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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Lernen und Gedichtnis

1.1.1. Definition von Lernen und Gedichtnis

Eine Voraussetzung fiir die Fiahigkeit, sich auf stindig wechselnde Umweltbedingungen
einzustellen, ist es neues Wissen zu erwerben (Lernen) und dieses Wissen abrufbar
abzuspeichern (Gedichtnisbildung) (Strube, 1996). Eine grole Anzahl von Studien hat gezeigt,
dass an der Gedédchtnisbildung unterschiedliche, zeitlich getrennte Prozesse beteiligt sind
(Ubersicht sieche Abel und Lattal, 2001). Der erste Schritt wihrend des Lernens ist die Aufnahme
von Informationen aus der Umwelt {iber die Sinnesorgane. Hier erfolgt eine erste Auswahl der zu
speichernden Information sowie deren Enkodierung in abrufbare Information wihrend des
Lernens (Akquisition) einer Aufgabe. Die Speicherung und die stabile Festigung
(Konsolidierung) erfolgt nach der Aufnahme der Informationen. Was als die eigentliche
Gedichtnisleistung definiert wird, ist das Behalten (Retention) und die Widerabrufbarkeit von
gespeicherter Information. Wenn gespeicherte Information wieder angewendet wird, bezeichnet
man dies als Abrufung (Tulving, 1999). Untersuchungen deuten darauf hin, dass, wenn
gespeicherte Information wieder abgerufen wird, das Gedichtnis dafiir in eine labile Phase treten
und dann, &hnlich der Konsolidierung, nochmals gefestigt werden kann. Dies wird als

Rekonsolidierung bezeichnet.

1.1.2. Gedichtnisformen- und modelle

Generell werden zwei Formen von Gedéchtnis unterschieden (Thompson und Kim, 1996;
Tulving, 1999). Das bewusste Abrufen von Wissen iiber Fakten (semantisches Gedachtnis) und
Ereignisse (episodisches Gedéchtnis) bezeichnet man als explizites (deklaratives) Gedéchtnis.
Modelle fiir explizites Gedéchtnis sind z. B. das Modell fiir raumliches Lernen im Wasserbecken
(Morris water maze), rdumliches Lernen in einer strahlenférmigen und T-formigen Kammer
(radial arm maze, t-maze), bestimmte Formen olfaktorischen Lernens oder Kontext-bezogene
Angstkonditionierung (Thompson und Kim, 1996; Squire und Knowlton, 1999; Eichenbaum,
2001). Implizites (nicht-deklaratives) Gedéchtnis dagegen ist durch unbewusstes Abrufen von
motorischen, sensorischen oder anderen Fiahigkeiten gekennzeichnet (Squire und Knowlton,
1999). Diese Gedichtnisform beinhaltet einfache assoziative sowie nicht-assoziative Formen.

Formen von nicht-assoziativem implizitem Lernen sind Habituation (Gewdhnung an einen
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bestimmten Reiz) und Sensitivierung (Verstirkung einer Reaktion auf aversive Reize). Zu
assoziativem implizitem Lernen zdhlt die klassische (Pawlowsche) und die operante
Konditionierung. Ein einfaches Modell fiir die klassische Konditionierung ist der sogenannte
Kiemenriickzugsreflex der Meeresschnecke Aplysia californica. In diesem Modell wird ein Reiz
(Beriihrung des Mantelrandes, bedingter Reiz = CS), welcher normalerweise eine schwache oder
keine Reaktion hervorruft, gepaart mit einem aversiven Reiz (starker elektrischer Reiz im
Schwanzbereich, unbedingter Reiz = UCS). Nach einer solchen Konditionierung 16st der
bedingte Reiz allein die gleiche Reaktion aus wie sonst der unbedingte Reiz. Die Stirke der
bedingten Reaktion nimmt ab, wenn der bedingte Reiz 6fters ohne den unbedingten Reiz gegeben
wird. Diesen Vorgang bezeichnet man als Ausléschung. Ebenfalls hdufig angewendete Modelle
klassischer Konditionierung sind der sogenannte Lidreflex und die Angstkonditionierung
(Thompson und Kim, 1996; Fendt und Fanselow, 1999). Eine operante Konditionierung ist z. B.
das leverpressing operant conditioning paradigm (wasserdeprivierte Ratten lernen nach einem
Ton einen Hebel zu driicken, um an Wasser zu gelangen) (Kelly und Deadwyler, 2002).

