumen DEPC-H,O aufgenommen.

2.2.3.6 Extraktion von DNA mit Phenol/Chloroform und Chloroform

oder Butanal

Zur Entfernung von Proteinen aus einer wassrigen DNA-L6sung, wurde diese mit 1 Vol.
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) versetzt und grundlich gemischt. Die
anschlief3ende Trennung der Phasen wurde durch eine Zentrifugation (5 min 13000 x g, RT)
beschleunigt. Im Anschluss wurde die obere, wassrige Phase abgenommen und mit 1 Vol.
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, ebenfalls grindlich gemischt und anschlief3end
zentrifugiert (5 min 13000 x g; RT). Es wurde erneut die obere wassrige Phase abgenommen
und in ein neues Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Aus dieser wassrigen Losung konnte die nun
proteinfreie DNA bei Bedarf mit Ethanol ausgefalt werden. Bei Bedarf konnte die Extraktion
anstatt mit Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) auch mit Butanol durchgefiihrt werden. Hierzu
wurde die wassrige Phase nach der Phenol/Chloroform/lsoamylakohol (25:24:1) Extraktion
mit 7 Vol. Butanol versetzt, grundlich gemischt und zentrifugiert (5 min 13000 x g, RT).
Anschlief3end wurde die obere Butanol phase abgenommen. Die Extraktion mit Butanol hat
den Vorteil, dass hierdurch das Volumen der wéssrigen Phase verringert und die DNA somit

konzentriert werden kann.

2.2.3.7 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 anschlief3end mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
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versetzt. Nach dem Abkuhlen auf 50°C wurde die Agaroselésung in eine

Flachbettgel apperatur mit einem dartberhadngenden Taschenformer der erforderlichen Grolie
gegossen. Nach der Verfestigung des Gels konnte der Kamm vorsichtig herausgel 6st und das
Gel in einemit 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, Tlbingen, 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 lichtgeschiizt bei 4°C

2.2.3.8 SMART cDNA Synthese

Mittels der cDNA-Synthese nach der SMART (engl.: switch mechanism at 3'end of RNA
template) Technologie konnte die Information der mRNA in cDNA umgeschrieben werden,
wobei gleichzeitig eine Amplifikation des Ausgangsmaterials stattfand (Chan et a., 1997).
Hierbel wird mit einem speziellen cDNA-Synthese-Primer und einer Reversen Transkriptase
eine Erststrang cDNA synthetisiert, die am Ende drei Gberhangende Cytosine besitzt. Ein
SMART Oligonukleotid mit drei Guaninen am 3" Ende bindet die Uberhéngenden Cytosine
und die Reverse

Transkriptase synthetisiert das gesamte 5° Ende der cDNA. Durch den cDNA Synthese-
Primer und das SMART Oligonukleotid werden auf3erdem Anlagerungsstellen fir einen PCR-
Primer geschaffen. In einer anschlief3enden PCR-Reaktion kann die Erststrang cDNA
amplifiziert werden, so dass eine cDNA Population entsteht, die der Information der mRNA

entspricht. Um sicherzugehen, dass die Quantitdten der einzelnen mRNA s sich in der PCR-
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Reaktion nicht verandern, mul3 darauf geachtet werden, dass diese sich bis zum Abschluf3 der
Reaktion in der exponentiellen Phase befindet.

200 ng mRNA wurden in 3 Wl DEPC-H,0 verdinnt und mit 1 gl cDNA Synthese-Primer und
1yl SMART Oligonukleotid gemischt und 2 min bei 70 ° C inkubiert. Anschlief3end wurden
2 Wl 5x Erststrang-Puffer, 1 il 20 mM DTT, 1 Wl dNTP und 1 gl Superscript |1 Reverse
Transkriptase (GibcoBRL) zu dem Ansatz pipettiert und dieser fur 1 h bei 42°C in einem
Luftinkubator inkubiert. Der Ansatz wurde mit 120 pl TE-Puffer verdinnt und fir 7 min bel
70°C inkubiert. Anschlief3end konnte die fertige Erststrang cDNA bel -20°C gelagert
werden. FUr die PCR-Reaktion wurde ein Mastermix fir jeweils drei Reaktionen zu je 100 pl
pipettiert (siehe 2.2.3.14) und 4 pl der verdinnten Erststrang cDNA als Ausgangsmaterial
dazugemischt. Ein Ansatz diente dabei als Kontrolle, um die optimale Anzahl von
Amplifikationszyklen zu bestimmen. Alle drel Reaktionen wurden zunéchst fur 15 Zyklen (5
sec 95°C, 5 sec 65°C, 6 min 68°C) inkubiert. Zwel Proben wurden dann auf Eis gestellt. Aus
dem verbleibenden Ansatz wurden 15 pl fur die Analyse auf einem 1,2 % Agarosegel
entnommen und die restlichen 85 l fir 3 weitere PCR-Zyklen inkubiert. Wiederum wurden
15 ul fur die Analyse auf dem Agarosegel entnommen und drei weitere PCR-Zyklen
durchgefihrt. Diese Prozedur wurde wiederholt bis 24 PCR-Zyklen abgeschlossen waren. Die
entnommenen Proben wurden dann auf einem 1,2 % Agarosegel aufgetrennt, um die optimale
Zyklenzahl fur die PCR-Reaktion zu ermitteln. Ein hochmolekularer Schmier zeigt dabei an,
dass die PCR-Reaktion die exponentielle Phase verlassen hat. Die Anzahl der Zyklen wurde
daher so gewahlt, dass die PCR-Reaktion einen Zyklus vor dem Erreichen des Plateaus
beendigt wurde. Die PCR-Produkte wurden gemal3 2.2.3.9 aufgereinigt, vermessen und auf

einem Agarosegel analysiert.

2.2.3.9 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit oder des QIAEX Il Kit

(Qiagen, Hildesheim) Uber eine Silika-Matrix aufgereinigt . Durch Verwendung dieser
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Methoden konnten die PCR-Produkte sowohl von Salzen und Enzymen, als auch von DNA-
Fragmenten (< 100 bp) getrennt werden. Fir 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, wobel Enzyme und Salze durch abzentrifugieren und einen
anschlief3enden Waschschritt mit 0,75 ml PE-Puffer entfernt werden. Zur Elution der DNA
von der Séule wurden 50 I Elutions-Puffer auf die Silika-Membran pipettiert und die Saule
zentrifugiert (1 min, 13000 x g, RT). Bel Verwendung des QIAEX Il Kitswurde die
aufzureinigende Probe mit 3 Volumen QX 1-Puffer verdinnt und anschlief?end mit 10 pl
QIAEX Il-Losung 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
ermoglichen, wurde der Ansatz 10 min bei RT inkubiert und alle 2 min geschiittelt. Danach
wurde die Suspension zentrifugiert (30 sec., 13000 x g, RT) und der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde in 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 i
Elutionspuffer und einer folgenden 10 minttigen Inkubation bei RT, wobei die Suspension
alle 2 min geschtittelt 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.

PB-Puffer: keine Angaben der Herstellerfirma (Qiagen)

PE-Puffer: keine Angaben der Herstellerfirma (Qiagen)

QIAEX Il-L6sung: keine Angaben der Herstellerfirma (Qiagen)

Elutions-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
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2.2.3.10 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.

2.2.3.11 Plasmidisolierung in analytischen Mengen (Mini-Prapar 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-
Prép-Kits der Firma Qiagen (Hildesheim, D). In dem ersten Schritt erfolgt die alkalische 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 Bakterienstammem bei ca. 20 pug Plasmid-DNA. Die so gewonnene
DNA ist qualitativ fur den Verdau mit Restriktionsenzymen, fir Transformationen,

Ligationen und Sequenzierreaktionen geeignet.
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2.2.3.12 Ligation doppelstrangiger DNA

Doppel strangige PCR-Produkte wurden in den doppel stréngigen DNA-Vektor pCR®I1 aus
dem TA Cloning™ Kit (Invitrogen) ligiert. Hierbel wurde ein molares Vektor:Insert Verhaltnis
von 1:1 bis 1:3 gewdahlt. Um optimal e Ligationsraten zu erhalten, wurden ausschlief3ich
frische PCR-Produkte verwendet, da die Deoxyadenosinreste an den 3"-Enden degradieren
konnen. Die Ligation erfolgte in 10x Ligations-Puffer, wobei jeweils 50 ng des V ektors und

4 U T,-DNA-Ligase eingesetzt wurden. Der Reaktionsansatz besald ein Gesamtvolumen von
10 yl und wurde bei 14°C 0.N. inkubiert. Das entstehende zirkulére Produkt konnte direkt zur

Transformation kompetenter E. coli verwendet werden.

Ligations-Puffer (10x): keine Angaben der Herstellerfirma (Invitrogen)

2.2.3.13 Differentielles Screening

Im Anschluf3 an eine Subtraktive Hybridisierung (Diatchenko et al., 1996) stellt sich die
Frage, welche der angereicherten Gene fir die weitere Analyse ausgewahlt werden. Hierbel
ist zu beachten, dass sich in der subtrahierten Probe je nach eingesetztem Gewebe eine
bestimmte Anzahl von Falschpositiven Sequenzen befindet. Falschpositive Sequenzen kdnnen
durch ein Differentielles Screening identifiziert werden. Ein Vortell dieser Methode besteht
darin, dass eine subtrahierte cDNA Bibliothek durch “differentielles Screenen” beliebig oft
nach positiven Klonen durchsucht werden kann. Von der subtrahierten cDNA-Bibliothek
wurden 2 pl in One Shot™INFoF" kompetente Zellen transformiert und anschlief3end auf
Agarplatten ausplattiert. 94 weil3e Klone wurden zuféllig gepickt und inje 100 pl LB-Amp
Medium auf einer 96-well-plate 2 h bei 37°C geschittelt. Aufgrund der Subtraktiven
Hybridisierung tragen alle Genfragmente der subtrahierten Bibliothek am 3"'und 5" Ende
Adaptoren, die es ermdglichten, jedes Fragment unter Einsatz der nested Primer 1 und 2R zu

amplifizieren. Hierzu wurde ein Master-Mix (19 yl pro PCR-Reaktion) fir alle 94 Klone
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pipettiert, wobei ein einzelner PCR-Ansatz ein Gesamtvolumen von 20 pl besal3. Je 1 pl
Bakterienkultur wurde al's Ausgangsmaterial eingesetzt und mit 19 pl Master-Mix vermischt.
Die PCR-Reaktion wurde zuerst 30 s bei 94°C durchgefihrt um die Bakterien aufzubrechen,
anschlief3end folgten 23 Amplifikationszyklen (30 s 95°C, 3 min 68°C).

Je 5yl jedes PCR-Produkts wurde auf eine neue 96 well plate Ubertragen und mit 5
Denaturierungspuffer vermischt. Aus jedem well wurden danach je 1,5 il denaturierte PCR-
Fragmente entnommen und in identischer Weise auf zwei Nylonmembranen transferiert. Im
Anschluf3 daran wurden die Blots 2 min in Neutralisierungspuffer inkubiert und danach kurz
mit H,O gewaschen. Zuletzt wurde die DNA mit UV-Licht (UV Stratalinker, Stratagene;
autocrosslink, 120 mJ) auf der Membran fixiert. Die Membranen waren nun vorbereitet und
konnten bis zur Hybridisierung bei — 20 °C gelagert werden.

Anschlief?end wurde die cDNA von gestressten und naiven Mausen radioaktiv markiert.
Hierzu wurden je 100 ng cDNA mit H,O auf 9 pl aufgefillt, 8 min bei 95°C denaturiert und
dann auf Eis abgekihlt. Anschlief3end wurden pro Reaktion 3 pl ATP-Reaktionspuffer, 2 pl
Random Primer Mix, 5 il a-*P-dATP (3000 Ci/mmol) und 1 pl Klenow-Enzym (5 U/ul)
zugegeben und die Sonden 30 min bei 37°C markiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
5 Wl Stop-L6sung beendet. Die beiden markierten cDNA-Proben wurden tUber Sephadex G-50
Saulen aufgereinigt, um verbliebene Nukleotide abzutrennen. Anschlief3end wurde die
spezifische Aktivitét der Proben mit einem Szintillationszéhler bestimmt. Dazu wurde 2 x je 1
pl markierte Probe auf ein Filterpapier Uberfuhrt. Eines der Filterpapiere wurde jeweils 3 x

2 min mit 1 M Na,HPO,/NaH,PO, gewaschen. Danach wurde die FlUssigkeit aus beiden
Filterpapieren verdampft und im Szintillationszdhler (1209 Rackbeta, LKB Wallac)
gemessen. Die gemessene Radioaktivitét des ungewaschenen Filterpapiers stellte dabei die
Radioaktivitét der gereinigten Probe dar, wogegen auf dem gewaschenen Filterpapier
ausschliefdlich die Radioaktivitét der markierten Fragmente (ohne evtl. verbliebene freie
Nukleotide) gemessen wurde. Aus der Differenz der beiden Werte konnte auf die Effizienz

der Markierungsreaktion geschlossen werden.
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Fur die Hybridisierung der PCR-Fragmente auf den beiden Nitrozellulose-Membranen mit
den radioaktiv markierten Proben, wurde pro Membran 100 pl 20 x SSC mit 100 pl einer
Block-L6sung 5 min gekocht, auf Eis abgekuhlt und mit 10 ml auf 68°C erwarmter
ExpressHyb-Hybridisierungsl dsung (Clontech) gemischt. Jede der beiden Membranen wurde
dann mit dieser Hybridisierungsiésung je 40 min bei 72°C in einem Hybridisierungsrollchen
unter konstanter Bewegung prahybridisiert.

AnschlieRend wurde je 10" CPM der markierten Proben mit jeweils 50 pl 20 x SSC und 50 pi
Block-L 6sung versetzt, 5 min gekocht und dann auf Eis abgeschreckt. Ohne die Membran
direkt zu bertihren wurden die denaturierten Proben in die entsprechenden
Hybridisierungsréllchen gegeben und die Hybridisierung bei 72°C tber Nacht fortgefthrt.
Am nédchsten Tag wurden die Membren 4x 20 min mit niedrigstringentem Puffer bei 68°C
und danach 2 x 20 min bei 68°C mit hochstringentem Puffer gewaschen. Zur Detektion der
radioaktiven Signale wurden die Membranen mit dem BAS-Reader (BA S2000, Fujix)
vermessen. Der Vergleich der Signalintensitéten der entsprechenden Klone auf beiden

Membranen wurde mit dem Programm Tina 2.09 ausgefuhrt.

ATP-Resaktionspuffer: 333 mM Tris/HCI pH 8.0, 33.3 mM MgCl,, 10 mM 2-Mercapto-
ethanol, 170 uM dCTP, 170 pM dGTP, 170 uM dTTP

Random Primer Mix: 0.9 mg/ml Random nonamers, 50 mM Tris/HCI pH 7.0, 10 mM MgCl,,
1 mM DTT, 50 ug/ml BSA

Stop-L6sung: 0.1 M EDTA, 500 pg/ml Hefe-tRNA

Denaturierungspuffer: 0.6 N NaOH, frisch angesetzt

Neutralisierungspuffer: 0.5 M Tris/HCI pH 7.5

ExpressHyb-Hybridisierungslésung: keine Angaben der Herstellerfirma (Clontech)
niedrigstringenter Puffer: 2x SSC, 0.5% SDS

hochstringenter Puffer: 0.2x SSC, 0.5% SDS

Block-L6sung: 10 mg/ml gescherte Herings-Spermien-DNA, 0.3 mg/ml Oligonukleotide
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2.2.3.14 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
konnen 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 komplementar 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 gewdahrleisten, 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-Reaktionsgefalen in 20-100 pl-Ansétzen
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 uM) 1l

10 x Puffer 3u

dNTP-Mix (10 mM) 0,5 ul

Tag-Polymerase 05-1y

zu amplifiziernde DNA 20-100ngin 2 pl
add 30 yl H,O

Fur alle PCR-Reaktionen wurde ein hot start durchgefihrt, 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 fur 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.

Bei der Erstellung der Primer wurde darauf geachtet, dass die Primer wenig Méglichkeiten

zur Sekundarstrukturausbildung hatten und der G/C-Gehalt tber 50% lag.
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Tab.2.1: Verwendete Primer

Primer Sequenz

G3PDH 3 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3

G3PDH 5 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3

SMART Il Oligo- 5AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG-3
Nukleotid

SMART-cDNA Synthese
Primer

5AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACT (30)N -1 N-3

SMART-PCR Primer

5-AAGCAGTGGTAACAACGCAGGT-3

cDNA-Synthese Primer

S5-TTTTGTACAAGCTT( 30)-N1-N-3'

3’RACE-cDNA-
Synthese Primer

5-AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC(T)30N -1
N=3'

3’RACE-Primer-Mix

S—CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAA
CAACGCAGAGT-3
S—CTAATACGACTCACTATAGGGC-3

nested Primer 1 5 -TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3
nested Primer 2R 5-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3
AG6RACE 5-TGGGGTAAGAGGCATGAACTGGGTT-3
CDK5 UP 5-GATGACGATGAGGGTGTGCCAAGTT-3
CDK5 LOW 5-ACATCATTGCCAGGGAAGAGAGGTC-3
A61UP 5-TCAAACATGGCAACGGCAGCAAGC-3
A61LOW 5-GTCATAGTAGGTTCATCCCCAGGT-3
A62UP 5-AGGGGTGTAGGGAAGTGAGAATGGA-3
A62LOW 5-TGGAACAATCTGGAAGGGGTGAGGA-3
A6 3 UP 5-CTTCTCCCTTTGTGCTTTCCCGTGA-3
A6 3LOW 5-CTGACCCTACCCCACTAATGACCAT-3
A64UP 5-TCCCTTCCAAAGACCAATACCCACC-3
A64LOW 5-CCTGCTGGCTCCTCTTCTCTGTTCCTTT-3
A65UP 5-TTCCCACAAAGCCCCACAAAGCCAA-3
A65LOW 5-GCATGTTGCTTCTTCCGGAGTGTGT-3
A6 6 UP 5-CCTTCGGAAAAACAGTCAGTGCTCG-3

A66LOW

5-GGCACGAGATGTGGTATGAGCAGGA-3
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2.2.3.15 Durchfuhrung einer semiquantitativen PCR

Durch semiquantitative PCR kdnnen K onzentrationsunterschiede eines PCR-Fragmentesin
verschiedenen Reaktionsansatzen bestimmt werden. Der Vergleich von PCR-Produkten ist
madglich, wenn die Amplifikationskurven der entsprechenden PCR’s parallel verlaufen, d.h.
sich in der linearen Phase befinden und die Reaktionen gleiche Effizienz aufweisen (Kohler,
1995). Die Identifikation von gelel ektrophoretisch aufgetrennten PCR-Fragmenten im
linearen Bereich erfolgte Uber Intensitétsbestimmung der Banden bel jeweils
unterschiedlichen Zyklenzahlen. Aus den Konzentrationsunterschieden der PCR-Fragmente
liefd sich dann auf Mengenunterschiede eines bestimmten Ausgangsproduktes riickschlief3en.
Die Auswertung und I ntensitatsbestimmung gel elektrophoretisch aufgetrennter PCR-

Fragmente erfolgte mit dem Programm WINCAM 2.2.

2.2.3.16 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Kettenabbruchmethode mit
Didesoxynukleotiden (Sanger et al., 1977). Bei 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 (dNTP'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
eingebaut werden, entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange. Diese kdnnen in

einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt werden. Fir die Sequenzanalyse wurde
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ein 373A-Sequenzier-Gerét (Applied Biosystems) und fir die jeweilige PCR-Reaktion das
ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems)
verwendet. Der Sequenziermix enthdt 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
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 (nested Primerl bzw.
nested Primer2, spezifische Primer) und 4 yl Terminator Ready Reaction-Mix eingesetzt und
mit Wasser auf 20 pl aufgefillt. Die Sequenzierreaktion fand in enem Thermocycler unter

folgenden Bedingungen statt:

5min 95°C

30 Zyklen:

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

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.

2.2.3.17 SMART 3'RACE PCR Amplifikation

Die SMART RACE PCR Reaktion (Clontech) dient dazu, ausgehend von einer bekannten

Sequenz (Minimum 30 bp) die entsprechende vollstdndige cDNA Sequenz aus einer cDNA

Population zu klonieren. Grundlage hierfir ist eine cDNA Synthese mit einem cDNA-
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Synthese-Primer, der die eine Anlagerungssequenz flr den Primer der spéteren 3'RACE PCR
Reaktion einfuhrt. In Verbindung mit genspezifischen Primern kann nun durch eine 3°
RACE-PCR Reaktion das 3"Ende der cDNA amplifiziert werden. Fir die 3'RACE wurden
500 ng mMRNA auf ein Volumen von 4 pl verdinnt und mit 1 pl 3'cDNA Synthese-Primer
versetzt. Die Proben wurden 2 min bel 70°C inkubiert, auf Eis abgeschreckt und anschlief3end
jeweilsmit 2 pl 5 x Erststrangpuffer, 1yl DTT (10 mM), 1 Wl dNTP-Mix und 1
Superscript |1 Reverse Transkriptase (GibcoBRL) gemischt. Die Erststrang cDNA-Synthese
erfolgte fur 1,5 Std. bei 42 ° C in einem Luftinkubator. Hiernach wurden die Proben mit 180
pl Tricine-EDTA Puffer verdinnt, 7 min bei 72°C inkubiert und konnten anschlief3end bei
-20°C aufbewahrt werden. Fir die Amplifikation der 3° Enden wurde ein Mastermix fir
jeweils 50 Yl gemaR 2.2.3.16 pipettiert und mit 2,5 pl 3" Erststrang cDNA und den
entsprechenden Primern versetzt. Um die Spezifitdt der Amplifikation zu erhéhen wurde eine

touchdown PCR durchgefiihrt. Die Bedingungen sind im folgenden dargestellt.

5 Zyklen: 94°C 30 sec; 72°C 3 min
5 Zyklen: 94°C 30 sec; 70°C 30 sec, 72°C 3 min
27 Zyklen: 94°C 30 sec; 68°C 30 sec, 72°C 3 min

Dem Reaktionsansatz wurde danach 1 pl entnommen mit 49 pl Mastermix vermischt und
erneut fur 35 Zyklen (94°C 30 sec; 68°C 30 sec, 72°C 3 min) inkubiert.
Die erhaltenen Fragmente wurden auf einem 1,2 % Agarosegel aufgetrennt und unter UV-

Licht dokumentiert.
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2.2.3.18 Auftrennen von RNA in einem 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.

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 pg/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.

Sollten die Gele zu analytischen Zwecken genutzt werden, wurde den Proben nach der
Hitzeinkubation bei 65°C noch 2 Yl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugesetzt, so dass die

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
zufigen und mit DEPC-H,0 auf entsprechendes Volumen auffullen.

Lauf-Puffer: 1x Mops-Puffer
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2.2.3.19 RNA Markierung mit Digoxigenin-UTP durch

in vitro Transkription

DIG markierte, einzelstrangige RNA-Proben wurden durch in vitro Transkription der
"Template DNA" mit DIG-UTP und der SP6 bzw. T7 RNA Polymerase mittels des "DIG
RNA Labeling Kit" (Hoffmann La Roche, Basle, CH) hergestellt.

Hierzu wurde die "Template DNA" in den pCR®II Vektor kloniert und anschlief3end deren
Orientierung bestimmt. Hierbel wurde unterschieden, ob die "Template DNA" in gleicher oder
entgegengesetzter Orientierung wie das lacZ Gen vorlag. Nachfolgend wurde das Plasmid mit
einem geeigneten Restriktionsenzym geschnitten, so dass die in vitro Transkription jewells
nach der Schnittstelle abbricht, weshalb man auch von "run off" Transkription spricht. In
dieser Arbeit lag die CDK5 Sequenz in gleicher Orientierung wie das lacZ Gen vor. Der
Vektor wurde mit den Restriktionsendonukleasen EcCoRV oder Spel geschnitten. Durchin
vitro Transkription konnte dann mittels der SP6 RNA Polymerase die Anti-sense Sonde und
unter Verwendung der T7 RNA Polymerase die Sense-Sonde synthetisiert werden.

Ein Reaktionsansatz sah wie folgt aus:

1 pg gereinigte, linearisierte "Template DNA™
2 4l 10 x NTP Mix (chne UTP)
1 pl RNase Inhibitor

2 Wl RNA Polymerase (T7 oder SP6)

Der Ansatz wurde fur 2 h bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wurden 2 1l DNasel zugegeben
und die Inkubation fir weitere 15 min bel 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
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inkubiert. Die Inkubationszeit richtete sich nach der Lange der Sonde und wurde nach
folgender Formel berechnet:

t(min) = LsLe/K X LgXLg

wobel gilt: Lg = Ausgangslange der Sonde in 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.

2.2.3.20In situ Hybridisierung

Nach Beendigung des jeweiligen Versuchs wurde den Tieren das Gehirn entnommen und in
flissigem Stickstoff eingefroren. Mittels eines Mikrotoms wurden die Hirne anschlief3end bei
-20°C in 20 pM 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 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 Pre-Hybridisierung erfolgte durch eine vierstiindige Inkubation der Objekttrager in
Hybridisierungspuffer. Hierzu wurden die Objekttréger zusammen mit eéinemin
Formaldehyd/5xSSC (1:1) Filterpapier in eine Petrischale gelegt, 150 pli
Hybridisierungspuffer auf die Schnitte gegeben und die Objekttrager anschlief3end mit
sterilem Parafilm abgedeckt. Die Petrischale wurde verschlossen und mit Parafilm
abgedichtet. Zur Hybridisierung wurde die Anti-sense- bzw. Sense-Sonde in
Hybridisierungspuffer verdinnt (1:20-1:100) und analog zur Pre-Hybridisierung auf die
Schnitte gegeben. Die Inkubation wurde fur 16-18 h bei 48°C durchgefihrt. Anschlief3end
wurden die Objekttréager 30 min bei 37°C mit RNaseA (50pg/ml) behandelt und danach
jeweils10 minin 2 x SCC (RT) und 0,2 x SSC (58°C) gewaschen und schliefdlich fur 1h mit
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Block-Puffer inkubiert. Im Folgenden wurde der mit alkaliner Phosphatase konjugierte Anti-
DIG Antikorper 1:2000 in Block-Puffer verdinnt und fir 1 h zu den Schnitten gegeben.
Abschlief?end wurden die Objekttréger mehrmals mit Entwicklungspuffer gewaschen und
danach fur 12-16 h lichtgeschtizt mit BCIP/NBT inkubiert, bis ein ausreichendes Signal zu

beobachten war.

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 Maleinsaure, 1% Blocking Reagenz (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

2.2.3.21 Markierung von DNA-Sonden mit a-[*P] dATP

Zur radioaktiven Markierung von DNA-Sonden wurde der Prime-It |1 Random Primer
Labeling Kit (Stratagene) verwendet. Dabei werden zuféllig konstruierte (random) 9-mer
Primer eingesetzt, die sich an unterschiedlichen Stellen der DNA-Matrize (Sonde) anlagern.
Der gebildete Primer-Matrizen-Komplex stellt ein geeignetes Substrat fur das Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase | dar. Dieses Enzym synthetisiert DNA-Molekuile durch
Einflgen von dNTP s an das freie 3'-OH Ende der angelagerten Primer. Ihre radioaktive
Markierung erhélt die neusynthetisierte DNA-Sonde durch den Austausch eines
nichtradioaktiv markierten Nukleotids mit einem radioaktiv markierten, z.B. **P-dATP. Fur
die Markierung wurden 25 ng DNA-Sonde mit sterilem H,O auf ein Volumen von 26
aufgefllt, mit 10 pl random Primer vermischt und 5 min bei 100°C in einem kochenden

Wasserbad denaturiert. Wahrend der anschlief3enden 10 min Inkubation bel 37°C konnten die
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Primer an die DNA binden. Dem Reaktionsansatz wurden danach 10 gl 5x dATP-Puffer, 5 l
o-*P dATP (3000 Ci/mmol) und 1ul Exo(-) Klenow-Enzym (5 U/ul) zugefiigt. Die Synthese
verlief 15 min bei 37°C und wurde durch Zugabe von 48 ul TE beendet. Die markierte Sonde
wurde danach tiber Sephadex G-50 Saulen aufgereinigt (Zentrifugation: Beckman-
Tischkuhlzentrifuge GPR 1000 x g, 2 min, RT). Die Effizienz der Markierung wurde wiein
2.2.3.18 beschrieben analysiert,

5x dATP-Puffer: 0.1 mM dCTP, 0.1 mM dGTP, 0.1 mM dTTP, gepufferte wéldrige L6sung

2.2.3.22 I solierung von cytoplasmatischen Proteinen aus Hir ngewebe

Der isolierte Hippokampus jeweils einer Maus wurde in 400 yl Extraktions-Puffer
aufgenommen und mit einer Schere zu feinen Gewebestiicken zerkleinert. Die
Gewebesuspension wurde 5 min bei 98°C inkubiert, 20 sec in einem Wasserbad sonifiziert
und anschlieffend 10 min zentrifugiert (4°C; 10000 x g). Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal3 tberfuhrt und stellte den Proteinextrakt dar. Sollten Proteine aus dem Septum
isoliert werden, wurde das entsprechende Gewebe in 50 Yl Extraktions-Puffer aufgenommen,

wogegen bei der Herstellung von septo-hippokampalen Extrakten 450 pl verwendet wurden.

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

2.2.3.23 Isolierung von nativen cytoplasmatischen Proteinen aus Hirngewebe

Native Proteine wurden isoliert, wenn in weiterf ihrenden Experimenten

I mmunoprézi pitationen durchgefiihrt oder Kinaseaktivitéten gemessen werden sollten. Hierzu
wurde der Hippokampus je einer Maus in 400 pl RIPA-Puffer aufgenommen, mit einer Schere
zu feinen Gewebestticken zerkleinert, 15 min bei 4°C inkubiert und anschlief3end

zentrifugiert (14000 x g). Das Septum wurde entsprechend in 50 pl bzw. Hippokampus und



Material und Methoden 50

Septum in 450 pl aufgenommen. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt

und stellte den Prote nextrakt 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 Na3V 04 und 1mM NaF zugesetzt um

endogenen Proteasen und Phosphatasen zu inhibieren.

2.2.3.24 1 solierung von Kernproteinen aus Hirngewebe

Ausinsgesamt 5 Mausen wurde der Hippokampus oder Hippokampus und Septum isoliert, in
zunachst 1,5 ml Puffer A aufgenommen und mit einem Polytron homogenisiert.
Anschlief3end wurden 4,5 ml Puffer A zugesetzt und das Lysat fur 10 min zentrifugiert (4°C,
2300 x g). Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 5 ml Puffer A/ 40ul NP 40
resuspendiert und erneut fir 10 min zentrifugiert (4°C, 2300 x g). Der Uberstand wurde
erneut verworfen, das Sediment in 50 pl Puffer B geldst und mit einem Potter homogenisiert.
Der Potter wurde mit gesamt 70 yl Puffer B ausgespiilt und die insgesamt 120 pl Lysatinein
neues Reaktionsgefal’ Uberfihrt, 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 Reaktionsgefal

Uberfihrt.

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

Puffer B: 150 uM HEPES, 0,4 M NaCl, 100 uM EDTA, 100 uM EGTA, 50 pM 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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2.2.3.25 Vermessung von Proteinen

Der Proteingehalt der Extrakte wurde Giber 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 Wl Férbel6sung wurde die L6sung gut gemischt und 5 min bel RT inkubiert. Als Leerwert
wurden 800 il 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.

2.2.3.26 Immunopr &zipitation von Proteinen

Durch Immunoprézipitation wurden Proteine mittels spezifischer Antikorper aus dem
Proteingemisch eines Zelllysates isoliert. Hierzu wurden 0,1 - 0,5 mg Gesamtprotein mit 2 ug
des entsprechenden Antikorpers vermischt und fiir 1 h bei 4°C in einem Uberkopfroller
inkubiert. Anschlief3end wurden 50 I magnetisch markierte ProteinA oder ProteinB
Microbeads (Milteny Biotec) zugegeben und das Gemisch fur 30 min auf Eisinkubiert.
ProteinA Microbeads wurden verwendet, wenn der spezifische Antikorper in der Maus
hergestellt wurde. ProteinB Microbeads kamen dagegen zur Anwendung, wenn der
verwendete spezifische Antikorper aus einem Kaninchen stammte. Im Anschlul® wurde das
Gemisch auf eine uMacs Saule (Milteny Biotec) gegeben, die sich in eéinem magnetischen
Seperator befand und zuvor mit 100 Wl Lysispuffer aquilibriert wurde. Die Séule wurde im
folgenden 3 x mit Lysispuffer und 4 x mit Waschpuffer gewaschen. Die immunoprézipitierten
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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2.2.3.27 Bestimmung der Cdk5 Kinaseaktivitat

Um die Kinaseaktivitat von Cdk5 zu bestimmen, wurden zunéachst native Proteine aus
entsprechenden Tieren isoliert und anschliefRend Cdk5 immunoprézipitiert. Allerdings wurde
der Cdk5 Komplex nicht von der pMacs Saule eluiert, sondern 2 x mit Kinasepuffer
gewaschen. Da das Ausschluf3volumen der Saule 25 pl betrug wurden 2 x je 25 pl
Reaktionspuffer auf die Sdule gegeben und jeweils 15 min bel 30°C inkubiert. Der
Reaktionspuffer enthielt neben radioaktiv markierten ATP auch das Cdk5 Substrat Histon H1.
Abschlief3end wurde die Sdule nochmals mit 25 pl Reaktionspuffer gewaschen, um insgesamt
50 - phosphoryliertes Substrat-Eluat zu erhalten. Dieses Eluat wurde dann auf einem 12,5 %
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch Autoradiographie analysiert Die
Quantifizierung des radioaktiven Histon H1 Signals wurde entweder densiometrisch, oder
durch flussige Scintillationsmessung bestimmt. Fir L etztere wurde das Gel zunachst mit
Coomassie geférbt, die korrespondierenden Histon H1 Banden aus dem Gel herausgeschnitten

und im Scintill ationszahl er vermessen.

Kinasepuffer: 50 mM Tris, 2.5 mM MgCl,, 1 mM EGTA, pH 7.4

Reaktionspuffer: Kinasepuffer mit 5ug Histon H1, 5 pCi [y-p32]-ATP

2.2.3.28 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophor 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. Das Gel bestand aus zwel Gelphasen, einem Sammel- und einem
Trenngel. Das Sammelgel hat im Gegensatz zum Trenngel einen sehr grol3en Porenabstand

und einen niedrigen pH-Wert, um die Proteinproben zunéchst zu konzentrieren, bevor sieim
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Trenngel aufgetrennt werden. Zunéchst wurde das Trenngel in eine Gelapparatur (BioRad,
Minchen, D) gegossen und mit H,O Uberschichtet, um eine glatte Oberfléche zu erhalten.
Nachdem das Trenngel polymerisiert war wurde das H,O abgenommen und das Sammelgel in
die Gelapparatur gegeben. In das noch flissige Sammelgel wurde ein Taschenformer
erforderlicher Grof3e gesteckt und nach dem Polymerisieren wieder herausgezogen. Die
Stromstérke wahrend der Elektrophorese betrug im Sammelgel 15 mA und im Trenngel 30

mA pro Gel. Es wurden sowohl 10 %, als auch 12,5 % Gele verwendet.

2 Sammelgele

30 % Acrylamid-Ldsung ( ml) 0,97
Tris/SDS-Puffer, pH 6,8 (ml) 1,87
H,O (ml) 4,37
APS (ul) 37
TEMED (ul) 10
2 Trenngele 10 % 15%
30 % Acrylamid-L6sung ( ml) 3.8 5,6
Tris/SDS-Puffer, pH 8,8 (ml) 2,8 2,8
H,O (ml) 4,7 2,8
APS (ul) 50 40
TEMED (ul) 8 8
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2.2.3.29 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembr anen

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mit Antikorpern zu detektieren, muf3ten 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 Porengrélie 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
Filterpapiere daraufgelegt. Den Abschluf3 bildeten drei in Anodenpuffer All gewaschene
Filterpapiere. Damit die stark hydrophobe PV DF-Membran benetzt werden konnte, mufite 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 B-Amino-n-Capronat, 20 % (v/v) Methanol, pH

94

2.2.3.30 Immunologische Detektion von Proteinen auf PVDF-Membranen

(Western Blot)

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

Alle Inkubationen wurden bei RT auf dem Schittler durchgeftihrt. Fir die Inkubationen mit
der Antikorperlésung, dem Nitroblock |1, sowie dem Substrat wurde die Membran in eine

Polyethylenfolie eingeschweildt. Bei der Verwendung grof3erer Volumina der L ésungen (ca.
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40 ml) wurden die Schritte in einer Plastikschale (11 cmx 11 cmx 5cm, L x B x H)
durchgefiihrt. Die angegebenen Volumina beziehen sich jeweils auf eine Membran.

Um die Positionen der Markerbanden festzustellen wurde die PVDF-Membran zunéachst 10
min mit Ponceau S-Farbel 6sung inkubiert und anschlief3end 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.

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 verdiinnt und 30 min inkubiert. Nach 3 x 10
min in Blockierungspuffer und 2 x 5 min in Assaypuffer wurde die Membran fir 5minin 5
ml Nitroblock 11-L6sung inkubiert. Nach dem Waschen der Membran fir 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

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

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

2.2.3.31 Immunohistochemie

2.2.3.31.1 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 das linke
Ventrikel zur Einleitung der Perfusionsldsungen und das rechte Atrium zum Auslauf
eingeschnitten. Nachdem die Perfusionskantle eingefihrt war, wurden Uber eine
Peristaltikpumpe zuerst ca. 50 ml PB-Puffer (4°C) zum Auswaschen des Blutes und
anschlief3end ca. 100 ml PFA-Ldsung (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-L6sung 48 h bei 4°C inkubiert. Danach folgten jeweils 24 h
dauernde Inkubationen in 10 %, 20 % und 30 % (w/v) Saccharosel Gsungen.

Avertin: 1,4 % (w/v) Tribromethanol, 1,4 % Amylalkohol in Wasser gut schitteln; 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-LOsung: 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

30 % (w/v) Saccharosel sung: 30 % (w/v) Saccharose in PB-Puffer
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2.2.3.31.2 Hirnschnitte

Um die Gehirne zu schneiden, wurden siein fliissigem Stickstoff tiefgefroren und mit
Einbettmedium Uberschichtet. Mit einem Mikrotom wurden 50 um dicke Frontal schnitte
angefertigt, die in 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 KCl und 137 mM NaCl, 0,4 pg/ml Methiolat (pH
7,4)

2.2.3.31.3 Immundetektion

Alle Schritte wurden, wenn nicht anders erwahnt, bel RT auf dem Schittler in
Zdllkulturplatten mit 24 Vertiefungen durchgefuhrt. Eine Vertiefung enthielt 3 bis 6 Schnitte
und wurde mit 0,5 -1 ml der jeweiligen Losung aufgefillt. 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 schliefdich 2-6 h
mit Séttigungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikorper zu verringern.
Dann wurden die Schnitte mit einer geeigneten Verdiunnung des 1. Antikorpers 24-72 h bel 4
°C inkubiert, anschlief3end 3 x 10 min mit Waschpuffer gewaschen und 1 h mit dem
biotinylierten 2. Antikorper bei RT inkubiert. Zum Schlufd wurden die Schnitte 1 h mit dem
ABC-Komplex inkubiert, 3 mal mit PBS-Puffer gewaschen und dann mit DAB-L 6sung
geférbt, bis ein guter Farbkontrast zum Hintergrund sichtbar wurde. Die Farbreaktion wurde

durch zweimaliges Waschen in PBS-Puffer gestoppt.