Fiir Vertebraten konnte gezeigt werden, dass explizites und implizites Gedachtnis verschiedene
neurale Verschaltungen und Teile des Gehirns involvieren. Kortex, Hippokampus sowie
Regionen des Dienzephalons sind Strukturen, die fiir die Verarbeitung und Abspeicherung eines
expliziten Gedéchtnisses benétigt werden, wohingegen das implizite Gedéichtnis auf den
Temporallappen nicht angewiesen ist aber spéter die selben motorischen, sensorischen oder
assoziativen Bahnen nutzt fiir Konsolidierung, Stabilisierung und Abrufung des Gelernten
(Thompson und Kim, 1996; Squire und Knowlton, 1999).

Beide Geddchtnisformen lassen sich in mindestens zwei zeitliche Komponenten unterteilen: das
Kurzzeitgedichtnis, das zwischen wenigen Minuten bis zu einigen Stunden anhilt und das
Langzeitgeddchtnis, welches persistent fiir einige Tage, Jahre oder ein ganzes Leben ist
(Barondes und Cohen, 1968; Goelet ef al., 1986; McGaugh, 2000).

1.1.3. Die Bildung eines Kurzzeitgedichtnisses

Experimentelle Befunde sprechen dafiir, dass fiir die Bildung eines Kurzzeitgedédchtnisses
kovalente Modifikationen von bereits existierenden Proteinen notwendig sind, wie z. B.
Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Enzymen, Rezeptoren sowie lonenkanilen.
Anderungen der Genexpression auf Ebene der Transkription oder Translation werden dafiir nicht
benoétigt. Diese Modifikationen tragen zu einer sehr schnellen Verdnderung der synaptischen

Transmission und zur Anderung von Kanalkinetiken bei, sind aber nicht lang anhaltend
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(Ubersicht siehe Izquierdo et al., 1999; Rose, 2000; Dineley et al., 2001). Informationen im
Kurzzeitgedédchtnis konnen schnell durch neue ersetzt werden. Um Informationen fiir ldngere Zeit

zu speichern, miissen sie ins Langzeitgedéchtnis tiberfithrt werden.

1.1.4. Die Bildung eines Langzeitgedichtnisses

Das Abspeichern und die Abrufbarkeit von Informationen fiir lange Zeit ist bei
Gedédchtnisphdnomenen abhédngig von verschiedensten molekularen Ereignissen wiahrend der
Konsolidierung. Die Umwandlung des Kurzzeitgedéchtnisses in eine lange stabile Form diirfte
durch Veranderungen der Eigenschaften des neuronalen Netzwerkes, wie z. B. die Bildung neuer
synaptischer Verbindungen, gekennzeichnet sein (Hebb, 1949; Yuste und Bonhoeffer, 2001). Die
Konsolidierungsphase ist sehr anféllig fiir verschiedenste Interventionen, wie z. B. dem Einsatz
von elektrokonvulsivem Schock, Hypoxie und Hypothermie. Ferner kann die Ausbildung eines
Langzeitgedachtnisses durch Inhibitoren der Transkription oder der Translation gehemmt werden
(Ubersicht siehe Davis und Squire, 1984; Stork und Welzl, 1999).