Sattigungspuffer: 5 % (v/v) Ziegenserum, 0,3 % TX-100in 0,01 M PBS
TBS-Puffer: 0,2 % (w/v) TX-100in 0,01 PBS
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AK-Losung: 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) Reagenz A, 1 % (v/v) Reagenz B, 5 % (v/v)
Ziegenserum, 0,3 % (v/v) TX-100in 0,01 M PBS

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

2.2.3.31.4 Immunodetektion mit 2 Antikdr pern (Doppelfarbung)

Mittels der Doppelfarbung konnten zwei verschiedene Proteine im selben Schnitt
immunol ogisch detektiert werden. Hierzu wurde das TSA ™Flurescence 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)

Die Detektion wird durch die Tatsache ermdglicht, das die Fluorophore sich an die Peroxidase
anlagern und die Schnitte anschlief3end mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden
konnen. Zunachst wurden die Schnitte wie unter 2.2.3.31.3 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
Zdlkulturplatten 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 S&ttigungspuffer
inkubiert. Dann wurden die Schnitte mit einer geeigneten Verdinnung des 1. Antikorpers fur

das 2. zu detektierende Protein 24-72 h bei 4 °C inkubiert, anschlief3end 3 x 10 min mit
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Waschpuffer gewaschen und 2 h mit dem 2. Antikorper (1:25) bel 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, anschlieffend erneut 3 x mit PBS gewaschen, auf
Objektrager aufgezogen und fur die Mikroskopie in Vectashield® (Vector) Aufziehmedium

eingebettet.

2.2.3.31.5 Mikroskopie

Die Schnitte wurden zum Betrachten unter dem Mikroskop auf Objekttrager transferiert. Dazu
wurden sie erst in einer Petrischale in 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 fur jeweils 1 min in 100
% Xylol getaucht und mit einem nicht-wassrigen Eindeckmedium die Deckglé&ser auf dem
Objekttréger befestigt. Nach 24 h waren sie getrocknet und konnten unter dem Mikroskop
betrachtet werden. Das Mikroskop war mit einer Kamera ausgestattet, die die Daten zu einem
Computer transferierte, mit welchem 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
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2.2.3.32 Verhaltensexperimente

Die Verhaltensexperimente wurden mit einem computerunterstiitzten
Furchtkonditionierungssystem der Firma TSE ausgefihrt. Dabei wurden die Mausein 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 Stébe 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 ausgewaschen, um den Geruch der
Mé&use aus vorangegangenen Experimenten zu neutralisieren.

Die Kammer befand sich in einem Plastikgehause 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.

2.2.3.32.1 Kontextabhangige Fur chtkonditionierung

Hierzu wurden die Mause 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 Ful3schock (S) mit der Intensitét von 0,7 mA. Danach wurden die
Mause zurtick in ihren K&fig gesetzt. Der Gedachtnistest wurde 24 h spéter durchgefihrt,
indem die Tiere erneut fir 180 sin die Trainingsbox gesetzt wurden.

Als Mal fur konditionierte Furcht wurde wahrend dieses Zeitintervalls jede 10 s (18 mal in
180 s) dokumentiert, ob die Tiere erstarren. Erstarrung ist definiert als das Fehlen jeder
Bewegung auf3er Atmung und Herzschlag und ist ein angeborenes Verhalten, das Méuse
zeigen, die Furcht haben. Die Messungen wurden von zwei geschulten Beobachtern
durchgefihrt, von denen einer nicht in das jeweilige Experiment eingeweiht war. Die
Erstarrung, als Mal3 fur Gedéchtniskonsolidierung, wurde dabel als Prozentwert, beztiglich

aller 18 Beobachtungen wahrend des Gedachtnistest angegeben.
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Sollte den Tieren nach dem Training fur weiterfiihrende Experimente das Septum oder der
Hippokampus entnommen werden, wurden folgende Kontrollgruppen eingefthrt, die nicht zu
assoziativem Lernen fuhren (siehe auch Einleitung 1.2):

naive Gruppe (N, keine Behandlung), kontextstimulierte Gruppe (K, 180 s dem Kontext
ausgesetzt ohne Elektroschock) und schock-kontextstimulierte Gruppe (S/K, zuerst 2 s
elektrischer Schock und anschlief3end 180 sim Kontext) .

2.2.3.32.2 Kontext- und Tonabhangige Fur chtkonditionierung

Hierzu wurden die Tiere wie bei der kontextabhangigen Furchtkonditionierung jeweils 180 s
lang in die Trainingskammer (Kontext) gesetzt, darauf folgte zunéchst fir 30 sein Ton (10
kHz, 75 dB SPL) und direkt danach ein 2 s dauernder elektrischer Ful3schock (S) mit der
Intensitét von 0,7 mA.

Der kontextuelle Gedachtnistest wurde 24 h spéter wie beschrieben durchgefihrt, indem die
Tiere erneut fur 180 sin die Trainingsbox gesetzt wurden.

Um das tonabhangige, assoziative Lernen zu analysieren wurden die Tiere im Anschluf3 fur
320 sin eine zweite Kammer (Plexiglaskammer 35 cm x 20 cm x 20 cm, Lange x Breite x
Hohe) gesetzt, die sich von der Trainingskammer durch das Fehlen des Bodengitters
unterschied. Zudem wurde diese Kammer (Neue Kammer) nicht mit Ethanol, sondern mit 1%
Essigsaure ausgewischt. Nach 180 swurde fur die verbleibenden 180 s erneut der Ton
prasentiert. Wahrend dieser Zeit wurde das Erstarren wie beschrieben (2.2.3.32.1)

dokumentiert und analysiert.

2.2.3.32.3 Extinktion der konditionierten Furcht

Um eine Extinktion der konditionierten Furcht zu erreichen (siehe 1.2.1), wurden die Tiere an

4-5 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils dem konditionierten Reiz in Form eines

Gedachtnistests ausgesetzt, d.h. die Tiere wurden jeweils fir 3 min in den Kontext gesetzt,
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worauf fir 30 sder Ton erklang, jedoch kein Elektroschock folgte. Der Versuch wurde
beendet, wenn das Erstarren sich signifikant von dem Wert des ersten Gedéchtnistests
unterschied. Das Nachlassen des aversiven Verhaltensin Form des Erstarrens wurde als

Extinktion gewertet.

2.2.3.32.4 Erhohter -Plus-L abyrinth Test

Um Angst von Nagetieren experimentell messen zu kdnnen, wurden verschiedene Tests
entwickelt. Dabei findet der Erhohter-Plus-Labyrinth Test am haufigsten Anwendung, da er
einfach durchzufihren ist und zudem erlaubt, Angst in verschiedener Intensitdt zu
unterscheiden (Lister, 1987, Rodgers und Johnson, 1995). Die Versuchsapparatur besteht aus
einer erh6hten Plus-formigen Plattform, wovon zwei Arme durch Seitenwénde geschlossen
und die anderen beiden Arme offen sind. Hierbel wird der Aufenthalt in den geschlossenen
Armen als Angst gewertet.

Die Versuchstiere wurden zu Beginn des Test in die Mitte der Versuchsapparatur gesetzt und
deren Verhalten mittels eines computerunterstiitzten Videosystems fir 5 min analysiert.
Anschlief?end wurde die in den offenen Armen verbrachte Zeit, die Anzahl der Eintrittein die

offenen Arme und die insgesamt zurtickgel egte Distanz analysiert und statistisch ausgewertet.

2.2.3.33 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit der Varianzanalyse (ANOVA) des
Statistikprogramms Statview 4.51. Als post hoc-Test zur Bestimmung der Signifikanzen
wurde der Student”st-Test, mit nachfolgendem Scheffe’s Test verwendet. Als signifikant
wurden Daten gewertet, bei denen fur die Irrtumswahrscheinlichkeit (p), p < 0,05 galt. Alle

Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler (S.F.) angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Nach einstiindigem I mmobilisationsstr ess differentiell exprimierte
Sequenzen deslateralen Septum: Auswahl geeigneter Kandidaten fir

dieweitere Analyse

In vorangegangenen Arbeiten wurde mittels Subtraktiver Hybridisierung nach Genen gesucht, diein
Balb/c Méausen durch einen einstiindigen |mmobilisationsstress induziert werden konnten (Fischer,
2000). Der Vorteil dieser Methode liegt darin begriindet, dal3 eine einmal angelegte subtrahierte
cDNA Bibliothek im Weiteren beliebig oft durch "differentielles Screening" analysiert werden kann
(siehe 2.2.3.13). Neben bereits beschriebenen Sequenzen (Fischer, 2000) konnten so weitere
Fragmente bisher unbekannter, als auch bekannter Gene, wie z.B. die fir Transkriptionsfaktoren
codierenden Gene c-Fos und zif268 (Egr-1, Knox-24) isoliert werden. Ein 302 bp grofies
Genfragmente (siehe Anhang 7.1) wurde durch Sequenzvergleich mit der Datenbank (GenBank
Database, basic logical alignment tool fileserver) als Gen fur die Cyklin-abhangige Kinase 5 (Cdk5,
engl.: cycline dependent kinase 5) identifiziert. Aufgrund des stéandig wachsenden Umfangs der
GenBank Datenbank, konnten durch Sequenzvergleicheim Verlauf der vorliegenden Arbeit auch
weitere Sequenzen, entsprechenden Genen zugeordnet werden (Tab.3.1). Bei der Auswahl der
Kandidaten, die sich fir eine weitere Analyse anboten, wurden zunéchst die bereits
charakterisierten Gene gewahlt, dain diesen Féllen entsprechende Antikorper verfligbar waren, die
es ermdglichten unmittelbar die Produktion des entsprechenden Proteins zu analysieren. Dieses
waren zu Beginn dieser Arbeit die Gene fur CDKS5, cFOS und EGR-1. Es wurde entschieden zuerst
CDKS5 weitergehend zu untersuchen, da diesesim Gegensatz zu cFOS (Radulovic et al., 1998;
Morrow et al., 1999) und EGR-1 (Tischmeyer und Grimm, 1999; Malkani und Rosen, 2000) bisher
weder mit Stress noch mit Gedéachtniskonsolidierung in Verbindung gebracht wurde.

Gleichzeitig wurde die bisher unbekannte Sequenz des Klon A6 aus vorangegangenen Arbeiten

(Fischer, 2000) fur die weitere Analyse ausgewahlt.



Ergebnisse 64

Klon | Ahnlichkeit zu Sequenzen der Datenbank (Genbank) ~ Ahnlichkeit in %  Zugangsnummer

A4 Mus musculus mismatch repair protein (MSH6) 99% AF031087
A10 | Musmusculus CDK5 100% D29678

B4 Mus musculus similar to Acyl-CoA desaturase 2 100% XM123465
B7 Mus musculus EGR-1 (KROX-24) 99% NMO007913
B11 | Mus musculus protocadherin gamma C-V 99% AF464163
D3 Mus musculus zinc finger protein spalt-3 (Sal-3) 99% AF315353

D12 |Keinesignifikante Ahnlichkeit - -

F1 1200017E04 Gen, Klon MGC:6287 100% BC005766
G2 € 2410030A 14 Gen, Klon MGC:41428 100% BC027563
H2 Mus musculus cFOS 100% V00727

Tab.3.1. Potentiell, differentiell exprimierte Sequenzen im lateralen Septum von Balb/c Mausen,

0,5 h nach einer einstiindigen Immobilisierung.

Insgesamt 94 Klone der subtrahierten cDNA Bibliothek wurden durch differentielles Screening analysiert, wovon 10
Sequenzen fiir eine anschlief3enden Sequenzierung ausgewahit wurden. Zu Beginn der Arbeit konnten die Klone A10
(CDK5), B7 (EGR-1) und H2 (cFOS) durch Vergleich mit der Genbank Datenbank den entsprechenden Genen
zugeordnet werden. Aufgrund der steigenden Zahl bekannter Sequenzen konnten im Verlauf der Arbeit auch die
Ubrigen Klone, auf3er Klon D12, bekannten Sequenzen zugeordnet werden.

3.2Klon A6

Die Sequenz fur den Klon A6 konnte in vorangegangenen Arbeiten als differentiell exprimierte
Sequenz des |ateralen Septum identifiziert werden (Fischer, 2000). Die differentielle Expression
wurde durch semiquantitative PCR und Northern Blot bestétigt (Fischer, 2000). Der Vergleich mit
der Datenbank zeigte zu Beginn dieser Arbeit eine zu 100 % signifikante Ahnlichkeit zu einem
Abschnitt des Klones rp23-402k12 (Zugangscode: AC024913.25), einer chromosomalen Mus

musculus (C57BL/6J) Sequenz. Der 381 bp umfassende Klon A6 war zu den Basenpaaren 4670-
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5051 dieses 10 kB langen Abschnittes des rp23-402k12 homolog. Daes sich bel dieser Sequenz um
genomische DNA handelte wurde vermutet, dass der Klon A6 ein Exon darstellt. Ausgehend von
der 10 kB umfassenden Sequenz wurden daher 6 verschiedene Primer hergestellt, die es
ermoglichten in mehreren PCR Reaktionen den gesamten Abschnitt zu amplifizieren (Abb.3.2 A).
Als Startmaterial wurde septale cDNA von immobilisierten M&usen verwendet. Es wurde vermutet,
das bei einer solchen PCR Reaktion nur Primerpaare, die sich innerhalb eines Exon anlagern, in
einer Amplifkation resultieren. Zur Kontrolle wurde eine gleiche Reaktion, jedoch mit genomischer
DNA als Startmaterial durchgefiihrt. Alle 6 Fragmente konnten aus genomischer cDNA
amplifizierten werden. Allerdings ergaben sich Fragmente gleicher Grof3e, wenn septale cDNA als
Startmaterial verwendet wurde (Abb.3.2.B), was darauf hindeutete, dass die gesamten 10 kB
umfassende Sequenz ein Exon darstellte. Parallel zu den beschriebenen Versuchen konnte
ausgehend von der Sequenz des Klons A6 mittels RACE-PCR das 3"Ende amplifiziert werden
(Abb.3.2 C). Das 3" RACE Fragment wurde in den pCRII Vektor kloniert und anschliefRend

sequenziert.

kB MI M2 1 2 3 4 5 6 MI M2 1 2 3 4 5 6

12
6

septale cDNA ) genomische DNA

(==
DO—=W

C

kB M R K1 K2
1,3

Klon A6
0,9 -
3" RACE Fragment

0,6

Abb. 3.2. Analyse des Klons A6.

A. Schematische Darstellung des Klons rp23-402k12. Der schwarze Balken markiert die Position der 381 bp grof3en
Seguenz des Klons A6. Die nummerierten Linien geben die Grofenverhaltnisse und die Lokalisation der durch die
verwendeten 6 Primerpaare (1-6) amplifizierten Fragmente wieder. B. Unter Verwendung der Primerpaare A6-1 bis A6-
6 (1-6) konnten die entsprechenden Fragmente aus septaler cDNA (links) und genomischer DNA (rechts) amplifiziert
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werden. M1, 1KB Leiter, M2, $X174 RF. C. Ausgehend von der septalen SMART cDNA immobilisierter Balb/c Mause
wurde unter Verwendung eines A6-3'RACE Primers und eines Primers, der spezifisch die Adaptorsequenz des
verwendeten SMART cDNA Syntheseprimers bindet (SMART RACE-Primer), das 3'Ende des Klones A6 amplifiziert
aus dem Agarosegel eluiert und zur Sequenzierung in den pCRII Vektor kloniert. R, 3'RACE PCR Produkt, K1,
Kontrollreaktion unter alleiniger Verwendung des SMART RACE-Primers. K2, , Kontrollreaktion unter alleiniger
Verwendung A6-3'RACE Primers.

Es zeigte sich, dass diese 705 bp grofe Sequenz ebenfalls zu dem Klon rp23-402k12 homolog war.
Interessanterwei se endete das 3" RACE Fragment an eine Stelle im Genom, die 28 Adenosin-
Nukleotide aufweist. Es wurde daher vermutet, dass es sich bei dem Klon A6 um eine
Kontamination genomischer DNA handeln kénnte, da:

- die Sequenz keine Homologie zu Expression Tags, der in der Datenbank vorhandenen Spezies
zeigt, jedoch homolog zu einer genomischen Sequenz eines Mus musculus Chromosoms ist und
zudem ein Exon mit einer Lange von mindestens 10 kb unwahrscheinlich ist.

- die3 RACE an der Stelle abbricht, an der im Genom 28 Adenosin-Nukleotide aufeinander
folgen, die wéhrend der cDNA Synthese a's Bindestelle fur den poly-dT cDNA Syntheseprimer

gedient haben konnten.

Der Klon A6 wurde in dieser Arbeit daher nicht weiter untersucht. Im folgenden sollen daher die
teilweise parallel durchgefihrten Arbeiten zur Charakterisierung des Cdk5 Gens und des

entsprechenden Protei nprodukts beschrieben werden

3.3 CDK5 st ein differentiell exprimiertes Gen im lateralen Septum

Die 302 bp umfassende Sequenz des Klon A10 (siehe Anhang 7.1) konnte durch Sequenzvergleich
mit der Datenbank (GenBank Database, basic logical alignment tool fileserver) als Gen fir die
Zyklin-abhéngige Kinase 5 (Cdk5, engl.: cycline dependent kinase 5) identifiziert werden. Mittels
semiquantitativer PCR (Abb.3.3 B, C) und in situ Hybridisierung ( Abb. 3.3 D) konnte die
Aufregulation (Abb.3.3 A) von Cdk5 verifiziert werden. Es zeigte sich, dass die Genregulation

transient ist und zum Zeitpunkt 0,5 h nach dem Ende der Immobilisierung am stérksten war. Zum
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Zeitpunkt 1,5 h entsprach die Cdk5 Expression wieder der Basaltranskription, gefolgt von einer
Herunterregulation nach 24 h (Abb.3.3 B, C).
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Abb. 3.3. Die Cdk5 Expression im lateralen Septum wird durch Immobilisationsstress induziert.

A. Differentielles Screening der subtrahierten cDNA Bibliothek. Das mit dem Kreis gekennzeichnete 302 bp grofie
Fragment, wurde durch Sequenzanalyse als Mus musculus Cdk5 Gen identifiziert. B. Reprasentative semiquantitative
RT-PCR Reaktion, welche die Amplifikation von Cdk5 und S -Aktin nach jeweils 20, 25 und 30 Zyklen zeigt. C.
Reprasentative densiometrische Analyse der RT-PCR Signale fir Cdk5 und 3-Aktin aus mit Ethidiumbromid geféarbten
Agarosegelen nach 20 Zyklen. Das Experiment wurde dreimal unabhéngig voneinander wiederholt, wobei die PCR
Reaktionen fir Cdk5 und 3 -Aktin stets parallel durchgefiihrt wurden.

D. Représentative in situ Hybridisierung an Hirnschnitten von naiven oder immobilisierten Balb/c M&usen. Ein
einstundiger Immobilisationsstress fiihrt 0,5 h nach dem Ende des Stress zu einem deutlichen Anstieg der mRNA fiir
Cdk5 im lateralen Septum. Abkiirzungen: cc, Corpus callosum, ccx, cingulativer Cortex, sfi, septofimbrialer Nukleus,
s, laterales Septum
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3.4 Analyse der differentiellen Cdk5 Proteinproduktion durch

immunohistochemische Detektion in Gehirnschnitten

Um die Frage zu beantworten, ob die verstérkte Expression des Cdk5 Gens auch in einer verstarkten
Produktion des entsprechenden Proteins resultiert, wurden Balb/c M&usen (3/Gruppe) durch eine
einstindige Immobilisation gestresst und die Cdk5 Proteinproduktion 0,5, 3, und 24 h nach Ende
der Immobilisierung immunohistochemisch analysiert. Als Kontrolle dienten nicht-gestresste, naive
Tiere. In Einklang mit vorherigen Arbeiten konnte in naiven Mausen eine starke Cdk5 Produktion
im arkuaten Nukleus des Hypothalamus, der Area Postrema, dem Cerebellum (Pigino et al., 1997)
und der weif3en Substanz (Tsai et a., 1993) inklusive der Fimbria/Fornix Verbindung beobachtet

werden (Abb 3.4.1).

50 pm

Abb.3.4.1. Cdk5 Produktion in naiven Balb/c Mausen.

Die Cdk5 Produktion in naiven Balb/c M&usen wurden immunohistochemisch an sagitalen Hirnschnitten analysiert. A.
Cdk5 Immuofarbung im arkuaten Nukleus des Hypothalamus, der Fimbria/Fornix Verbindung (B) und der Area
Postrema (C).

Die Cdk5 Produktion im Neocortex, Septum (Abb.3.4.2. A) und Hippokampus (Abb. 3.4.2. B) war
dagegen nicht nachweisbar oder sehr schwach. Friihere Arbeiten haben gezeigt, dass im Striatum
der Ratte und in sich daraus ableitenden Zellkulturen Cdk5 nachzuweisen ist (Bibb et a., 2001). In

der vorliegenden Arbeit konnte im Striatum von Balb/c Mé&use keine Cdk5 Produktion beobachtet
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werden. In Antwort auf einen einstiindigen Immobilisationsstress wurde ein signifikanter Anstieg
der Cdk5 Produktion im lateralen medialen Septum und im dorsalen Hippokampus gemessen
(Abb.3.4.2), wogegen andere Gehirnbereiche mit Cdk5 Produktion keinen Unterschied erkennen
lief¥en. Der beobachtete Anstieg des Cdk5 Protein im Septum war auf die caudale Region (+ 0,6 bis

0.38 mm anterior zum Bregma) beschrankt (Franklin and Paxinos, 1997)
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Abb. 3.4.2. Die Cdk5 Proteinproduktion im Septum und Hippokampus in Balb/c M&usen nach einer

einstiindigen Immobilisierung.

A. Cdk5 Proteinproduktion im Septum zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ende der Immobilisierung. Links,
densiometrische Quantifizierung der fir Cdk5 immunogefarbten Hirnschnitte. Jeder Zeitpunkt setzt sich aus den
Ergebnissen von jeweils 3 Tieren zusammen. Rechts, Reprasentative Immunoférbung des Septums mit einem Cdk5
Antikorper. Schwarzer Balken, Skalierung = 200 pm; weiBer Balken, Skalierung 10 pm. B. Cdk5 Proteinproduktion im
Hippokampus zu verschieden Zeitpunkten nach Ende der Immobilisierung. Links, densiometrische Quantifizierung der
fir Cdk5 immunogeférbten Hirnschnitte. Jeder Zeitpunkt setzt sich aus den Ergebnissen von jeweils 3 Tiere zusammen.
Rechts, Reprasentative Immunofarbung des Hippokampus mit einem Cdk5 Antikdrper. Schwarzer Balken, Skalierung =
400 pum, weiRer Balken, Skalierung 10 um. Statistische Unterschiede: * P <0,05; ***P <0,0001 vs. naive. Abkirzungen:
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CA1, hippokampales Feld CA1, D3V, drittes dorsales Ventikel, LS|, intermediéres laterales Septum, MS, mediaes
Septum, O, Stratum oriens, r, Stratum radatum. Pfeile kennzeichnen die Gebiete verstarkter Cdk5 Produktion. Fir die
jeweilige Kontext-Schock Gruppe stellt das rechte Bild eine 10° fache VergréRerung des Bereiches starker Cdk5
Immunoreaktivitét dar.

3.5 Lokalisation der induzierbaren Cdk5 Proteinproduktion durch

immunohistochemische Doppelfarbung in Gehirnschnitten

Um zu kl&ren, ob die beobachtete Aufregulation von Cdk5 neuronal oder in Gliazellen lokalisiert
ist, wurden Balb/c Mause 0,5 h nach dem Ende eines einstiindigen |mmobilisationsstress getttet
und histologische Schnitte des septo-hippokampalen Systems hergestellt. Die Schnitte wurden
zunachst mit Antikorpern gegen Cdk5 und GFAP (‘engl. glial fibrillary acid protein) doppelgefarbt.
Alternativ dazu wurden Schnitte mit Antikdrpern gegen Cdk5 und Neurofilament 68 doppel gefarbt.
Die Tatsache, dass Cdk5 mit Neurofilament 68 (Abb.3.5 A) aber nicht mit dem fir Gliazellen
spezifischen GFAP co-lokalisiert (Abb. 3.5 B), zeigt, dass die beobachtete Cdk5 Produktion auf
Neuronen beschrankt ist. Weiterhin gilt zu bemerken, dass Cdk5 ausschliefdich cytoplasmatisch
lokalisiert ist. In weiteren Experimenten wurden Gehirnschnitte der gleichen Préparation mit
Antikérpern gegen Cdk5 und Acetylcholinesterase doppel geférbt. Es zeigte sich, dass die Zellen im
Septum und der Fimbra/Fornixverbindung, die Acetylcholinesterase enthalten auch fir Cdk5 positiv
geféarbt waren (Abb.3.5 C). Die beschriebenen Versuche zeigen, dass die Aufregulation von Cdk5 in

septo-hippokampalen cholinergen Neuronen lokalisiert ist.
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Cdk5 Neurofilament 68

| ..

Cdk5 AChE  Cdk5/AchE

Abb. 3.5. Die stressinduzierte Cdk5 Produktion ist in cholinergen septo-hippokampalen Neuronen
lokalisiert.

Fir alle Immunoférbungen wurden Hirnschnitte von Balb/c Mausen verwendet, die 0,5 h nach einem einstiindigen
Immohilisationsstress dekaptiert wurden. A, Immunodoppelfarbung fir Cdk5 (griin) und Neurofilament 68 (rot).
Skalierung = 10 uM. B, Immunodoppel farbung fir Cdk5 (rot) und GFAP ( griin, glial fibrillary acidic protein).
Skalierung = 10 uM. C, Immunodoppelfarbung fir Cdk5 (griin, Cdk5), Acetylcholinesterase (rot, AChE) und deren Co-
Lokalisation (gelb, Cdk5/AchE) in Neuronen des septo-hippokampalen System. Skalierung = 50 uM.

3.6 Analyse des Cdk5 Aktivator-Protein p35 und der Cdk5 Kinaseaktivitat

Die Cdk5 Kinaseaktivitéat wird durch die Bindung des spezifischen Aktivator-Protein p35 reguliert
(Tsai et d., 1994). Um herauszufinden, ob p35 im cholinergen, septo-hippokampalen System als
Aktivator von Cdk5 wirken kann, wurden von Balb/c Mé&usen (3/Gruppe) 0,5 h nach dem Ende des
Immobilisationsstress histol ogische Schnitte des septo-hippokampalen Systems hergestellt. Die
Schnitte wurden mit Antikorpern gegen Cdk5 und p35 doppel geféarbt. Die Uberlagerten Signale fir
p35 und Cdk5 zeigten, dass beide Proteine in den gleichen Zellen des septo-hippokampalen
Systems lokalisiert sind (Abb.3.6 A). Diese Uberlappende L okalisation l&sst vermuten, dass
neuronal e Funktionen im septo-hippokampalen, cholinergen System durch die cytoplasmatische

Kinaseaktivitéat des Cdk5/p35 Komplex moduliert werden.
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Konsistent mit dieser Vermutung ist das Resultat, dass eine Interaktion zwischen Cdk5 und p35
auch durch Co-lmmunoprézipitation gezeigt werden konnte (Abb.3.6 B). Aul3erdem zeigte das aus
septo-hippokampalen Lysaten von immobilisierten Mausen immunoprazipitierte Cdk5 Protein eine
signifikant hoherer Histon H1 in vitro Kinaseaktivitét als entsprechende |mmunoprézipitate naiver
Maéuse. Die Cdk5 Aktivitéat konnte durch den selektiven Cdk5 Inhibitor Butyrolactone | (Kitagawa
et a., 1994) blockiert werden (Abb. 3.6 C, D).
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Abb.3.6. Cdk5 ist im septo-hippokampalen System mit p35 co-lokalisiert und zeigt ein

stressinduzierbare Kinaseaktivitét.

A. Immunodoppel farbung fir Cdk5 (griin), p35 (rot) und deren Co-Lokalisation (gelb) in Neuronen des septo-
hippokampalen System 0,5 h nach einer einstiindigen Immobilisierung. Skalierung: 10 uM. B. Co-
Immunoprézipitation von Cdk5 und p35 aus septo-hippokampalen Zelllysaten, die aus Balb/c M&usen 0,5 h nach einer
einstuindigen Immobilisierung gewonnen wurden. C, totales Zelllysat, | P, der flir die Immunoprézipitation verwendete
Antikorper. Die Zelllysate wurden mit (+AB) oder zur Kontrolle ohne (-AB) den spezifischen Antikdrper inkubiert.
Eine weitere Kontrolle stellte ein ansonsten gleich behandelter Ansatz dar, der kein Zelllysat enthielt (AB). Die Pfeile
kennzei chnen, welcher Antikorper fir den Immunoblot verwendet wurde. C. Reprasentatives Autoradiogramm eines
Cdk5 Kinaseassays. Cdk5 wurde immunoprézipitiert und anschlief3end die Phosphorylierung des Cdk5 Substrat Histone
H1, ohne oder in Gegenwart von Butyrolactone | (10 uM, Butyrolactone | wurde als5 mM Stammldsung in DM SO
gelst und im Kinasepuffer auf 10 uM verdinnt) analysiert. K, Kontrolle, ein Ansatz ohne Immunoprézipitat wurde
entsprechend behandelt. D. Das unter C beschriebe Experiment wurde fr jeweils 3 Mause reproduziert und statistisch
analysiert. Abkirzungen: cpm, Radioaktiver Zerfall pro min (engl.: counts per minute). Statistische Unterschiede:
***n<0.0001 vs. naive, "p<0.0001 vs. Butyrolactone .
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3.7 Butyrolactone| ist ein geeigneter Inhibitor der Cdk5 Kinaseaktivitét im

septo-hippokampalen System

Fur weiterfuhrende V erhaltensexperimente in denen der Einfluss von Cdk5 auf die stress-
modulierte Angst und Gedachtniskonsolidierung untersucht werden sollte, war es notwendig einen
geeigneten Inhibitor fir Cdk5 auszuwahlen. Butyrolactone | inhibiert selektiv die Kinaseaktivitét
von Cdk1, Cdk2 und Cdk5 (Pigino et al., 1997, siehe auch 3.6). Durch Western Blot Analyse
konnte gezeigt werden, dass weder Cdk1 noch Cdk2 im septo-hippokampalen System von naiven
oder gestressten Balb/c Mausen produziert wird. In Einklang mit den zuvor beschrieben Daten
zeigte sich dagegen 0,5 h nach dem Ende der Immobilisierung ein deutlicher Anstieg der Cdk5
Produktion (Abb. 3.7). Auf dieser Grundlage wurde Butyrolactone | fir weiterfihrenden
verhaltensbiol ogische Experimente, als selektiver Inhibitor der Cdk5-Kinaseaktivitét gewahit.
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Abb. 3.7. Butyrolactone | ist ein geeigneter Inhibitor um die Cdk5 Kinaseaktivitét in vivo zu

blockieren.

Es wurden septo-hippokampale Zelllysate von naiven bzw. von Mé&usen, die 1 himmobilisiert und 0,5 h danach
dekaptiert wurden, hergestellt. Die Proteine (30 pg) wurden in einem SDS Gel aufgetrennt, auf eine PV DF-Membran
transferiert und mit Antikérpern gegen Cdk1, Cdk2 und Cdk5 detektiert. Als positive Kontrolle fir die Cdk1 und Cdk2
Signale dienten Zelllysate der Milz (30 pg) und Lysate der mit EGF (engl.: epidermal growth factor) stimulierten
Mauszelllinie A431 (20 pg).
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3.8 Butyrolactone | hat keinen Einflul3 auf die stressmodulierte Angst von

Balb/c M ausen

Ein einstindiger Immobilisationsstress fuhrt in Balb/c M&usen zu einer erhbhten Angst, wenn die
Tiere 0,5 h nach dem Stressende im Erhohter-Plus-L abyrinth Test analysiert werden (Raduovic et
al., 1999). Um die Mdglichkeit zu Uberprifen, dass Cdk5 in die stressvermittelte Erhéhung der
Angst involviert ist, wurden Balb/c Mé&use (10/Gruppe) in die lateralen Gehirnventrikel (i.c.v.) mit
aCSF/DM SO oder Butyrolactone | (4ng/Maus; Butyrolactone | wurde als 5 mM Stammldsung in
DM SO gel6st und aCSF verdinnt; aCSF, artifizielle Cerebrospinalfllssigkeit) injiziert, fur 1 h
immobilisiert und 0,5 h nach dem Ende der Immobilisierung im Erhohter-Plus-Labyrinth Test
analysiert. Es konnte kein signifikanter Unterschied bezlglich der in den offenen Armen
verbrachten Zeit, der Zahl der Eintritte in die offenen Arme und den insgesamt zuriickgel egten Weg
beobachtet werden (Abb.3.8). Gleiche Ergebnisse wurden erzielt, wenn die Butyrolactone |
Konzentration auf 50ng/Maus erhoht wurde. Diese Resultate deuten darauf hin, dass Cdk5 Aktivitét

nicht an der Regulation von stressvermittelter Angst beteiligt ist.
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Abb. 3.8. Erhohter-Plus-Labyrinth Test in immobilisierten Balb/c M&usen.

Balb/c M&use wurden mit aCSF/DM SO oder Butyrolactone | injiziert und anschlief3end fir 1 himmobilisiert. Die
Tiere zeigten 0,5 h nach dem Ende der Immobilisierung keinen signifikanten Unterschied beztiglich der in den offenen
Armen verbrachten Zeit, der Zahl der Eintritte in die offenen Arme und dem insgesamt zurlickgel egten Weg.
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3.9 Inhibition der stress-verbesserten Gedachtniskonsolidierung durch

Butyrolactonell

Um die Rolle von Cdk5 wahrend des stress-verbesserten L ernens zu untersuchen, wurde
Butyrolactone | (4 ng/Maus) oder aCSF/DM SO 15 min vor einem einstiindigen
Immobilisierungsstress in das laterale Septum (i.s.) oder den mediodorsalen Hippokampus (i.h.)
injiziert. Drel Stunden nach Beendigung der Immobilisierung wurden die Tiere mittels der Kontext-
abhéngigen Furchtkonditionierung trainiert. Hierzu wurden die Tiere fir 3 min in die Versuchsbox
(Kontext) gesetzt und erhielten direkt im Anschluss fur 2 s einen Elektroschock (0,7 mA,
Gleichstrom). Der Gedéachtnistest wurde 24 h spater durchgefuhrt, indem die Tiere fir 3 min in dem
gleichen Kontext exponiert wurden. Wahrend dieser Zeit wurde das Erstarren der Tiere als Index
fur die gelernte Furcht gemessen. Als Kontrolle dienten Tiere, die nicht immobilisiert wurden, d.h.
4 h nach der Injektion von Butyrolactone | oder aCSF/DM SO trainiert wurden. In Einklang mit
vorherigen Arbeiten (Radulovic et a., 1999) zeigte sich, dassimmobilisierte Tiere signifikant mehr
erstarren, als Tiere, die nicht immobilisiert wurden. Diei.s. oder i.h. Injektion von Butyrolactone |
verhinderte dieses vermehrte Erstarren (Abb. 3.9). Es konnte somit gezeigt werden, dass Cdk5 in
die Regulation des stress-verbesserten Lernensinvolviert ist.

Interessanterweise wurde bei nicht immobilisierten Mausen, diei.s. mit Butyrolactone | injiziert
wurden, ein signifikant vermindertes Erstarren beobachtet.

Dieser Befund deutet darauf hin, das Cdk5 auch wahrend des assoziativen Lernens von nicht

gestressten Ma&usen eine wichtige Funktion haben konnte.
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Abb 3.9. Butyrolactone | inhibiert die stressinduzierte Verbesserung der Kontext-abhangigen

Furchtkonditionierung.

A. Ubersichtsschema des Experiments. Butyrolactone | (4ng/Maus) oder aCSF/DM SO wurde 15 min vor einem
einstiindigen Immobilisierungsstress in das lateral e intermediale Septum oder den mediodorsalen Hippokampus
injiziert. Drei Stunden nach Beendigung der Immobilisierung wurden die Méuse trainiert und 24 h spéter im
Gedéchtnistest analysiert. Als Kontrolle dienten Tiere, die nicht immobilisiert wurden, d.h. 4 h nach der Injektion von
Butyrolactone | oder aCSF/DM SO trainiert wurden. B. Effekt von i.s. injiziertem Butyrolactone | vor
Immohilisationsstress oder Furchtkonditionierung. Signifikante Gruppenunterschiede, F(3,30) = 17,14, P <0.0001. C.
Effekt von i.h. injiziertem Butyrolactone | vor Immobilisationsstress oder Furchtkonditionierung. Signifikante
Gruppenunterschiede, F(3,35)= 8,673, P <0.0001. Statistische Unterschiede: *P <0,05 vs. aCSF/DM SO kein Stress

Gruppe, ***P <0,01 vs. aCSF/DM SO kein Stress Gruppe, **P <0.001 vs. Stress aCSF/DM SO Gruppe. n, Zahl der
Tiere pro Gruppe
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3.10 Assoziatives L ernen induziert Cdk5/p35 Proteinproduktion im

Septum und Hippokampus von Balb/c M ausen

Um die Frage zu beantworten, ob Cdk5 auch wahrend stress-unabhéngigem, assoziativem Lernen
eine Funktion zukommt, wurde die entsprechende Proteinproduktion im septo-hippokampalen
System nach kontextabhangiger Furchtkonditionierung gemessen. Als Kontrolle wurden Tiere
verwendet, die entweder keinen Elektroschock (Kontext-Gruppe), oder aber den Elektroschock
sofort erhielten, nachdem sie in den Kontext gesetzt wurden (Schock-Kontext-Gruppe). Beide
Trainingsbedingungen fihren nicht zur assoziativen Verknipfung des Kontext mit dem Schock und
resultieren daher nicht in Erstarren wahrend des Gedachtnistest (Atkins et al., 1998; Milanovic et
al., 1998). So war es mdglich zwischen dem Einfluss von assoziativem Lernen, nichtassoziativem
Lernen und der unspezifischen Stressreaktion des Elektroschocks auf die Cdk5 Produktion zu
unterscheiden. In der Kontext-Gruppe und Schock-K ontext-Gruppe war kein signifikanter Anstieg
der Cdk5 Produktion im Septum (Abb.3.10.1 A, B) und Hippokampus (Abb.3.10.1 C, D) zu
beobachten. Nur in M&usen, die den Elektroschock nach der dreiminitigen Kontextexposition
erhielten, wurde Cdk5 sowohl im Septum, als auch im Hippokampus vermehrt produziert. Wie bei
der Induktion nach Immobilisationsstressist die Cdk5 Produktion wahrend des assoziativen
Lernens transient und zum Zeitpunkt 3h nach dem Training nicht mehr von naiven Mausen zu
unterscheiden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die septo-hippokampale Cdk5 Produktion unter den

beschriebenen Bedingungen spezifisch fir assoziatives Lernen ist.
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Abb.3.10.1. Kontextabhangige Furchtkonditionierung induziert die septo-hippokampal Cdk5
Produktion.

A. Verstarkte Cdk5 Produktion im Septum 0,5 h nach dem Training. Die Quantifizierung stellt den jeweiligen
Mittelwert von 3 Mause dar. B. Représentative Immunofarbung der unter A préasentierten Quantifizierung. Skalierung:
schwarzer Balken: 200 um; weiler Balken: 10 um C. Verstérkte Cdk5 Produktion im Hippokampus 0,5 h nach dem
Training. Die Quantifizierung stellt den jeweiligen Mittelwert von 3 Méuse dar. D. Représentative Ergebnisse der
Immunoférbung der unter C présentierten Quantifizierung. Skalierung: schwarzer Balken: 400 um; weil3er Balken: 10
pm. Statistische Unterschiede: **p<0,01 vs naive, ***p< 0,001 vs naive. Abkiirzungen: CA1, hippokampales Feld
CA1l, D3V, drittesdorsales Ventikel, LSI, intermediéres laterales Septum, M S, mediales Septum, O, Stratum oriens, r,
Stratum radatum. Pfeile kennzeichen die Gebiete verstarkter Cdk5 Produktion. Fir die jeweilige Kontext-Schock
Gruppe stellt das rechte Bild eine 10° fache VergroRRerung des Bereiches starker Cdk5 Immunoreaktivitét dar.

Um zu tberprifen, ob Furchtkonditionierung auch die Synthese von p35 induziert wurden Balb/c
Maéuse (3/Gruppe) mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert und 0,5 h spéter septo-

hippokampale Zelllysate hergestellt, welche anschlief3end durch Immunoblot mit einem
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spezifischen Antikorper gegen p35 analysiert wurden. Als Kontolle dienten naive Tiere
(3/Gruppe). Auch die Proteinsynthese von p35 stieg nach Furchtkonditionierung signifikant an
(Abb.3.10.2).
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Abb.3.10.2. Furchtkonditionierung induziert p35 Synthese.