Wie bereits an verschiedensten Lernparadigmen und Spezies nachgewiesen wurde, so z. B. in
Invertebraten (z.B. O'Leary et al, 1995; Ramirez et al., 1998; Casadio et al., 1999; Menzel,
2001), Vogeln (z. B. Ribeiro und Mello, 2000; Rose, 2000) und Nagetieren (z. B. Grecksch und
Matthies, 1980; Bourtchouladze et al., 1998; Quevedo et al., 1999; Schafe und LeDoux, 2000),
beeintrdchtigten diese Inhibitoren zwar die Langzeitspeicherung, nicht aber Prozesse der
Akquisition und des Kurzzeitgeddchtnisses. Dies weist darauf hin, dass fiir die Konsolidierung
eines Langzeitgeddchtnisses die Neubildung von Proteinen notwendig ist. Frithere Studien
deuteten darauf hin, dass Prozesse der mRNA- und Proteinsynthese, die essentiell fiir die
Konsolidierung eines Langzeitgedédchtnisses sind, noch wihrend oder kurze Zeit nach der
Akquisitionsphase angestolen werden (Davis und Squire, 1984). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass abhdngig vom Paradigma, der Spezies und der untersuchten Gehirnregion die
Konsolidierung eines Langzeitgeddchtnisses oft mehr als ein Zeitfenster erhdhter Translation
aufweist. In verschiedenen Spezies, wie z. B. Kiiken, Maus und Ratte wurde nachgewiesen, dass
Langzeitgeddchtnis eine zweite Phase intakter Proteinsynthese benétigt, die mehrere Stunden
nach dem Training beginnt (Grecksch und Matthies, 1980; Chew et al., 1995; Freeman et al.,
1995; Bourtchouladze et al, 1998; Tiunova et al., 1998; Quevedo et al., 1999). Zur
Aufrechterhaltung eines auditorischen Gedichtnisses flir Gesdnge beim Zebrafinken sind sogar

multiple Phasen der Proteinsynthese beschrieben (Chew et al., 1996).
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Die separaten Phasen der Proteinsynthese konnten in verschiedenen zelluldren Kompartimenten
stattfinden und somit unterschiedlichen Zeitregimes folgen (Wells et al., 2000). Ein moglicher
Mechanismus konnte die erhohte Produktion von mRNA im Nukleus durch die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren (TF) sein. Die neu synthetisierte mRNA konnte dann entweder im Soma
der Zelle oder im Dendriten translatiert werden. Ein weiterer moglicher Mechanismus ist
Proteinsynthese durch Translation von bereits im Dendriten lokalisierter mRNA. Solch lokale
Translation wurde vermutet nach der Identifizierung von Polyribosomen (Steward und Levy,
1982) und verschiedener mRNAs (Kleiman ef al, 1990) in Dendriten von hippokampalen
Neuronen. Verschiedene Studien deuten z. B. auf dendritische Proteinsynthese in einigen Formen
von Langzeitpotenzierung (LTP) (Kang und Schuman, 1996; Ouyang et al., 1999) und
Langzeitdepression (LTD) hin (Huber ef al., 2000). Untersuchungen an Aplysia weisen darauf
hin, dass lokal synthetisierte Proteine entweder synaptisch lokalisiert bleiben oder Signale zum
Zellkern vermitteln konnen (Martin et al., 1997; Casadio et al., 1999). Die zellweite transiente
Form der Langzeitverstirkung in Aplysia kann an spezifischen Synapsen durch lokale
Proteinsynthese stabilisiert werden (Martin et al, 1997; Casadio et al, 1999). Das
Zusammenspiel zwischen Proteinen, die an der Synapse translatiert werden, und Proteinen, die
als ein Ergebnis von transkriptioneller Aktivierung im Kern generiert wurden, ist wahrscheinlich
eine molekulare Grundlage fiir die Fahigkeit sich zu erinnern (Wells ef al., 2000). Die neu
synthetisierten Proteine werden zur Reorganisation von bereits vorhandenen Synapsen genutzt,
um z. B. die Effizienz der synaptischen Transmission zu verdndern bzw. synaptische
Verbindungen zu verstiarken. Es konnen auch neue synaptische Verbindungen durch Auswachsen
und Synaptogenese gebildet werden (Moser, 1999).