A. Repréasentativer Immunoblot. Septo-hippokampale Lysate von Balb/c Mause (3/Gruppe) wurden 0,5 h nach
Furchtkonditionierung hergestellt. Der p35 Proteingehalt wurde durch Immunoblot analysiert. Als Kontrolle dienten
Lysate naiver Tiere. B. Die Signale der Immunoblots wurden densiometrisch quantifiziert und statistisch
ausgewertet. Statistische Unterschiede: *P <0.05 vs. naive.

3.11 Assoziatives L ernen induziert Butyrolactone | sensitive Cdk5

Kinaseaktivitat im septo-hippokampalen System von Balb/c M &usen

Um zu Gberprifen, ob die vermehrte Cdk5 Produktion gleichzeitig zu einer erhohten
Kinaseaktivitat fuhrt wurde Cdk5 aus dem septo-hippokampalen System von Balb/c Mausen 0,5
h nach dem Training mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung immunoprézipitiert und
anschlief3end die Histon H1-Phosphorylierung gemessen. Der Versuch ergab, dass die
Kinaseaktivitét zu naiven Mausen signifikant unterschiedlich ist und durch Butyrolactone |

gehemmt werden konnte(Abb.3.11).
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Abb.3.11. Verstarkte septo-hippokampale Cdk5 Kinaseaktivitét 0,5 h nach

Furchtkonditionierung.

A. Statistischer Vergleich der Histon H1 Phosphorylierung, durch 0,5 h nach dem Training aus dem septo-
hippokampalen System immunoprazipitiertes Cdk5. B. Représentatives Autoradiogramm des unter A beschriebenen
Versuchs. Cdk5 wurde 0,5 h nach der Furchtkonditionierung aus dem septo-hippokampalen System
immunoprazipitiert und anschlief3end die Phosphorylierung des Cdk5 Substrats Histon H1, ohne oder in Gegenwart
von Butyrolactone | (10 uM) analysiert. K, Kontrolle, ein Ansatz ohne Immunoprazipitat wurde entsprechend
behandelt. Statistische Unterschiede: ***P<0.001 vs naive, "P<0.001 vs Butyrolactone I.

3.12 Butyrolactone | inhibiert die kontext-abhangige Fur chtkonditionierung

Die vorherigen Ergebnisse wiesen auf eine Funktion der Cdk5 wahrend der Gedéchtnis-
konsolidierung hin. Im folgenden Experiment sollte diese Annahme tberpruft werden. Um
sicherzustellen, dass Butyrolactone | die Cdk5 Kinaseaktivitét inhibiert, wenn es durch
Mikroinjektion in das Septum oder den Hippokampus appliziert wird, wurde die in vivo
Kinaseaktivitét gemessen. Hierzu wurden Balb/c Mause zundchst mit Mikrokanntilen versehen,
die es ermdglichen Losungen direkt in das Septum oder den Hippokampus einzubringen.
Butyrolactone | oder die entsprechende Kontrollfltssigkeit aCSF/DM SO (4 ng/Maus,
Kontrollflussigkeit war DM SO 1:500 in aCSF) wurden 15 min vor dem Training der
Furchtkonditionierung injiziert, die Tiere 0,5 h nach dem Training dekaptiert und septale bzw.
hippokampale Zelllysate hergestellt. Im Folgenden wurde die Histon H1-Phosphorylierung

gemessen, die durch die Applikation von Butyrolactone | deutlich niedriger war (Abb. 3.12.1).
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Abb.3.12.1. Butyrolactone | inhibiert die in vivo Cdk5 Aktivitét im Septum und Hippokampus.

A. Mikrokannilen wurden in das laterale Septum oder den Hippokampus von jeweils 3 Balb/c Mausen plaziert. Die
Tiere wurden 15 min vor dem Training mit Butyrolactone | (4ng/Maus) oder aCSF/DM SO injiziert und 0,5 spéter
dekaptiert. Anschlie3end wurden entsprechende native Zelllysate hergestelIt und die Phosphorylierung des Histon
H1 gemessen. B. Die Signale der entsprechenden Autoradigramme wurden densiometrisch vermessen und analysiert.
*P <0.05 vs. aCSF/DMSO.

Im Anschluss wurden Mikrokannilen in den dorsalen Hippokampus von Balb/c Mausen oder das
laterale Septum eingefuhrt und die Tiere mittels Furchtkonditionierung trainiert. Diei.s. undi.h.
Injektion von Butyrolactone | (4 ng/Maus) 15 min vor dem kontextabhangigen Training mittels
Furchtkonditionierung resultiert in einer signifikanten Verminderung der
Gedachtniskonsolidierung (Abb. 3.12 Abb. B). Konsistent mit diesen Ergebnissen ist der Befund,
dassdie i.c.v. Injektion von Butyrolactone | (4ng/Maus) auch zu einer signifikanten
Verminderung der Gedachtniskonsolidierung fuhrt, jedoch weniger deutlich (Abb.3.12 B).
Wurde Butyrolactone | (4ng/Maus) zur Kontrolle ins Striatum injiziert, war kein Effekt beztglich
der Gedachtniskonsolidierung zu beobachten, was die spezifische Funktion von Cdk5 im septo-

hippokampalen System unterstreicht (Abb.3.12 B).
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AulRerdem hat diei.s. oder i.h. Injektion von Butyrolactone | keinen Einfluss auf die
tonabhéngige Furchtkonditionierung, was fur eine spezifische Rolle von Cdk5 wahrend K ontext-
abhéngiger Gedachtniskonsolidierung spricht (Abb.3.12 C, D).

Hierbei ist zu bemerken, dass das Septum (Sparks et al., 1995) und der Hippokampus (Kim und
Fanselow, 1992) nicht fir tonabhangiges assoziatives L ernen bendtigt werden.

Alsweitere Kontrolle wurden Tiere trainiert, aber erst 3 h spéter i.s. oder i.h. mit Butyrolactone |
(4ng/Mauis) injiziert. Diese Injektion hatte keine Auswirkung auf die Gedachtniskonsolidierung
und zeigt, dass Cdk5 fir die Konsolidierung von kontextuellen Erinnerungen wahrend eines
Zeitfensters von weniger als 3 h nach dem Training essentiell ist. Gleiche Ergebnisse wurden

erzielt, wenn die Butyrolacton I-Konzentration auf 50ng/Maus erhoht wurde.
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Abb. 3.12. Effekt voni.s. oder i.h. injiziertem Butyrolactone | auf die Furchtkonditionierung von
Balb/c Méausen.

A. Versuchsaufbau fir die Pr&Training-Injektionen. B. Effekt von 15 min vor dem Trainingi.c.v., i.s., i.h. oderi.str.
injiziertem Butyrolactone | (4ng/Maus) auf das Erstarren wahrend des Gedachtnistests. Folgende statistische
Unterschiede wurden beobachtet: i.c.v, t; ») = 2,538, i.5.,t; 15 = 3,888, i.h., t; 15 = 3,403 undi.str., t, , = 7,221.%P
<0.05 vs. aCSF/DMSOi.c.v.; °P <0,01 vs. aCSF/DM SO0 i.s.; °P<0.001 vs. aCSF/DM SO i.h.. C. Effekt von 15 min
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vor dem Training i.s. injiziertem Butyrolactone | (4ng/Maus) auf das Erstarren wéhrend des Gedéchtnistests der
tonabhangigen Furchtkonditionierung. Es wurden weder im neuen Kontext, t, 5y = 1,003, P = 0,3337, noch als
Reaktion auf den Ton, t, 55y = 0,529, P = 0,4809 signifikante Unterschiede beobachtet. D. Effekt von 15 min vor dem
Training i.h. injiziertem Butyrolactone | (4ng/Maus) auf das Erstarren wahrend des Gedachtnistests der
tonabhangigen Furchtkonditionierung. Es wurden weder im neuen Kontext, t; ,; = 0,553, p = 0,4645, noch as
Reaktion auf den Ton, t;, »3 = 1,74, P = 0,2001 signifikante Unterschiede beobachtet. E. Versuchsaufbau fur Post-
Training-Injektionen. F. Effekt von unmittelbar oder 3 h nach dem Trainingi.s. injiziertem Butyrolactone |
(4ng/Maus) auf das Erstarren wahrend des Gedéchtnistests der kontext-abhéngigen Furchtkonditionierung.
Injektionen unmittelbar nach dem Training verschlechterten das Erstarren wéhrend des Gedéchtni stests signifikant,
t.11 = 3,128, jedoch nicht, wenn die Injektionen 3 h nach dem Training stattfanden, t,; ;, = 0,027. °P < 0,01 vs.
aCSF/DM S0 i.s.0 min. G. Effekt von unmittelbar oder 3 h nach dem Training i.h. injiziertem Butyrolactone |
(4ng/Maus) auf das Erstarren wahrend des Gedéchtnistest der kontext-abhéngigen Furchtkonditionierung.
Injektionen unmittelbar nach dem Training verschlecherten das Erstarren wahrend des Gedachtnistest signifikant,
t(1.14 = 5,958, jedoch nicht, wenn die Injektionen 3 h nach dem Training stattfanden, t;; 1, = 0,033.°P < 0,01 vs.
aCSF/DM S0 i.h.0 min.

3.13 Butyrolactone | verschlechtert assoziatives Lernen in C57BL/6J M ausen

Die vorhergehenden Experimente haben gezeigt, dass Cdk5 an der Gedachtniskonsolidierung von
Balb/c Méausen beteiligt ist. Um die Funktion von Cdk5 wahrend des assoziativen Lernens
eingehender zu untersuchen, wurde im folgenden Experiment tberprift, ob Cdk5 auch eine
Funktion bei der Gedéchtniskonsolidierung in C57BL/6J Mausen zukommt. Dieser Zuchtstamm
wurde gewahlt, da Unterschiede zu Balb/c Mausen in verschiedenen Versuchen zur
Gedachtniskonsolidierung (Francis et al, 1995; Bao et al., 1998; Heyser et al, 1999), inklusive der
Furchtkonditionierung (Chen et al., 1996) beschrieben wurden. Die Injektion von Butyrolactone |
(50 ng/Maus) i.s. und i.h. 15 min vor dem kontext-abhangigen Training mittels
Furchtkonditionierung resultiert in einer signifikanten Verminderung des Erstarrens wahrend des
Gedéachtnistests(Abb. 3.13 A, P <0.01). Ahnliche Ergebnisse wurden erzielt, wenn Butyrolactone
| unmittelbar nach dem Training injiziert wurde (Abb.3.13 B, P <0.01). Auf die tonabhangige
Furchtkonditionierung hatten i.s oder i.h. Injektionen von Butyrolactone | keinen Einfluss, da
Butyrolactone | und aCSF/DM SO injizierte Mause kein signifikant unterschiedliches Erstarren

zeigten, wenn der Ton 24 h nach dem Training in einem neuen Kontext prasentiert wurde (Abb.
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3.13 C, P =0.8181). Diese Ergebnisse deuten auf eine spezifische Funktion der Cdk5 wahrend der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung von C57BL/6J M&usen hin. Die Tatsache, dass fur die
Inhibierung der Gedéchtniskonsolidierung in C57BL/6J M&usen eine hdhere Butyrolactone |
Konzentration verwendet werden mufite alsin Balb/c M&usen, ist im Einklang mit
Beobachtungen fur Inhibitoren der Extrazellular Regulierten Proteinkinase 1/2 (Erk 1/2)
(Sananbenesi, personliche Mitteilung) und der Tatsache, dass der i.h. injizierte Proteinsynthese-
Inhibitor Anisomycin in einer Konzentration von 0,5 pg/Maus die Gedéachtniskonsolidierung in
Balb/c Mausen signifikant hemmt, fir C57BL/6J Mause jedoch 5 pg/Maus notwendig sind

(Fischer, unverdffentlichte Beobachtung).

A
| Butyrolactone | 5 i.s. 70 - i.h
] aCSF/DMSO o
g 60 < 60
S s |
Kontext-abhangige < 50 . c 50 1
Furchtkonditionierung @ a0 2w
5 ]
15ming 24h B Y I *
—»-Gedachtnis (1 4 w ., |
Test
? 10 10
Injektion 0 0 &
B
. Butyrolactone | i.s
.S. ih
[] acsF/pmso 70 70 - M-
~060 4 L ~ 60
Kontext-abhangige X X
Furchtkonditionierung =50 = %0
< * < *
v 0 40 0 40 - )
E £
: «©
I 240 Gegachtnis 1 30 %’, 30
— @ &
Test w 2 Ll 20
T 10 10
Injektion 0 0
C

| Butyrolactone |
[ acsFipbmso

70 - i.8 70 - i-h.
Ton-abhéangige ~ 60 —~ 60 -
Furchtkonditionierung X X
= 50 = 50
15ming 24h Gedachtnis £ 40 240
e ©
+:I Test E 30 E 30
oo M50
Injektion 10 10
o — ) —
neuer Tone neuer  Tone
Kontext Kontext

Abb. 3.13. Butyrolactone | inhibiert Kontext-abhangige Furchtkonditionierung in C57BL/6J
Mausen.

A. Wird Butyrolactone | (50ng/Maus) 15 min vor dem Training der kontextabhéngigen Furchtkonditionierung i.s.
[t(1,17) =10,974] oder i.h. [t(1,15) =6,165] injiziert, ist das Erstarren wahrend des Gedachtnistests signifikant
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reduziert. B Ahnliche Resultate wurden erzielt, wenn Butyrolactone | unmittelbar nach dem Training injiziert wurde.
Statistische Unterschiede wurden nachi.s. [t(1,17) =8,790] und i.h. [t(1,17) =7,476] Injektion beobachtet. C. Wurde
Butyrolactone | 15 min vor der tonabhéngigen Furchtkonditionierung injiziert, hatte das keine Auswirkung auf das

Erstarren im folgenden Gedéachtnistest. Jede Gruppe bestand aus 8-9 Tieren. *P <0.01 vs. aCSF/DM SO injizierte
Mause.

3.14 Der Cdk5 Inhibitor Roscovitin ver schlechtert assoziativesL ernen in

Balb/c und C57BL/6J M &usen

Ein weiterer Inhibitor der Cdk5 Kinaseaktivitét ist Roscovitin (Meijer et al., 1997). Es war daher
zu vermuten, dass die Mikoinjektion von Roscovitin die kontextabhangige Furchtkonditionierung
in Balb/c und C57BL/6J Mé&usen verschlechtern wirde. Balb/c und C57BL/6J M &use wurden
Mikrokantlen in die lateralen Ventrikel (i.c.v.) implantiert. Vor dem Training der
kontextabhéngigen Furchtkonditionierung wurden je neun Tiere mit aCSF/DM SO und weitere
neun Tiere mit Roscovitin (50ng/Maus) injiziert. Im nachfolgenden Gedéchtnistest zeigten die
mit Roscovitin injizierten Tiere signifikant weniger Erstarren, als die entsprechenden
Kontrolltiere [Abb. 3.13, F(1,15) =8.339] was durch eine verschlechterte

Gedachtniskonsolidierung erklart werden kann.
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70 4 i.C.V 70 4 L.C.V
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Abb. 3.14. Roscovitin inhibiert die kontextabhangige Furchtkonditionierung in C57BL/6J und
Balb/c Mé&usen.

Wird Roscovitin (50 ng/Maus) 15 min vor dem Training injiziert, zeigen die Tiereim 24 h spéter durchgefiihrten
Gedéchtnistest, weniger Erstarren, a's die entsprechenden Kontrolltiere. *P <0.05 vs. aCSF/DM SO injizierte Mause.
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Jede Gruppe bestand aus 9 Tieren. Ein Injektion in die lateralen Ventrikel ermdglicht die Diffusion des Inhibitorsin
Hippokampus und Septum.

3.15 Butyrolactone | vermindert assoziatives L ernen von C57BL/6J M &usen
durch Inhibierung der basalen Cdk5 Kinaseaktivitat im

septo-hippokampalen System

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl Butyrolactone | als auch Roscovitin die
Gedachtniskonsolidierung in C57BL/6J Mausen empfindlich storen wurde vermutet, dass wie fir
Balb/c Méause eine Induktion des Cdk5 Proteins in Abhéngigkeit von assoziativem Lernen
eintritt. Um diese Méglichkeit zu Gberprifen wurden C57BL/6J Mause mittels kontextabhangiger
Furchtkonditionierung trainiert und nach jeweils 0,5, 1 und 3 h die Cdk5 Proteinproduktion
mittels immunohi stochemischer Analyse untersucht. Entsprechende Kontrollgruppen bestanden
aus Mausen, die entweder nur dem Kontext (Kontext) oder einem unmittelbaren Schock (Schock-
Kontext) ausgesetzt wurden. Jede Gruppe bestand aus 3 Tieren. Anders als erwartet zeigte sich,
dass weder im Septum [Abb. 3.15.1 A, B, F(1,3) =0.970, P = 0.498], noch im Hippokampus
[Abb. 3.15.1 C, D, F(1,3) =0.739, P = 0.730] Unterschiede beztglich der Cdk5 Produktion zu

beobachten waren.
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Abb. 3.15.1. Septo-hippokampale Cdk5 Proteinproduktion nach kontextabhangiger
Furchtkonditionierung.

A. Die Cdk5 Proteinproduktion wurde nach Furchtkonditionierung densiometrisch analysiert (4 Mause/Gruppe). Es
wurden keine signifikanten Unterschiede im Septum beobachtet [F(1,3) =0,970]. B. Reprasentative Aufnahmen des
Septums zum Zeitpunkt 0,5 h nach dem Training. Fir die Kontext-Schock Gruppe ist zusétzlich eine représentative
hoch vergroRerte Aufnahme dargestellt, die Cdk5 positive Neuronen zeigt. C. Die Cdk5 Proteinproduktion wurde
nach Furchtkonditionierung densiometrisch analysiert (4 Mause/Gruppe). Es wurden keine signifikanten
Unterschiede im Hippokampus beobachtet [F(1,3) =0,739]. D. Reprasentative Aufnahmen des Hippokampus zum
Zeitpunkt 0,5 h nach dem Training. Fir die Kontext-Schock Gruppe ist zusétzlich eine représentative hoch
vergrofierte Aufnahme (DG) dargestellt, die Cdk5 positive Neuronen zeigt. CA1, hippokampales Subfeld, DG, fascia
dentata (dentate gyrus), LSI, laterales intermediéres Septum, LV, laterale Ventrikel, M, mediales Septum

Esverblieb die Mdglichkeit, dass assoziatives Lernen Einfluss auf die Cdk5 Kinaseaktivitét
austibt, ohne dass die Proteinmenge sich andert. Daher wurden analog zu dem beschriebenen

Experiment weitere Mause mittels kontextabhangiger Furchtkonditionierung trainiert. Nach 0,5
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und 1 h wurden septo-hippokampale Zelllysate hergestellt, Cdk5 immunoprézipitiert und die
Kinaseaktivitat mittels dem Cdk5 Substrat Histon Hlanalysiert. Es konnten keine signifikanten

Unterschiede [F(1,3) =0,970] beztglich der Histon H1 Phosphorylierung gemessen werden (Abb.

3.15.2 A, B).
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Abb. 3.15.2. Die Cdk5 Aktivitét im septo-hippokampalen System wird nicht durch

Furchtkonditionierung beeinfluf3t.

A. Reprasentatives Ergebnis der Histon H1 Phosphorylierung durch Cdk5, die 0,5 und 1 h nach dem Training der
kontextabhangigen Furchtkonditionierung aus dem septo-hippokampal en System immunoprazipitiert wurde. Dazu
wurden septo-hippokampal e Lysate von naiven Mausen (n, 3/Gruppe), nach Prasentation des Kontext (K), Schock-
Kontext (SK) und Kontext-Schock (KS) hergestellt. Als Kontrolle (ktr) wurde eine Probe simultan, aber ohne Lysat
behandelt. B. Die Ergebnisse wurden in zwei unabhangigen Versuchen reproduziert und die Signale densiometrisch
analysiert. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen beobachtet werden.

Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, das Butyrolactone | die kontextabhéngige

Furchtkonditionierung in C57BL/6J M&usen vermindert, indem es die basale Cdk5
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Kinaseaktivitat veréndert. Um diese Moglichkeit zu untersuchen, wurde diein vivo
Kinaseaktivitét nach Butyrolactone | Injektion analysiert. Wurde Butyrolactone | 15 min vor dem
Training i.h. injiziert, war die hippokampale Cdk5 Kinaseaktivitat 30 min nach dem Training
signifikant niedriger asin entsprechenden Tieren, die mit aCSF/DM SO injiziert wurden (Fig.
3.15.3 A, B, P< 0.0001). Uberraschend war das Ergebnis, dass nach i.h. Injektion von
Butyrolactone | auch die Cdk5 Kinaseaktivitat im Septum signifikant vermindert war (Fig. 3.15.3
A, B, P< 0,0001). Ahnliche Resultate wurden erzielt, wenn Butyrolactone | in das laterale
Septum injiziert wurde, was zu einer signifikanten Verminderung der Kinaseaktivitét im Septum
und Hippokampus fuhrte (Fig. 3.15.3 A, B, P< 0,0001).

Um die Méglichkeit auszuschlief3en, dassi.h. injiziertes Butyrolactone | die septale Cdk5
Aktivitét und vice versa durch Diffusion inhibiert, wurden drei C57BL/6J Mause jeweilsi.s. oder
i.h. mit Methylenblau injiziert und 45 min spéter dekaptiert. Die anschlief3ende histologische
Analyse zeigte, dass M ethylenblaufarbung nur in der jeweils injizierten Region zu finden war
und sich nicht durch Diffusion im gesamten septo-hippokampalen System verteilte (Fig 3.15.3
C). Die Ergebnisse zeigen, dass der Effekt von Butyrolactone | auf die kontextabhangige
Furchtkonditionierung von C57BL/6J Mausen (Fig. 3.13) durch eine Inhibierung der basalen

Cdk5 Aktivitat im septo-hippokampalen System vermittelt werden konnte.
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Abb.3.15.3. Butyrolactone | vermindert die Cdk5 Aktivitat im septo-hippokampalen System
wahrend der Gedachtniskonsolidierung.

A. C57BL/6J Méuse (4/Gruppe) wurden 15 min vor dem Training i.s. oder i.h. mit Butyrolactone | oder
aCSF/DMSO injiziert und septo-hippokampal e Lysate 0,5 h nach dem Training hergestellt. Sowohl diei.h., alsauch
diei.s. Injektion verminderte die hippokampale Cdk5 Aktivitat (oben). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die Cdk5
Aktivitdt im Septum erzielt (unten). B. Die Resultate wurden in zwei unabhangigen Experimenten reproduziert und
die Signale densiometrisch quantifiziert. **P <0,001 vs. aCSF/DM SO Injektion, *** P <0,0001 vs. aCSF/DM SO
Injektion. C. Repréasentative Abbildungen von Septum und Hippokampus. C57BL6/J Mé&use (3/Gruppe) wurden i.s.
mit Methylenblau injiziert und 45 min spéter dekaptiert. Die Methylenblauférbung war auf die injizierte Region
beschrankt, da keine Farbung im Hippokampus beobachtet werden konnte. D. Reprasentative Abbildungen des
Hippokampus und Septum. C57BL6/J Mause (3/Gruppe) wurden i.h. mit Methylenblau injiziert und 45 min spéter
dekaptiert. Die Methylenblauférbung war auf die injizierte Region beschrankt, da keine Farbung im Septum
beobachtet werden konnte.
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3.16 C57BL/6J M duse haben eine hther e, basale Cdk5 und p35

Proteinproduktion als Balb/c M ause

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse wiesen darauf hin, dass C57BL/6J M&use unter basalen
Bedingungen mehr Cdk5 und p35 Protein produzieren, als Balb/c Mé&use.

Um zu untersuchen, ob die Proteinproduktion von Cdk5 und p35 in unterschiedlichen
Mausstammen variiert, wurde die entsprechende Proteinmenge unter naiven Bedingungen und
nach Furchtkonditionierung in C57BL/6J und Balb/c M&usen untersucht. Im septo-
hippokampalen System von C57BL/6J Mausen war die basale Cdk5 und p35
Proteinproduktion signifikant hoher alsin Balb/c Mausen (Abb. 3.16 A-C, P <0,05).
Furchtkonditionierung fuhrte dagegen zu einem signifikanten Anstieg von Cdk5 und p35in
Balb/c Méausen (P <0,05). Im Vergleich dazu hatte die Furchtkonditionierung keinen Einfluss

auf den hohen basalen Cdk5 und p35 Gehalt in C57BL/6J Mausen (Abb.3.16 D, E).
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Abb.3.16. Die basale Proteinproduktion von Cdk5 und p35 in C57BL/6J Mé&usen ist hoher as

in Balb/c Mausen und nicht durch Furchtkonditionierung induzierbar.

A. Cdk5 Gehalt im Septum und Hippokampus von naiven C57BL/6J M&usen (links, das kleine Bild zeigt jeweils
eine hohe VergroRerung der Cdk5 positiven Neuronen im DG und LS) ist hther asin naiven Balb/c Méusen
(rechts). B. Durch Immunoblot konnte gezeigt werden, dass die basale Cdk5 und p35 Produktion im septo-
hippokampalen System von C57BL/6J M&usen hoher ist alsin Balb/c M&usen. C. Die unter (B) beschriebenen
Ergebnisse wurden zweimal wiederholt und die Signal e densiometrisch quantifiziert. Der basale Proteingehalt
von Cdk5 und p35 in C57BL/6J Mausen war signifikant hther alsin Balb/c Mausen (*P < 0.05 vs. Balb/c). D.
Fir beide Stamme wurden septo-hippokampal e Lysate von naiven Mausen und M&usen die 0,5 h nach dem
Training der kontextabhangigen Furchtkonditionierung dekaptiert wurden hergstellt. Mittels Immunoblot wurde
gezeigt, dass der Proteingehalt von Cdk5 und p35 in Balb/c Mé&usen durch Furchtkonditionierung induzierbar ist,
in C57BL/6J M&usen jedoch nicht. E. Die unter (D) beschriebenen Ergebnisse wurden zweimal wiederholt und
die Signale densiometrisch quantifiziert (*P <0.05 vs. naive).; *P <0.05 vs. naive.
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3.17 Spezifische Produktion von Transkriptionsfaktoren konnte den
unter schiedlichen Cdk5 und p35 Gehalt in C57BL/6J und Balb/c

M ausen erklaren

Der unterschiedliche Cdk5 und p35 Gehalt in C57BL/6J und Balb/c Mausen ist am
wahrscheinlichsten auf eine jeweils spezifische Regulation der entsprechenden Promotoren
zurckzufuhren. Kirzlich konnte in vitro gezeigt werden, das die GC-Element-Binde-
Faktoren Spl, Sp2 und Sp4 wichtig fur die Transkription von p35 sind (Ross et al., 2002).
Uber die Lokalisation dieser Transkriptionsfaktoren im ZNS ist bisher jedoch wenig bekannt.
Die Analyse des CDK5 Promotors hat gezeigt, dass ebenfalls GC-reiche Sequenzen und u.a
eine AP-1 Bindestelle vorkommen (Ishizukaet al., 1995). Es wurde daher die Vermutung
aufgestellt, das Transkriptionsfaktoren der Sp-Familie und auch cFos an der Regulation von
Cdk5 und p35 in C57BL/6J und Balb/c Mausen beteiligt sein konnten. Um diese M oglichkeit
zu Uberprufen, wurde die septo-hippokampal e Proteinproduktion von Spl, Sp3, Sp4 und cFos
0,5 h nach der kontextabhangigen Furchtkonditionierung und in naiven C57BL/6J und Balb/c
Maéausen untersucht. Es konnte kein Mausstamm spezifischer Unterschied fir den basalen
Proteingehalt von Spl und Sp3 beobachtet werden (Abb. 3.17.1 A, B). Furchtkonditionierung

fuhrteim DG von C57BL/6J zu einer signifikanten Abnahme des Spl Gehalts.



Ergebnisse 95

A B
DG CA1 LS
50 50 50 I:l naive naive
w45 L 45 45 — 1 CA1
@ 40+ ({_)I 40 - cﬂ 40 -
~ 35 - ~ 35 = 35
g i 35 - -
% 30 5 30 £ 30
3 251 5 251 5 251
® 20 © 20 © 20 4 FK
G S G 154
3 15 a 3157 2
3 104 5 10 4 Z 10 .
o 5 - O 5 4 O 54
o- o- ® Balblc C57BL/6) —
Balb/c C57BL/6J Balb/c C57BL/6J alb/c 200
Cc
DG CA1 LS [naive
50 - 50 o 50 -
— 45 —~ 45 —~ 45 .FK
(1 L L
& 40 a4 il
3 35 1 H 35 H 35+
2 30 - 2 30 @ 30 -
S 25 G 25 G 25
O 5 | Q 50 4 0O 1
g g _qc_) 15
S 15 4 S 15 - £
2 101 2 10 - 2 10
Q. Q. [oX
O 54 @) 5 O 54
0 0 04
Balb/c C57BL/6J Balb/c C57BL/6J Balb/c C57BL/6J

ADbb.3.17.1. Vergleich der Proteinproduktion von Spl und Sp3 0,5 h nach

Furchtkonditionierung und in naiven C57BL/6J und Balb/c M&usen.

A. Die Proteinproduktion von Sp1 wurde 0,5 h nach Furchtkonditionierung und in naiven C57BL/6J und Balb/c
Maéusen (5 /Gruppe) immunohistochemisch und densiometrisch analysiert. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen naiven und furchtkonditionierten M&usen beider Stdmmeim LS und CA1 beobachet
werden. Im DG von C57BL/6J Mé&usen war Sp1 0,5 h nach der Furchtkonditionierung signifikant reduziert. B.
Représentative Aufnahme des Hippokampus von C57BL/6J M&usen, die eine verminderte Spl Immunoférbung
0,5 h nach Furchtkonditionierung zeigt. C. Fur die Sp3 Proteinproduktion konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen naiven und furchtkonditionierten und M&usen beider Stdmme beobachtet werden.

Im septo-hippokampalen System von naiven C57BL/6J M&usen war dagegen signifikant mehr
Sp4 zu beobachten, alsin Balb/c Mausen (Abb. 3.17.2 A-C, P <0.0001).

Furchtkonditionierung fuhrte im LS von C57BL/6J zu einer signifikanten Abnahme des Sp4
Gehalts.
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AbDb.3.17.2. Vergleich der Proteinproduktion von Sp4 0,5 h nach Furchtkonditionierung und

in naiven C57BL/6J und Balb/c Mausen.

A. Die Proteinproduktion von Sp4 wurde 0,5 h nach Furchtkonditionierung und in naiven C57BL/6J und Balb/c
Maéusen (5 /Gruppe) immunohistochemisch und densiometrisch analysiert. Die basale Sp4 Proteinproduktion
war im septo-hippokampalen System von C57BL/6J Méusen signifikant stérker alsin Balb/c Mausen.
Furchtkonditionierung hatte keinen Einfluss auf den Sp4 Gehalt im Hippokampus, verminderte diesen jedoch im
LS von C57BL/6J Mausen. B. Repréasentative Aufnahmen des Hippokampus (links sind hochvergréerte
Aufnahmen des CA1 und DG mit Sp4 Férbung dargestellt, Pfeile markieren Sp4 positive Nuklel) von naiven
Balb/c M&usen im Vergleich zu C57BL/6J Mausen, die einen verstérkten Sp4 Gehalt in C57BL/6J Mé&usen
zeigen. C. Représentative Aufnahmen des Septums von naiven und furchtkonditionierten Balb/c M&usen im
Vergleich zu C57BL/6J Mausen, die einen reduzierten Sp4 Gehalt im LS von C57BL/6J Mé&usen 0,5 h nach
Furchtkonditionierung zeigen. Statistische Unterschiede: ®P< 0.0001 vs. naive; *** P <0.0001 vs. entsprechende
Gruppe in Balb/c Mausen.

In naiven Mausen konnte cFos in keinem Stamm nachgewiesen werden.

Furchtkonditionierung fuhrte dagegen in beiden Stémmen zu einem signifikanten Anstieg des
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cFos Proteingehalts. Dieser Anstieg war im lateralen Septum von Balb/c Mausen signifikant

hoher alsin C57BL/6J Mausen (Abb. 3.17.3 A, B, P <0,0001).
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Abb.3.17.3. Vergleich der Proteinproduktion von cFos 0,5 h nach Furchtkonditionierung und
in naiven C57BL/6J und Balb/c Mausen.

A. Die Proteinproduktion von cFos wurde 0,5 h nach Furchtkonditionierung und in naiven C57BL/6J und Balb/c
Mausen immunohistochemisch analysiert (5 Mause/Gruppe) und anschlieffend densiometrisch quantifiziert. In
naiven Tieren konnte kein cFos Protein beobachtet werden, nach Furchtkonditionierung stieg die cFos
Produktion in alen Tieren signifikant an. Der Anstieg im lateralen Septum von Balb/c Mé&usen war signifikant
héher, alsin C57BL/6J M&usen. B. Links, reprasentative Aufnahmen der hippokampalen CA1 Region von
C57BL/6J und Balb/c M&usen 0,5 h nach Furchtkonditioierung. Rechts, représentative Aufnahmen des lateralen
Septum von C57BL/6J und Balb/c M&usen 0,5 h nach Furchtkonditioierung. Statistische Unterschiede: #P<
0.0001 vs. naive; ***P <0.0001 vs. entsprechenden Gruppe in Balb/c Mé&usen
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3.18 Cdk5 reguliert die Extinktion konditionierter Furcht

Um den Einfluss von Cdk5 auf die Extinktion konditionierter Furcht zu untersuchen wurden
C57BL/6J Mause zunachst mittels kontext- und tonabhéngiger Furchtkonditionierung trainiert
und an den folgenden Tagen im Gedachtnistest analysiert. Dabei bestand der Gedéachtnistest
aus der Prasentation des Kontext (3 min) und des Tons (30 sec) und war soweit dem Training
identisch, wobei jedoch kein Elektroschock verabreicht wurde. Es zeigte sich, dass C57BL/6J
Maéause im Test 4 signifikant weniger erstarren als wahrend Test 1, was a's Extinktion der
konditionierten Furcht gewertet wurde (Abb. 3.18 A). Anschlief3end wurden C57BL/6J
Mause mit intrahippokampalen Mikrokantlen versehen, wie beschrieben trainiert und an den
folgenden Tagen im Gedachtnistest analysiert. Unmittelbar nach jedem Test wurden die Tiere
i.h. mit Butyrolactone | (50 ng/Maus) injiziert. Im Vergleich zu Kontrolltieren, die mit
aCSF/DM SO injiziert wurden, zeigte die Butyrolactone | Gruppe bereitsim Test 3 signifikant
weniger Erstarren (Abb. 3.18 B), wogegen diesesin Kontrolltieren erst im Test 4 zu
beobachten war. Als Kontrolle wurde ein VVersuch durchgefiihrt bei dem Butyrolactone | (50
ng/Maus) nur nach Test 1 injiziert wurde. Wie die entsprechende Kontrollgruppe zeigen diese
Tiereim Test 4 signifikant weniger Erstarren alsim Test 1 (Abb.3.18 C). Werden die
einzelnen Tests als Extinktionskurve begriffen, so zeigt die statistische Analyse jedoch einen
signifikanten Unterschied zwischen der Extinktionskurve Butyrolactone | injizierter Tiere,
gegentber der Kontrollgruppe [F(1,47)= 6,841; P < 0,05]. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Injektion von Butyrolactone | zu einer signifikant schnelleren Extinktion der konditionierten
Furcht fuhrt, die Cdk5 Aktivitét also in die Erhaltung konditionierter Furcht involviert ist,

indem Extinktion verhindert wird.
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Abb. 3.18. Butyrolactone | erleichtert die Extinktion konditionierter Furcht.

A. C57BL/6J Mause (n=9) wurden mittels kontext- und tonabhangiger Furchtkonditionierung trainiert (T =
Training) und das Erstarren wahrend der folgenden Gedéchtnistests analysiert. B. C57BL/6J Méause (n=
7/Gruppe) wurden trainiert und das Erstarren wéhrend der folgenden Gedéchtnistests analysiert. Unmittelbar
nach jedem Gedéchtnistest wurde Butyrolactone | (50 ng/Maus) oder aCSF/DMSO i.h. injiziert. C. Der Versuch
wurde wie unter (B) beschrieben durchgefiihrt, wobei die M&use (n= 8/Gruppe) nur nach dem ersten
Gedéchtnistest i.h. injiziert wurden. Statistische Unterschiede: * P<0,05 vs. Test 1. Pfeil; Injektion.
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4. Diskussion

4.1 Identifikation differentiell exprimierter Gene

Die Sequenzierung vollstandiger Genome, wie z.B. das des Menschen, ist ein grofier
Fortschritt fur die Biologie und Medizin. Es stellt sich nun die Frage nach der Funktion der
vorhandenen Gene. Die Kenntnis des Transkriptoms in einer bestimmten Situation kann
hierbei ein erster Schritt sein, um das komplexe Zusammenspiel von Genen und letztlich auch
Proteinen zu verstehen. Ein moglicher, methodischer Angang dieser Fragestellung ist die
Suche nach differentiell exprimierten Sequenzen in spezifischen Situationen, mittels
Subtraktiver Hybridisierung und anschliefiendem ,, Differentiellen Screening®. Durch die
vollstdndige Sequenzierung des menschlichen Genoms und die t&glich wachsende Zahl
bekannter Sequenzen des Mausgenoms, stellt die Tatsache, dass mit Methoden wie der
Subtraktiven Hybridisierung nur Genfragmente gefunden werden kénnen, keinen Nachteil
mehr da. Ein Beispiel hierfur ist die Tatsache, dass im Laufe der vorliegenden Arbeit alle, bis
auf zwei der hier besprochenen Sequenzen, entsprechenden Genen oder vollstandigen cDNA
Klonen zugewiesen werden konnten. Vielmehr ist die Tatsache, dass eine Sequenz keine
Ahnlichkeit zu Genen der Datenbank oder zumindest Expressionsstiicken (expressed
sequence tags (EST); cDNA wird mit einem Restriktionsenzym geschnitten und zur
Sequenzierung in Vektoren kloniert. Diese Sequenzen sind dann in der Datenbank abrufbar.
Durch Vergleich Gberlappender ESTs kann ein vollstandiger cODNA Klon erhalten werden)
aufweist ein Hinweis darauf, dass es sich um eine Kontamination handeln kénnte. Diese
Maglichkeit trifft fur den hier beschriebenen Klon A6 zu, der keine Ahnlichkeit zu cDNA
Sequenzen, jedoch zu chromosomaler DNA zeigte. Es wurde vermutet, dass diese
chromosomal e Sequenz aufgrund einer Abfolge von Adenosinnukleotiden wahrend der
cDNA Synthese isoliert wurde, da das durch 3'RACE PCR amplifizierte Fragment genau an
einer solchen Stelle im Genom endet. Diese einzelstrangige DNA koénnte so durch den

anschlief3enden DNAse Verdau nicht eliminiert worden sein und ware dann al's genomische
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Kontamination erhalten geblieben. DaKlon A6 in der cDNA Population immobilisierter
Méause quantitativ haufiger vorkam als in naiven Mausen, ist zu vermuten, dass eine solche
Kontamination kein quantitatives Ereignisist. Von den tibrigen Klonen wurde in dieser Arbeit
die Cdk5 charakterisiert, wobei die gezeigte Funktion wahrend der Gedachtniskonsolidierung
neue Forschungsansétze ermoglicht und somit den Ansatz dieser Arbeit rechtfertigt. Die
Suche nach differentiell exprimierten Genen mittels Subtraktiver Hybridisierung ist somit
eine Moglichkeit die Informationen der Genomanalyse in biologisches Wissen auf
Proteinebene umzusetzen. Bisher konnte so vor allem in Systemen mit Tumorzelllinien
(Eleveld-Trancikovaet a., 2002) Ergebnisse erzielt werden. Aber auch neue Einblickein
entwi cklungsbiol ogische Fragestellungen sind maglich. So konnten nach Uberexpression
spezifischer mMRNA in Xenopus laevis neue Komponenten von Signalwegen charakterisiert
werden (Maurus, Daniel, personliche Mitteilung). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass auch
Gene identifiziert werden konnten, die durch verhaltensbiol ogische Experimente an Mausen
aktiviert werden. In Zukunft verspricht vor allem die Kombination subtrahierter cONA

Bibliotheken und der DNA-Chip Technologie weitere Ergebnisse auf diesem Gebiet.