Verschiedene Autoren beschreiben, dass einige Behandlungen, welche die Konsolidierung eines
Gedédchtnisses vermindern, auch die Stabilitdit eines Gedédchtnisses nach der Abrufung
beeintrachtigen. Es zeigte sich, dass die Stabilitdt des reaktivierten Gedichtnisses beeintrichtigt
sein kann, wenn in zeitlicher Ndhe zur Abrufung eines Gedéchtnisses Inhibitoren der
Proteinsynthese (Judge und Quartermain, 1982; Nader et al., 2000; Taubenfeld et al., 2001),
elektrokonvulsiver Schock (Misanin et al, 1968), Hypothermie (Mactutus et al., 1979),
glutamaterge und (-adrenerge Antagonisten (Summers et al., 1997; Przybyslawski et al., 1999)
verabreicht werden. Es wird vermutet, dass, wenn Gedachtnisinhalte abgerufen werden, um z. B.
neue Erfahrungen hinzuzufiigen, eine labile Phase eintritt und Prozesse der Rekonsolidierung
benétigt werden, die den Mechanismen der Konsolidierung nach Akquisition dhnlich sind
(Ubersicht siehe Sara, 2000).
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Es wurde gezeigt, dass Proteinsyntheseinhibitoren sowohl die Ausbildung eines
Langzeitgeddchtnisses als auch die Stabilitdt eines reaktivierten Gedéchtnisses beintrdachtigen
konnen. Zwei héufig in der Lernforschung verwendete Inhibitoren der Proteinsynthese sind
Anisomycin (ANI) und Emetin (EME) (Davis und Squire, 1984). Beide Substanzen hemmen die
Elongation der Translation, greifen aber in unterschiedliche Schritte der Polypeptidketten-
Verldngerung ein und unterdriicken so die Translation der Gesamtheit eukaryotischer mRNA
(Huang und Grollman, 1970).

Ein weiterer Inhibitor hat erst in neueren Studien Anwendung gefunden, das bakterielle Makrolid
Rapamycin (RAPA). RAPA interagiert, im Gegensatz zu ANI und EME, im Komplex mit seinem
intrazelluldren Rezeptor FK506-bindendes Protein (FKBP12), mit der Kinase mammalian target
of rapamycin (mTOR) und beeinflusst damit Signalwege, welche u. a. in die Regulation der
Initiation der Translation von bestimmten mRNA-Subgruppen involviert sind (Raught et al.,
2001). Komponenten dieser Signalwege sind in verschiedenen Zellkompartimenten
nachgewiesen worden, so auch in neuronalen Dendriten (Tang et al., 2002). In vitro-Studien an
Neuronen von Invertebraten lassen eine funktionelle Bedeutung RAPA-sensitiver, lokaler
Proteinsynthese fiir Mechanismen synaptischer Langzeitplastizitit vermuten. So konnten Casadio
et al. (1999) am Modell des Kiemenriickzugreflexes der Meeresschnecke Aplysia nachweisen,
dass die lokale, auf den Synapsenbereich beschriankte Applikation von RAPA zur Authebung
einer durch Serotonin induzierten Langzeitverstirkung fiihrt. Dieser Effekt zeigte sich erst 72 h
nach der Stimulation mit Serotonin. Die Ergebnisse lieBen vermuten, dass Mechanismen zur
Stabilisierung der Langzeitverstirkung eine RAPA-sensitive Komponente bendtigen, deren
Fehlen die Aufrechterhaltung von lang anhaltenden funktionellen wund strukturellen
Verdnderungen von Synapsen verhindert.

Wie bereits oben erwihnt, konnten in verschiedenen Modellsysteme zwei oder mehrere
Proteinsynthese-abhingige Phasen der Gedéchtniskonsolidierung nachgewiesen werden.
Untersuchungen des FEinbau radioaktiver Aminosduren in die Proteine verschiedener
Hirnstrukturen von Ratten und Kiicken weisen darauf hin, dass bis ca. 2 h nach einem
Lernexperiment vor allem 16sliche (mdglicherweise regulatorische) Proteine und 6 - 10 h nach
dem Lernexperiment vor allem membrangebundene Proteine (mogliche Strukturproteine)
gebildet werden (Ubersicht sieche Matthies, 1989). In den letzten Jahren wurden insbesondere
solche Gene identifiziert, die in der ersten Phase erhoht exprimiert werden. Dazu gehdren die
sogenannten immediate early genes (IEG) (Dragunow, 1996; Herdegen und Leah, 1998; Lanahan

und Worley, 1998; Tischmeyer und Grimm, 1999), deren Expression nach extrazelluldren Stimuli
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sehr schnell geregelt wird. Die Induktion ist meist transient und unabhingig von neuer
Proteinsynthese. Die mRNAs dieser Gene haben oft nur eine kurze Halbwertszeit. Diese strenge
Kontrolle der Expression weist auf eine regulatorische Funktion der Proteine hin. Einige IEGs
kodieren fiir TF oder zumindest fiir DNA-bindende Proteine, welche die Expression von spiter
transkribierten Genen regulieren. Zu den am besten charakterisierten IEG-Proteinen gehdren die
induzierbaren TF der Fos, Jun und Krox Familie. Weitere Klassen von IEG-Proteinen sind z. B.
nur/77 sowie Nurrl (Mitglieder einer Steroid-Hormon-Rezeptor-Familie), Cox-2 (eine
induzierbare Zyklooxygenase), Narp (Pentraxin-Familie), Homer (ein zytosolisches Protein,
welches an mGluRs bindet) und Arc/Arg3.1. (interagiert mit zytoskelettalen Proteinen)
(Ubersicht sieche Lanahan und Worley, 1998; Maruyama et al., 1998).

Verschiedene neurotrophe Faktoren (nerve growth factor, brain derived neurotrophic factor
[BDNF], Neurotrophin-3, -4 und -6), welche das Uberleben und die Differenzierung von
Neuronen wihrend der Entwicklung regulieren, konnen ebenfalls sehr schnell in Paradigmen von
synaptischer Plastizitdt, wie z. B. das durch Lisionen induzierte Auswachsen neuer
Verbindungen, Induktion einer LTP und riumliches Lernen induziert werden (Ubersicht siche
Thoenen, 1995).

Es gibt bisher relativ wenige Untersuchungen zu Verdanderungen auf mRNA- oder Proteinebene
4 — 6 Stunden oder zu noch spiteren Zeitpunkten nach einem Lernvorgang. Gene, die in der
zweiten Phase erhoht exprimiert werden, bezeichnet man auch als /ate genes. Zu den Genen oder
Proteinen, die bisher zu spiten Zeitpunkten nach einem Training oder einer Konditionierung als
in ihrer Expression verdndert identifiziert wurden, gehdren Glykoproteine, z. B. NCAM, L1,
Neuroliginl (Rose, 2000; Stork ef al., 2001), Proteine des Zytoskeletts, z. B. Aktin, MARCKS
(Hatada ef al., 2000; Matus, 2000), Bestandteile von Rezeptoren (AMPA-, NMDA- [Untereinheit
NR2B], Ryanodin- [Typ 2] und Serotonin-Rezeptor Nayak et al., 1998; Williams et al., 1998),
Ca’’-bindende Proteine, z. B. Calreticulin, Neurocalcin & (Kennedy et al., 1992; Stork et al.,
2001), Komponenten der Endozytose und Exozytose, z. B. Clathrin leichte und schwere Kette,
Syntaxin 1B und Synapsin 1 (Hicks et al., 1997; Stork und Welzl, 1999), aber auch die
Haushaltsenzyme  Glutamat-Dehydrogenase,  Aldehyd-Reduktase, =~ Phosphofruktokinase
(Cavallaro et al, 1997; Stork et al, 2001) sowie Komponenten verschiedener
Signaltransduktionswege und Proteine fiir strukturelle Reorganisationsprozesse (Stork et al.,
2001). Die Proteinprodukte dieser Gene konnten zur funktionellen und strukturellen

Reorganisation von Synapsen und Neuronen beitragen.
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1.2. Der auditorische Kortex der Mongolischen Wiistenrennmaus

Die Mongolische Wiistenrennmaus (Meriones unguiculatus, Mongolischer Gerbil) wurde in den
letzten Jahren zu einem wichtigen Tiermodell fiir die Erforschung des auditorischen Systems,
seiner Physiologie sowie mdglicher plastischer Verdnderungen. Einer der wichtigsten Griinde
hierfiir ist, dass die Horschwellenkurve des Gerbils im niederfrequenten Bereich der des
Menschen sehr dhnlich ist (Ryan, 1976), was sich auch in der deutlichen Reprédsentation von
niedrigen Frequenzen in den unterschiedlichen Strukturen der Horbahn widerspiegelt (Ryan et
al., 1982).