4.2 Septo-hippokampale Cdk5 wird in Balb/c M &usen durch

I mmobilisationsstressinduziert

Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein mittels subtraktiver Hybridisierung gefundenes
Genfragment als Zyklin-abhéngige Kinase (Cdk) 5 identifiziert werden. Mittels
semiquantitativer RT-PCR und in situ Hybridisierung konnte die transiente Aufregul ation des
CDK5 Gensin Anwort auf einen einstiindigen Immobilisationsstress bestétigt werden.

I mmunohi stochemische Analysen zeigten, dass ein einstiindiger Immobilisationsstress auch
das Cdk5 Protein transient aufreguliert, wobei die vermehrte Cdk5 Produktion auf cholinerge
Neuronen des septo-hippokampalen Systems beschrankt war. Durch die Tatsache, dass CdkS5,
welche 0,5 h nach dem Ende einer einstiindigen Immobilisierung aus dem septo-

hippokampalen System von Balb/c Mausen immunoprézipitiert wurde, in vitro das Cdk5
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Substrat Histon H1 phosphorylierte, konnte geschlossen werden, dass Cdk5 im septo-
hippokampalen System in aktiver Form vorliegt. Diein vitro Kinaseaktivitét war dabei
signifikant hdher asin naiven Tieren, was in Einklang mit der stressvermittelten
Aufregulation des Cdk5 Proteinsist. In bisherigen Arbeiten konnte eine Cdk5 Aufregulation
ausschliefllich nach AFOSB Uberexpimierung in transgenen Mausen (Bibb et al., 2001),
nachdem Méausen Kokain verabreicht wurde (Bibb et al., 2001) und nach chronischer
Elektroschockbehandlung (Neystat et al., 2001) beobachtet werden.

Cdk5 ist eine Serin/Threonin Kinase und Mitglied der Cdk Familie von Protein
Kinasen, welche in die Regulation des Zellzyklus involviert sind (Lew und Wang, 1995).
Cdk5 wurde aufgrund seiner Ahnlichkeit zu Cdk?2 isoliert (Meyerson et al, 1992). Anders als
die tbrigen Cdks wird Cdk5 jedoch nicht durch Cykline, sondern durch die Regulator-
Proteine p35 (Tsai et al., 1994) oder p39 (Tang et al., 1995) aktiviert. Ein weiterer
Unterschied besteht darin, dass die Cdk5 Aktivitét nicht an der Regulation des Zellzyklus
beteiligt, sondern auf postmitotische, nicht mehr teilungsf&hige Neuronen beschrankt ist (Ko
et a., 2001; Harada et al; 2001, Dhavan and Tsai, 2001). Die physiologische Funktion der
Cdk5 wurde bisher mit Prozessen der Gehirnentwicklung (Smith and Tsai, 2002), wie der
Phosphorylierung des Zytoskel etts und damit verbundenen neuronaler Migration (Ohshima et
al., 1996; Chaeet al., 1997), der Axonbildung (Nikolic et al., 1998) aber moglicherweise auch
der Neurosekretion (Matsubara et al., 1996; Fletcher et al., 1999) in Verbindung gebracht.
Deregulierte Cdk5 Aktivitét, die vermutlich durch das Regulator-Protein p25 (Y oo und
Lubec, 2001; Takashimaet al., 2001), ein Spaltprodukt von p35, vermittelt wird, ist eventuell
an der Entstehung der Alzheimer Krankheit beteiligt (Town et a., 2002; Smith and Tsai,
2002). Zudem deuten kiirzlich verdffentlichte Daten auf eine Beteiligung der Cdk5 bei der
Entstehung von amyotropher lateraler Sklerose (ALS) hin (Patzke and Tsai, 2002). Uber die
physiologischen Funktionen der Cdk5 im adulten Gehirn ist dagegen nur wenig bekannt.

Dasin dieser Arbeit gezeigte Ergebnis, dass die Cdk5 Proteinproduktion und Aktivitét
durch physiologische Umweltreize verandert werden kann, war daher unerwartet und

Uberraschend.
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4.3 Bedeutungder Cdk5 fur die Gedachtniskonsolidierung

4.3.1 Cdk5reguliert assoziativesLernen in Balb/c Mausen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Cdk5 Protein und die Cdk5 Aktivitét
durch einen einstiindigen Immobilisatiosstress induziert werden konnten. Durch
immunohistol ogische Doppelfarbung konnte gezeigt werden, dass Cdk5 zusammen mit dem
Aktivatorprotein p35 in cholinergen Neuronen des septo-hippokampalen System lokalisiert
ist, was darauf hinweist, dass Cdk5 und p35 einen aktiven Komplex in diesem Gehirngebiet
bilden. Diese Vermutung wurde durch den Befund belegt, dass Cdk5 und p35 aus dem septo-
hippokampalen System von immobilisierten Balb/c M&usen co-immunoprézipitiert werden
konnten. I nteressanterwei se konnte mittels Immunoblot demonstriert werden, dass auch das
septo-hippokampale p35 Protein 0,5 h nach dem Ende einer einstiindigen Immobilisierung
signifikant aufreguliert war. Die Mikroinjektion des Cdk5 Inhibitors Butyrolactone | in das
laterale Septum oder den Hippokampus verhinderte, die stressvermittlete Verbesserung der
kontextuellen Furchtkonditionierung von Balb/c Mausen. In Einklang damit konnte gezeigt
werden, dass die intraseptal e oder intrahippokampale Injektion von Butyrolactone | die in
vivo Kinaseaktivitat von Cdk5 signifikant vermindert.

I nteressanterwei se fuhrte die intraseptal e oder intrahippokampale Mikroinjektion von
Butyrolactone | auch in Abwesenheit von Stress, zu einer Verschlechterung der
kontextabhéngige Furchtkonditionierung. Die Butyrolactone | Injektion hatte dabei keinen
Einfluss auf die tonabhéngige Furchtkonditionierung, was in Einklang mit der
vorherrschenden Darstellung ist, dass Septum (Sparks und LeDoux, 1995) und Hippokampus
(Kim und Fanselow, 1992) nicht in den Erwerb von tonabhéngiger Furcht involviert sind.
Zudem hatte eine Blockierung der Cdk5 Aktivitét keinen Einfluss auf die stressmodulierte
Angst, was ebenfalls auf eine spezifische Funktion der Cdk5 wéahrend der
Gedachtniskonsolidierung hinweist. Dass die induzierbare Cdk5 Aktivitét im septo-

hippokampalen System fir assoziatives L ernen und dessen stressvermittelte Verbesserung
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essentiell ist, demonstriert eine neue, unerwartete Funktion des Cdk5 Proteins. Kirzlich
veroffentlichte Arbeiten bestétigen diese Ergebnisse. So konnte inzwischen gezeigt werden,
dass Cdk5 N-methyl-d-aspartat (NMDA) Rezeptoren phosphoryliert und die Inhibierung der
Cdk5 Aktivitat die Ausbildung der Langzeitpotenzierung (LTP) in hippokampalen
Hirnschnitten von Ratten blockiert (Li et al., 2001). Die Phosphorylierung von P/Q-
spannungsabhangigen Kalziumkanden durch Cdk5 ist eventuell in die Ausschittung von
Neurotransmitter involviert (Tomizawaet al, 2002; Yan et al., 2002). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Cdk5 die Gedachtniskonsolidierung durch die Phosphorylierung von
synaptischen Membranrezeptoren modulieren kénnte. Diese Vermutung ist in Einklang mit
der in dieser Arbeit beschriebenen, ausschliefdich cytoplasmatischen Lokalisation von Cdk5
in Balb/c und C57BL/6J Mausen. Es darf aber auch spekuliert werden, dass éhnliche
Funktionen, wie sie fir Cdk5 wahrend der Gehirnentwicklung beschrieben wurden, auch fur
die Gedéachtniskonsolidierung wichtig sind. So wurde gezeigt, dass fir die Entstehung von
LTP, ein dynamisches Zytoskel ett, welches zu neuronal en, morphol ogischen Veréanderungen
fuhrt, essentiell ist (Rossum und Hanisch, 1999; Hatada et al., 2000). Zudem verandert die
Modulation des Zytoskeletts, die Aktivitat und Zellmembran-V erankerung von nikotinischen
und muskarinen Acetylcholin-Rezeptoren (Bencherif und Lukas, 1993). Cdk5 konnte die
Gedéchtniskonsolidierung also auch durch strukturelle Verénderungen des Zytoskel etts
beeinflussen. Hierfir sprechen auch noch unveréffentlichten Arbeiten in denen gezeigt
werden konnte, dass diei.h. Injektion von Cytochalasin D, einer Substanz, welche die
Polymerisierung von Aktin inhibiert ohne die normale synaptische Aktivitdt zu beeinflussen
(Krucker et a., 2000), die Furchtkonditionierung in Balb/c und C57BL/6J M&usen signifikant
verschlechtert (Fischer, Andre und Radulovic, Jelena, unvertffentlichte Beobachtung). Ein
maoglicher M echanismus kénnte die Phosphorylierung der Proteinkinase Pak-1 (p21 aktivierte
Kinase) sein. Es konnte gezeigt werden, dass die Cdk5/p35 vermittelte Phosphorylierung von
Pak-1 derer Kinaseaktivitdt vermindert (Nikolic et al., 1998). Ein Substrat der Pak-1 ist eine
weitere Proteinkinase, die LIM-Kinase (Edwards et al., 1999), welche nach Pak-1 vermittelter

Phosphorylierung das Aktin-regulierende Protein Cofilin phosphorylieren kann (Arber et al.,
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1998; Yang et al, 1998). Cofilin bewirkt die Depolymerisierung von Aktin, wobei die
Phosphorylierung von Cofilin dessen Aktivitét inhibiert (Bamburg et al., 1999). Dieser
hypothetische Signalweg lasst vermuten, dass die Cdk5 Aktivitét wahrend der
Gedachtniskonsolidierung zu einer verstarkten Depolymerisierung von Aktin fihren konnte.
Gleichzeitig moduliert Cdk5 auch das Mikrotubuli-Gerlst der Zelle, indem esz.B. MAP-1
(Mikrotubuli-assoziertes Protein; Smith und Tsai, 2002) und TAU phosphorylieren kann
(Baumann. 1993; Flaherty et a., 2000). Vor diesem Hintergrund ist zu bemerken, dass die
Cdk5 vermittelte Hyperphosphorylierung des Zytoskel etts (Patrick und Zuckerberg, 1999,
Alvarez et a., 2001) und verminderte cholinerge Neurotransmission (Morrison und Hof,
1997) wichtige Bestandteile der Pathogenese der Alzheimer Krankheit sind. Daher kann
vermutet werden, dass eine deregulierte Cdk5 Aktivitdt im cholinergen septo-hippokampalen
System an der pathophysiologischen Cdk5 Hyperaktivitét, wie sie wahrend der Alzheimer
Krankheit beobachtet wird, beteiligt ist. Diein dieser Arbeit beschriebenen Daten, dass die
Blockierung der Cdk5 Aktivitét die Gedachtniskonsolidierung verschlechtert, lassen aber
auch eine andere Interpretation zu. Demnach konnte die erhdhte Cdk5 Aktivitét in den
Gehirnen von Alzheimer Patienten auch einen Mechanismus darstellen, der dazu dienen

konnte die kognitiven Defizite zu kompensieren.

4.3.2 Cdk5reguliert assoziatives L ernen in ver schiedenen

M ausstammen

Um die Funktion der Cdk5 wahrend der Gedachtniskonsolidierung eingehender zu
untersuchen, wurde deren Einfluss auf die Furchtkonditionierung von C57BL/6J M&usen
untersucht. Dieser Stamm wurde gewahlt, da er zum einen haufiger fir Experimente
verwendet wird als Balb/c Mause und so einen direkteren Vergleich mit Ergebnissen anderer
L aboratorien ermoglicht. Anderseits wurden fir die kognitiven Fahigkeiten in verschiedenen
Lernexperimenten (Francis et al., 1995; Bao et al. 1998; Heyser et. al, 1999) inklusive der

Furchtkonditionierung (Chen at al., 1996) signifikante Unterschiede zu Balb/c Mausen
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beschrieben. Die Mikroinjektion von Butyrolactone | in das septo-hippokampale System von
C57BL/6J Méausen verminderte die basale Cdk5 Aktivitét und die kontextabhangige
Furchtkonditionierung signifikant und bestatigt somit die zuvor beschrieben Ergebnisse an
Balb/c Mé&usen (4.3.1). Ahnliche Ergebnisse wurden auch durch die Injektion von Rocovitin,
einem weiteren Cdk5 Inhibitor, erzielt, wenn dieser in die lateralen Ventrikel (i.c.v.) injiziert
wurde. Uberraschenderweiser blockierte intrahippokampal injiziertes Butyrolactone | nicht
nur die Cdk5 in vivo Aktivitét im Hippokampus sondern auch im Septum. Umgekehrt
blockierte auch die intraseptale Injektion die Cdk5 in vivo Aktivitét im gesamten septo-
hippokampalen System. Da dieser Effekt nicht auf Diffusion beruhte, ist zu vermuten, dass
die Cdk5 Aktivitét im septo-hippokampalen System funktionell verknipft ist. Fir eine solche
Annahme sprechen Experimente in denen die Fimbria/Fronix-Verbindung, ein massives
Faserbiindel welches Hippokampus und Septum verbindet (siehe auch 1.5), zerstort wurden.
Eine solche Lasion fuhrt in Ratten zu einer V erschlechterung des assoziativen Lernens
(Taubenfeld et al., 1999), verhindert u.a. die Phosphorylierung des Creb-Proteins (siehe auch
1.3) und die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren im Hippokampus (Taubenfeld
et a., 2001). Furchtkonditionierung hatte im Gegensatz zu Balb/c Mausen keinen Einfluss auf
die septo-hippokampale Cdk5/p35 Proteinproduktion und Cdk5 Aktivitét in C57BL/6J
Méausen, was dadurch erklart werden kann, dass dieser Stamm unter naiven Bedingungen
signifikant mehr Cdk5 und p35 produziert als Balb/c Mause. Tatséchlich entsprach die basale
Cdk5 und p35 Proteinproduktion in naiven C57BL/6J M&usen der induzierbaren Cdk5/p35
Proteinmenge in Balb/c M&usen, so dass vermutet werden kann, dass eine Aufregulation in
C57BL/6J Mausen nicht notwendig war, um die Cdk5 Aktivitat wahrend der
Gedachtniskonsolidierung zu gewahrleisten. Vor diesem Hintergrund kann spekuliert werden,
dass dieim Vergleich zu Balb/c Mausen signifikant hohere basale Proteinproduktion von
Cdk5/p35 und eventuell anderen Proteinen, wie z.B. pElk und dpErk, die an der
Gedachtniskonsolidierung beteiligt sind (Radulovic, Jelena, personliche Mitteilung),
zumindest tellweise fur die bessere Furchtkonditionierung von C57BL/6J Mausen (Chen et

al., 1996) verantwortlich sein konnte. Tatséchlich wurde in einer kirzlich veroffentlichten
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Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass die Quantitét der trandlatierten Proteineim Gehirnin
einem direkten Verhdtnis zu den entsprechenden kognitiven Eigenschaften steht (Enard et al.,
2002). Der hohere basale Proteingehalt von Cdk5 und p35 in C57BL/6J Mé&usen und die
transiente Induzierbarkeit in Balb/c Mausen ist am einfachsten durch die spezifische Aktivitét
von Transkriptionsfaktoren zu erkléren. Wie kirzlich gezeigt werden konnte, sind die GC-
Element-Bindefaktoren Spl, Sp2 und Sp4 essentiell und ausreichend fur die Expression von
p35 in Neuronen (Ross et al., 2002). Uber die Lokalisation dieser Transkriptionsfaktoren im
Zentralen Nervensystem ist jedoch nur wenig bekannt. Das5° Ende des CDK5-Promotors ist
ebenfalls GC-reich und weist zudem eine AP-1, zwei AP-2 und eine CRE (CAMP Antwort
Element) Bindestelle auf (Ishizukaet al., 1995). Das Vorhandensein der AP-1 Bindestelleist
in Einklang mit Ergebnissen, die eine erhdhte Cdk5 Produktion nach AFOSB
Uberexprimierung in transgenen M&usen zeigten (Bibb et al., 2001). Der in dieser Arbeit
beschriebene, im Vergleich zu Balb/c Mausen signifikant erhohte Sp4 Gehalt im septo-
hippokampalen System von C57BL/6J Mausen, ist ein Hinweis, dass Sp4 einer der
Transkriptionsfaktoren sein konnte, die fur die hthere basale Cdk5 und p35 Proteinproduktion
in C57BL/6J Méusen verantwortlich ist. Anderseits konnten frih exprimierte Gene wie cFOS
(Radulovic et a, 1998), die bei einer Vielzahl von Umweltreizen aktiviert werden (Robertson,
1992), fir die induzierte Cdk5 Produktion in Balb/c Mausen mitverantwortlich sein. Wiein
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist die cFos Produktion in Antwort auf
Furchtkonditionierung im Septum von Balb/c Mausen tatséchlich signifikant hoher alsin
C57BL/6J Mausen. Diese Ergebnisse unterstiitzen die aufgestellte Vermutung, dass eine
spezifische Verwendung bestimmter Transkriptionsfaktoren den unterschiedlichen Cdk5 und
p35 Gehalt in C57BL/6J und Balb/c Mausen erklaren konnte.

4.4 Cdk5reguliert die Extinktion konditionierter Furcht

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cdk5 in die Gedachtniskonsolidierung
wahrend der Furchtkonditionierung involviert ist. Es sollte daher auch Uberprift werden, ob

dessen Aktivitét Einfluss auf verwandte kognitive Eigenschaften, wie die Extinktion (siehe
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auch 1.2.2) der konditionerten Furcht hat.. Uber die molekularen Ereignisse, die der
Extinktion zu Grunde liegen ist noch relativ wenig bekannt. Es gibt immerhin Hinweise, dass
z.B. NMDA-Rezeptoren neben ihrer Funktion wahrend der Gedachtniskonsolidierung auch
fur die Extinktion wichtig sein konnten (Falls et al., 1992; Johnson et a., 2000), was darauf
hindeutet, dass M echanismen die zum Erwerb von Informationen fuhren, zumindest teilweise
auch an deren Extinktion beteiligt sein kénnten. Die Daten auf diesem Gebiet sind zudem
noch sehr kontrovers (Nader et a., 2000; Lattal et al., 2001, Fischer et al., 2002). In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die intrahippokampal e Injektion von Butyrolactone | zu
einer signifikant schnelleren Extinktion des Erstarrens fihrte. Dieses Ergebnis resultiert aus
dem Befund, dass mit Butyrolactone | injizierte Tiere schon im Test 3 signifikant weniger
Erstarren alsim Test 1, wenn sie sowohl nach Test 1 und nach Test 2 injiziert wurden. Fur
Kontrolltiere konnte erst im Test 4 ein signifikanter Unterschied zum Erstarren gegentiber
Test 1 beobachtet werden. Dieser Effekt war durch die alleinige Butyrolactone I-1njektion
nach Test 1 nicht zu erreichen, wobei sich bel einem Vergleich der Extinktionskurven
dennoch ein signifikanter Unterschied zu Kontrolltieren zeigte. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Cdk5 Aktivitét nach Test 1 und Test 2 modulierend auf die Extinktion der
konditionierten Furcht einwirkt. Die Cdk5 Aktivitét ist also sowohl an der
Gedéchtniskonsolidierung, d.h. der Abspeicherung der Furchterinnerung im
Langzeitgedachtnis, als auch an der Regulation der Extinktion dieser Furchterinnerung
beteiligt. Es kann daher spekuliert werden, dass die gleichen Cdk5 vermittelten zelluldren
Mechanismen, die zum Erwerb der Furchterinnerung fuhren, auch wéahrend der Extinktion
aktiviert werden. Das die Injektion von Butyrolactone | die Extinktion konditionierter Furcht
signifikant beschleunigt, widerspricht allerdings dieser Vermutung, wenn man annimmt, dass
auch Extinktion eine Form von Lernen darstellt. Nach dieser Theorie lernen die Versuchstiere
als neue Information wahrend der Extinktion, dass ein zuvor konditionierter Reiz nicht mehr
aversiv ist (Berman und Dudai, 2001). Demnach wirde Cdk5 wahrend der
Furchtkonditionierung die Gedachtniskonsolidierung verbessern, wogegen die

Gedéchtniskonsolidierung wahrend der Extinktion der konditionierten Furcht durch Cdk5
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verschlechtert wird. Anderseits kann spekuliert werden, dass es zelluldre Mechanismen gibt,
die die Extinktion verhindern, also daran teilhaben die Furchterinnerung aufrechtzuerhal ten.
Die Tatsache, das Cdk5 an einem solchen Mechanismus beteiligt ist, erlaubt die Annahme,
dass diese Mechanismen auf molekularer Ebene, denen wahrend der
Gedachtniskonsolidierung entsprechen konnten. Die molekularen VVorgange, die beteiligten
Hirnregionen und zelluldren Komponenten wahrend der Extinktion sind ein wichtiges,
allerdings noch weitgehend unerforschtes Gebiet. Eine Reihe von Arbeiten deutet zudem
darauf hin, dass Mechanismen, die eine Extinktion konditionierter Furcht regulieren, auch fir
die Extinktion aversiver Verhatensweisen, wie Sucht und Abhangigkeit oder
Posttraumatischen Belastungsstérungen (PTSD) von Bedeutung sind (Koob, 2000; Conklin
und Tiffany, 2002; Kodituwakku, 2001; Wessa und Flor, 2002). Diein dieser Arbeit gezeigte
Funktion, dass Cdk5 Aktivitét die Extinktion konditionierten Furcht verhindert, er6ffnet somit
die Moglichkeit neuer therapeutischer Ansétze. In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass z.B. Alkohol- oder Kokainabhangigkeit im Mausmodell untersucht werden kann
(Stitzer et al, 1985; Sillaber et a., 2002). Es wird daher interessant sein, zu analysieren,

inwiefern die Blockierung der Cdk5 Aktivitét diese Prozesse beeinflussen kann.