Mittlerweile ist der Gerbil sehr gut untersucht. Seine Haltung und Ziichtung ist relativ einfach
und der auditorische Kortex (AC) fiir unterschiedlichste Untersuchungen leicht zuginglich. Fiir
die Charakterisierung der funktionellen Organisation des AC wurden nicht nur reine Tone (Tone,
welche nur eine Frequenzkomponente besitzen) verwendet (Hess und Scheich, 1996; Sugimoto et
al., 1997) sondern auch frequenzmodulierte Tone (Zuschratter ef al., 1995; Schulze et al., 1997).
Es wurden neun auditorische Felder identifiziert (Scheich et al., 1993a; Thomas et al., 1993;
Budinger et al., 2000a) (siche Abb. 2.1 in "Material und Methoden"). Vier von diesen Feldern
zeigen eine tonotope Organisation, d. h. Frequenzen reiner Tone werden in einer rdumlichen
Ordnung reprasentiert. Orthogonal zum tonotopen Gradienten verlaufen in diesen Feldern
sogenannte [sofrequenzlinien, entlang derer sich die Bestfrequenzen der Neuronen nicht dndern.
Die vier tonotopen Areale sind der primére auditorische Kortex (Al) mit dem dorsalen Unterfeld
Ald, das kleinere rostral gelegene anteriore auditorische Feld (AAF) und zwei kleine kaudale
Felder, das dorsoposteriore (DP) sowie ventroposteriore (VP) Feld (siche Abb. 2.1)
Verschiedenste kortikokortikale Verbindungen der vier tonotopen Felder wurden identifiziert
(Budinger et al., 2000a; Budinger et al., 2000b). Es existieren z. B. ipsilaterale Projektionen von
Al zu den anderen auditorischen Feldern und diese scheinen reziprok zu sein. Ebenso projiziert
jedes Feld zu seinem homotopen Gegenstliick in die kontralaterale Hemisphire. Weitere
Verbindungen bestehen zu ipsilateralen assoziativen Kortizes, wie perirhinaler und entorhinaler
Kortex und sensorische Kortizes, wie zum somatosensorischen Kortex. Starke reziproke
subkortikale Projektionen der tonotopen Felder zeigten sich zu den Kernen des Corpus
geniculatum mediale oder zu den drei Untereinheiten des Colliculus inferior (Budinger et al.,
2000b). Diese vielfdltigen Verbindungen der einzelnen auditorischen Felder deuten auf
verschiedene Funktionen dieser Felder bei der Horverarbeitung hin.

Unterschiedlichste Hinweise fiir mogliche lerninduzierte Prozesse im AC nach aversiver

Tonkonditionierung wurden bereits beschrieben. Physiologische Korrelate fiir lerninduzierte
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Verdnderungen im AC nach Tonkonditionierung konnten z. B. durch die Anwendung des Fluoro-
2-Desoxyglukose-Verfahrens (2DG) dargestellt werden. Dort fanden sich vor allem rdumliche
Verdnderungen der Aktivierungsmuster, wobei es sich nicht einfach um eine Ausdehnung des
jeweiligen auditorischen Feldes handelte, sondern um Verschiebungen iiber den tonotopen
Gradienten (Scheich et al., 1993b; Scheich et al., 1997). Elektrophysiologisch konnten diese
Befunde bestétigt werden (Ohl und Scheich, 1996; Ohl und Scheich, 1997). Cahill et al. (1996)
wiesen mittels 2DG nach, dass es nach wiederholter Tonstimulation, gepaart mit aversivem
FuBreiz, zu einer Neuverteilung der metabolischen Aktivierungsmuster von Al zu den anderen
Feldern (insbesondere AAF und DP) kommt. Die Gesamtaktivitit bleibt dabei unverdndert.
Mittels aversiver auditorischer Konditionierung mit reinen Tonen und gleichzeitigen Einzel- und
Multizellableitungen von frequenzrezeptiven Feldern konnten Verschiebungen der kortikalen
Karte (Scheich et al, 1997), komplexe Muster von gesteigerten sowie reduzierten
Aktivierungswahrscheinlichkeiten von Neuronen nach CS+, die frequenzspezifische Plastizitit
eines rezeptiven Feldes sowie die durch Lernen induzierte Modulation von schnellen neuronalen
Antworten im AC (Ohl und Scheich, 1996; Ohl und Scheich, 1997) beobachtet werden. CS+ sind
dabei auditorische Stimuli, bei deren Prisentation der Gerbil mit einem Kompartimentwechsel in
einer zweigeteilten Kammer reagieren muss, um einem Strafreiz zu entgehen. Wéhrend der
Darbietung eines CS- sollen die Tiere dagegen in der Startbox verbleiben. Mittels 2DG konnte
nach dem Erlernen der Diskriminierungsreaktion von reinen Ténen eine Ausdehnung der den
CS+ représentierenden Kolumne und eine Verringerung der metabolischen Aktivitdt der
Kolumne fiir den CS- gezeigt werden (Scheich et al., 1993D).

Fiir das IEG c-fos konnte nach kurzer Stimulation mit reinen Tonen eine spezifische Expression
in Al, sichtbar durch ein sehr schmales Band c-Fos-immunpositiver Zellen, besonders stark in
den Schichten II und IV, detektiert werden. Durch Vergleich mit 2DG-Mustern benachbarter
Hirnschnitte wurde nachgewiesen, dass die Expression von c-fos zu Isofrequenzlinien
korrespondiert und es sich somit wahrscheinlich um frequenzspezifische Aktivierungen handelt
(Scheich und Zuschratter, 1995; Zuschratter et al., 1995).

Die Involvierung des dopaminergen, aber nicht des serotonergen Systems am ersten Tag eines
Vermeidungslernen, wurde im AC durch Mikrodialyse gezeigt. Die Antwort des dopaminergen
Systems spiegelt wahrscheinlich die initiale Bildung der verhaltensrelevanten Assoziationen
wihrend des ersten Trainings wieder (Stark und Scheich, 1997). Ein weiteres Indiz fiir plastische
Prozesse im AC war die Moglichkeit der Auslosung von LTP- und LTD-dhnlichen Phinomenen

nach fokaler transkranialer magnetischer Stimulation (Wang et al., 1996).
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In den bisher genannten Studien wurden Paradigmen zum Diskriminierungslernen oder zur
klassischen Konditionierung unter Verwendung reiner Tone untersucht. In der natiirlichen
Vokalisation von Tieren und Menschen spielen jedoch komplexe Muster frequenzmodulierter
Tone eine wichtige Rolle. Wetzel et al. (1998b) untersuchten daher, ob der Mongolische Gerbil
in der Lage ist, die Modulationsrichtung von symmetrisch gepaarten, linear-frequenzmodulierten
Tonen (FM) zu unterscheiden. Dazu wurden Gerbils in einer zweigeteilten Kammer, der
sogenannten Shuttle-Box, darauthin trainiert, auf die Prisentation von aufwirts oder abwirts
modulierten Tonen mit der Ausiibung bzw. Unterlassung von Kompartimentwechseln zu
reagieren. Es zeigte sich, dass die Versuchstiere innerhalb weniger Tage in der Lage waren, diese
FM-Diskriminierungsreaktion zu erlernen. Mehr noch, die wiederholte Prédsentation neuer
Frequenzen wihrend der Trainingssitzungen fiihrte dazu, dass die Tiere unbekannte Stimuli der
richtigen Kategorie, also aufwérts oder abwirts moduliert, zuordnen konnten. Mit Hilfe eines auf
den AC gerichteten 18-Elektroden-Arrays konnte fiir diesen Ubergang von der Diskriminierung
der Richtung der Modulation der FMs hin zur Kategorisierung von aufsteigenden und
abfallenden Ton-Frequenzen ein elektrophysiologisches Korrelat gefunden werden (Ohl et al.,
2001). Ferner zeigten Lidsionsstudien, dass der AC des Gerbils fiir die Diskriminierung der
Richtung der Modulation von FMs, nicht aber fiir die Unterscheidung von reinen Ténen von
grofler Bedeutung ist (Wetzel et al., 1998a; Ohl et al., 1999). So fiihrte die bilaterale oder die
unilateral-rechtsseitige Entfernung des ACs mittels Thermokoagulation zu einer massiven
Beeintriachtigung der FM-Diskriminierungsreaktion.