5. Zusammenfassung und abschlief3ende Betrachtung

1) Durch die Kombination verhaltens- und molekularbiol ogischer Methoden konnte in dieser
Arbeit das Gen fir die Cyclin abhéngige Kinase (Cdk) 5, als differentiell exprimiertes
Gen des lateralen Septums entdeckt werden. Cdk5 ist eine Serin/Threonin Kinase und
Mitglied der Cdk Familie von Protein Kinasen, welche hdufig in die Regulation des
Zéellzyklusinvolviert sind (Lew und Wang, 1995). Anders als die Ubrigen Mitglieder der
Cdk Proteinfamilie wird die Cdk5 nicht durch Cycline, sondern vor allem durch das
Regulatorprotein p35 aktiviert. Obwohl Cdk5 zu den tibrigen Cdks Homologien von 55-
83% aufweist, ist fur die Cdk5 keine Funktion wahrend des Zellzyklus bekannt (Dhavan
und Tsai, 2001). Dagegen konnte gezeigt werden, dass die Cdk5-Aktivitét fir

verschiedene Prozesse der Gehirnentwicklung wichtig ist (Smith and Tsai, 2002). Uber
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2)

3)

4)

die physiologischen Funktionen der Cdk5 im adulten Gehirn war bisher nur wenig

bekannt.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass das Cdk5 Gen in Antwort auf einen
einstiindigen Immobilisationsstress im lateralen Septum von Balb/c Mé&usen induziert
wurde. Weiterhin konnte demonstriert werden, dass auch das Cdk5 Protein 0,5 h nach
dem Ende des Immobilisationsstress transient aufreguliert wurde. Dabei war die verstérkte
Proteinproduktion auf cholinerge Neuronen des septo-hippokampalen Systems

beschrankt.

Der Cdk5/p35 Komplex konnte aus dem septo-hippokampalen System von
immobilisierten Balb/c M&usen immunoprézipitiert werden und phosphoryliertein vitro
das Cdk5 Substrat Histon H1. Zudem war diein vitro Cdk5 Kinaseaktivitét 0,5 h nach
dem Ende einer einstiindigen Immobilisierung signifikant hoher alsin naiven Balb/c
Mausen, was demonstrierte, dass Immobilisationstress zu eine erhdhten Cdk5 Aktivitét im

septo-hippokampalen System von Balb/c Mausen fihrte.

Die Mikroinjektion des Cdk5 Inhibitors Butyrolactone | in das laterale Septum (i.s.) oder
den Hippokampus (i.h.), verminderte die in vivo Cdk5 Kinaseaktivitét signifikant und
blockierte gleichzeitig die stressinduzierte Verstarkung der kontextuellen
Furchtkonditionierung. Interessanterwei se blockierte die intraseptal e oder
intrahippokampal e Injektion von Butyrolactone | auch in Abwesenheit von Stress die
Furchtkonditionierung von Balb/c Mé&usen. In Einklang damit konnte gezeigt werden, dass
auch das Training der kontextuellen Furchtkonditionierung zu einer transienten
Aufregulation der Cdk5 im septo-hippokampalen System fuhrte. Die Butyrolactone |-

Injektion hatte keinen Einfluss auf die stressvermittelte Angst von Balb/c Mé&usen.
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5)

6)

7)

Die Cdk5 Aktivitét war auch fir die Gedachtniskonsolidierung von C57BL/6J Mé&usen
essentiell. Diese Erkenntnis folgte aus der Beobachtung, dass die intraseptale oder
intrahippokampal e Injektion von Butyrolactone | oder die Injektion von Roscovitin, einem
weiteren Cdk5 Inhibitor, die kontextuelle Furchtkonditionierung signifikant
verschlechterte. Im Gegensatz zu Balb/c Mausen war der Cdk5/p35 Komplex und dessen
Aktivitét in C57BL/6J Mé&usen nicht durch Furchtkonditionierung induzierbar, was durch
die Tatsache erklart werden konnte, dass C57BL/6J Mé&use eine signifikant hohere, basale
Cdk5/p35 Proteinproduktion aufwiesen. Eine mdgliche Erklérung hierfir kann u.a. eine
hohere, basale Proteinproduktion von Transkriptionsfaktoren sein. In Einklang mit dieser
Sichtweise konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der
Transkriptionsfaktor Sp4, der moglicherweise an der Transkription des Cdk5 und p35
Gens beteiligt ist, in C57BL/6J Mausen signifikant mehr produziert wird alsin Balb/c

Mausen.

In weiterfuhrenden Experimenten konnte demonstriert werden, dass die hippokampale
Cdk5 Aktivitét die Extinktion der konditionierter Furcht verhindert, also neben der
Gedachtniskonsolidierung, die eine Abspeicherung von Informationen im
Langzeitgedachtnis darstellt, auch an der Aufrechterhaltung der Furchterinnerung beteiligt
war. Dieses kann bedeuten, dass die Cdk5 Aktivitat wahrend der Extinktion entweder die
Furchterinnerung verstérkt oder aber die Umsetzung von Furchterinnerung in das aversive
Verhalten des Erstarrens moduliert. Die Kenntnis dartiber, inwieweit die durch Cdk5
regulierten molekularen Signalwege wahrend der Gedachtniskonsolidierung und

Extinktion gleich sind, ist dabei eine spannende Frage fur die Zukunft.

Diein dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse, dass die Cdk5 Aktivitét fur assoziatives
Lernen in Balb/c und C57BL/6J Mé&usen verantwortlich war, demonstrieren eine neue
physiologische Funktion der Cdk5 und weisen zudem darauf hin, dass diese Funktion

zwischen verschiedenen Mausstdmmen und méglicherwei se weiteren Spezies konserviert
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ist. Andere Arbeiten haben mittlerweile gezeigt, dass Cdk5 NMDA-Rezeptoren
phosphorylieren kann und Roscovitin die Ausbildung von Langzeitpotenzierung
verhindert (Li et al., 2001). Potentielle Substrate der Cdk5 wéahrend der
Gedéchtniskonsolidierung sind daher moglicherweise lonenkandle. Anderseits kann
spekuliert werden, dass Cdk5 Komponenten des Zytoskel etts phosphoryliert, was zu
strukturellen Anderungen der Nervenzelle filhren kann (siehe auch 4.3.1). Die vorliegende
Arbeit beschreibt auRerdem erstmals ein Protein, dass sowohl fir die
Furchtkonditionierung, deren stressvermittelte Verstarkung und die Extinktion der
konditionierten Furcht mitverantwortlich ist, was darauf hindeutet, dass Cdk5 ein zentraler

Regulator dieser Gehirnfunktionen sein konnte.
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7. Anhang

7.1. Genfragment fur CDK5

Ein 302 bp grofes Genfragment wurde durch Sequenzvergleich mit der Datenbank (GenBank

Database, basic logical alignment tool fileserver) als Gen fur die Zyklin-abhangige Kinase 5

(Cdk5, engl.: cycline dependent kinase 5) identifiziert.

GTACCCAGCT
CGGGGAGGGA
ATCTCAGCAG
CCCATAGGCT
AGCCTCCCTC
AGCTGTGCTG

ACAACATCCT
CCTGTTGCAG
AGGAGGCCTT
CTCTGAACCC
CCAGGAGGGT
GGCCAGCCAG

TGGTGAACGT
AACCTATTGA
GCAGCACCCC
CAGTGGCCAG
GGAAGAGTCG

CGTGCCCAAG
AGTGTAACCC
TACTTCTCTG
GCTGGGGCCT
GGTGTGGGAT

CTCAATGCCA
TGTGCAGCGC
ACTTCTGTCC
GGCCTGTTTA
GCTGAGCGCC

GGCAGAGTTA

CCCTGGCCCG

7.2 Fragmente weiterer in dieser Arbeit identifizierter Klone

Klon A4:

CTGTTCTTCT
CCCTGCTTTT
AGGCTGTGTC
TTAGGACTTT
AAANACCACCC
TGAATCCTTC
GTCGTTTCTT
CAGGGGAGAC
GCAGCTTCTT
ATCAGATCTT
GAGGGGGGCA
GGCAAGTATC
CCATTCAGGA
CCGCTGACTG
TGTCAGAATC
CCTGATCAAT

Klon A10:

GTACCCAGCT
CGGGGAGGGA

CTCTGATGTC
GGAGTGATGA
CCATCGCTGC
TTGACTGCAG
GCGACCTCCT
TAGAGCAGAG
CGTACATTAT
CCAACATTAT
TAAGAGGTCT
CCACCGCATC
CAGAGCCACT
CAATCTCTCT
AAATCTCCAG
GCTTTAGTAA
CAAAGGGAAA
CAGGCATTTT

AGCAAGTGCT
GTCCGGTCTT
AGTTCTGCAG
AGTAACAACC
CCAGAAGCCC
AGAAAATCAA
AGCCCTGCTG
GAATCTTACT
GCAACTTCAG
TAGACGGTCA
GTTTTAAGAG
AGCAGGGTCC
GTTGTTTAAT
AGACAGCCCC
TACTCTTCAA
TTGAGGTAGA

TGGTCATAAT
CCGAGCCTTC
TCAGGTCAGG
TGCTTGAGGG
TGAGACTTTA
TGATCTTCTT
TCTGGATGGT
CAGTAGCCTC
TGACCTTGTC
CTGATGGCAG
CCGCTTGCCA
CTTCAGTAGA
GTCACTGCGT
AGGTTTACTG
AATTAGCCAT
AAACAATACC

CGGCTTTCCC TC

CAGAGTCAAA
TCATGGTCAA
AAAGCGGCCT
TTTTGGACGT
CACATTACTT
TTTGCTGTAT
TCTGGCTCTT
TCAAGGTCTG
AGGCACGGCC
AAGGGCTGCA
AAGGGCGTAT
GCCATTTGTC
CTAGCACCAT
TGCTGACCCG
TGACAGAACT

ACAACATCCT TGGTGAACGT CGTGCCCAAG CTCAATGCCA
CCTGTTGCAG AACCTATTGA AGTGTAACCC TGTGCAGCGC
ATCTCAGCAG AGGAGGCCTT GCAGCACCCC TACTTCTCTG ACTTCTGTCC
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130

CCCATAGGCT
AGCCTCCCTC
AGCTGTGCTG

Klon B4:

ATCAAGATTT
GATCTGATTG
AGTTTGACTT
CTGTGGCGCT
ACCAGAGAGC
TTAGCTGGAC
ACTTTTCTTG
AAGTAATTTT

Klon B7:

GTACCCAGCA
ACTCAGTCGG
CCAGCTCATC

Klon B11:

GTTGCTGTGG
CACCTGTTGG
CCTCACCAGT
GGTAAGAGAG
GGCTGTCACC
GCTGAGGGGC
GCATTATCAT
CAGTCGGGGA
GCAGTAACTC
GGGTTGACAT
CACAATAGAA

Klon D3:

TTTACGAAAC
CTGGCGGTGG
CATCAGCGGT
CCGGCACCTC
ATAGTGACGG
TGCTGGTGCC
CAGCATTCGC

CTCTGAACCC CAGTGGCCAG GCTGGGGCCT GGCCTGTTTA
CCAGGAGGGT GGAAGAGTCG GGTGTGGGAT GCTGAGCGCC
GGCCAGCCAG GGCAGAGTTA CCCTGGCCCG CGGCTTTCCC TC

TTAAAGCTCA
AGGGAGTTTT
GGGTGCCTTA
CGCTTGCTCG
CTGTAAGTGT
ATGGATCTGC
GGGCTGTTTT
GAACGTACCT

AACCAAGTGA
CTAACAGTCC
CCTCTTTTCT
CTCGCTCGCT
GGCAAGATCA
AGGATTGCCT
GCTCAAGTGC

CACTTTTAAT
TTGCCTCGTG
AACCAGTGTT
CGCTCCGTGG
AAACTGGCCT
CTGGGGACCT
CCGTAGCTGA

AAGAGACTAA
GACACGCTAA
GCTCGTGAGC
ATTCCTTAAA
GGCTGGAGGG
CGTTTTGGGA
TGGATGGGTG

GCCTTCGCTC ACTCCACTAT CCACTATTAA AGCCTTCGCC
GCTCCCAGGA CTTAAAGGCT CTTAATACCA CCTACCAATC
AAACCCAGCC GCATGCGCAA GTAC

AGGATAGTGA
GTATCAGAGT
GTGTGCAGAT
AGTAAGAGAG
TTGGTGACCA
TGAGAACTCC
TCTGATCGAG
GAGCCGGAAT
ATAGTCAAAG
ACACAAAGGA
TAGGTGAGGC

TGCCAACCCT
CAGCTGGATT
GTGAAGCAGC
CATCGTCCCG
CTGCAGTGCC
TCCCATGTCA
AATAAGCAGT

AGGGTCACCA
CATCCTCCAA
ACAAGGAACA
CCATGCATTG
AAGAACCAGG
CTGCCAGGTC
GACAAACACA
CACGGACCCC
GTCCGCTGGG
GGAGGCTGGG
GGGCATTATC

TGACACACTG
AGCACAGAGC
TTCCCCACGT
CCCAGTGGTG
CACCCCGTCC
GCTCCCCGGC
CTGTTGAGTC

TTATCCCTCA
TAAGGCCCGG
GTCCGGGGGC
TGACCAGCGT
AGGAGCAGAT
TTGGGTGCAG
TGGAGAGATG
CACCACGATT
CAAAGATTCG
GCTCCCTGGA
CCCCTCGTCT

ACTCCCATCT
CTTGCTAGCC
CCAGCTACCT
GCACTTCTCC
TCAGAAAAANG
CGTCTCAGCA
CTGAATCTAA

CCAGGACCAC
GCTGTGCGCA
TGTGGACTGT
CAGCATCCAC
CGGGGGAGAC
CACAGCTGGG
TGTTAGCATG
TGCAGCATCT
TCCATCCTCG
TTTGACTCCC
GGATCAGAGG

GTCTCAACAG
AATCTGCCAA
CAGAGCAGCT
CAACATGAGC
TGGCTTCCAA
TCGTCCTCAC
CCCACTTCTA
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CCTCAGCCGA CCCCAGCTAA CGCTETTTTC CCTACCCCTT TGCCTAACAT
TGCAACAACC GCAGAAGATT TGAACTCCCT GCTCTGCCTTG GCCCAGCAAA
GAAAAAGCAA GCCACCAAAT GTCACTGCCT TTGAAGCGAA AAGTACCTCG
GCCGCGACCA CGCTAAGC

Klon D12;

TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TCTAGGAGAA CCAAACTTTT GTTTAACTTT
TNTACGAATT CCCAAGTAAG GCAAACGTTT ACTTCAAACT TNTTTAATTT
CTAACTGAAT CTTTGAATGT AACTCATTTA GCTTTACACGT CACCTTTCCT
GCATAAGGTT CACGGGAAAC AAATTGTTTT AATNTTNTNT AAAGGCATGC
ATCTTCCAAT CATTGTATTA ATTAAACATT AAAGTNCCTC GGCCEGCNACC
AC

Klon F1:

CATTGTGGGA GGAGACCTGC AGGGAGGCCA GCACGTCETC CACTCGGGET
AGGTTGGTGGE CAGCACATGC TGGCATGETE TGGAATTTCC ACTGTAGGAT
GTAGAAGCCT GGCCACCTGGE TCACATGGGA CCCCTGCACG CTCTCTCCTT
CTTTGCAGAT TAGAGGAGAC TCCACCATGC TATAGTCCCGE GCCCAGCTGC
CAGACTTTGT CTATCAGCTG CACGTTGTTG CCTCCTGGGEE AAGTGATGCT
GTGAGCCCCT AGCGAGTCCT TCTTGGGTGE CTGGEGGAGAC CTCTTGGAGT
GATAAATGTT AAAGACGATGE TCCCCTTTGC ACACATCAAA ATCCCAGCTG
ATCACTGAGGE ACGGCGTCCAC AATCTGAATE AGAATCTCAT GTGGAGCTCC
TTTGAACACG CTGGCAGACT GGTAGATGGT CTCCGETCCAG AGCTTCAGGT
CTTCATTTTC CAGCTCCTCT GCAGTCCTGT ACCTCGGCCG

Klon G2

TGTAACAAAT TCCCGATTTC TTCTGCTCAA AAGTTCTTTG AGACAATTCC
ATCAGCCTTA GCCAATCGGA GAATAGAATC ATCTGACTCG CCCATCCTGC
GAATGGCCCC GCAGATGCCA TAGGTTTTAA ACTGGCCATT AAACCGGCCT
GTGGTCCTAT CAACCTCGGC CGCGA

Klon H2;

ACTCCGGGCT GCACTACTTA CACGTCTTCC TTTGTCTTCA CCTACCCTGA
AGCTGACTCC TTCCCAAGCT GTGCCGCTGC CCACCGAAAG CGGCAGCAGCA
GCAACGAGCC CTCCTCCGAC TCCCTGAGCT CACCCACGCT GCTGGCCCTG
TGAGCAGTCA GAGAAGGCAA GGCAGCCGGC ATCCAGACGT GCCACTGCCC
GAGCTGGTGC ATTACAGAGA GGAGAAACAC GTCTTCCCTC GAAGGTTCCC
GTCGACCTAG GGAGGACCTT ACCTGTTCGT GAAACACACC AGGCTCTCGE
CCTCAAGGAC TTGCAAGCAT CCACATCTGG CCTCCAGTCC TCACCTCTTC
CAGAGATGTA GCAAAAACAA AACAAAACAA AACAAAAAAC CGCATGGAGT
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132

GTGTTGTTCC
TCAAGGCCTG
CACTAACTAA
GTATCTAGTG
CGTGTTCCAA
TATTTTCCAG

TAGTGACACC
GTCTGTGTCT
TCTGTTGGGT
CAGCTGATTT
TTAGAAACGA
TAGATAGAAA

TGAGAGCTGG
CTTTTCTCTT
TCATTATTGG
TAACAATACC
CCAATATTAA
TCAATAGCTA

TAGTTAGTAG
TCTCCTTAGT
AATTAACCTG
TACTGTGTTC
ACTAAGAAAA
TATCCATGT

AGCATGTGAG
TTTCTCATAG
GTGCTGGATT
CTGGCAATAG
GATAGGACTT
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