Zusammenfassend weisen die Befunde darauf hin, dass der AC des Gerbils eine kritische Rolle
fiir die Diskriminierung der Modulationsrichtung von FMs spielt. Es bleibt die Frage offen, ob
sich diese Rolle auf sensorische Mechanismen der FM-Verarbeitung beschrinkt oder ob der AC
auch in Aspekte des Lernens und der Gedichtnisbildung involviert ist. Uber zelluldre und
molekulare Vorginge im AC des Gerbils oder auch anderer Mammalia nach Erwerb einer FM-

Diskriminierungsreaktion ist bislang nichts bekannt.
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1.3. Zielstellung

Phidnomene neuronaler Plastizitit im Rahmen der Langzeitgeddchtnisbildung sind an

Anderungen der Genexpression auf Ebene der Transkription und/oder Translation involvierter

Neuronen gebunden. Bisherige Studien am auditorischen Kortex des Gerbils weisen auf eine

Schliisselstellung dieser Hirnregion fiir das Erlernen einer Reaktion zur Diskriminierung der

Modulationsrichtung frequenzmodulierter Tone hin. Als Beitrag zur Klarung der Frage, ob die

Bedeutung des auditorischen Kortex fiir FM-Diskriminierungslernen sich in rein sensorischen

Phianomenen der FM-Verarbeitung erschopft oder aber Aspekte des Lernens und der

Gedédchtnisbildung beinhaltet, wurde die vorliegende Arbeit mit den folgenden Fragestellungen

vorgenommen:

1. Ist die Ausbildung eines Langzeitgedédchtnisses flir die FM-Diskriminierungsreaktion des
Gerbils sensitiv gegeniiber der Gabe von Proteinsyntheseshemmstoffen in den
auditorischen Kortex?

2. Sind nach Training zum Erwerb einer FM-Diskriminierungsreaktion im auditorischen
Kortex des Gerbils Anderungen der Genexpression auf Ebene der Transkription

nachweisbar?
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2. Material und Methoden

2.1. Verhaltensexperimente

2.1.1. Tiermaterial

Fir die Versuche wurden adulte minnliche Mongolische Wiistenrennméuse (Meriones
unguiculatus, Gerbil) verwendet. Die Tiere waren mindestens 3 Monate alt und wogen zwischen
70 - 100 g. Sie stammten aus der Eigenzucht des Institutes sowie von der Firma Charles River
Inc. Die Haltung der Gerbils erfolgte in Gruppen zu je 5 Tieren in einer Plastschale (36 x 36 x 15
cm). Die Lufttemperatur im Raum variierte zwischen 21 und 24 °C, die relative Luftfeuchte
zwischen 40 und 50 %. Durch kiinstliche Beleuchtung von 6.00 bis 18.00 Uhr wurde ein Hell-
Dunkel-Rhythmus von 12 h Phasenlidnge eingestellt. Die Versuche waren tierschutzrechtlich

genehmigt (Genehmigungs-Nr. 53b-42502/2-111/150; IfN MD).

2.1.2. Lernparadigma

In dem hier benutzten Lernmodell, dem FM-Diskriminierungslernen, standen die Tiere vor der
Aufgabe, die Richtung der Frequenzmodulation eines akustischen Signals zu unterscheiden. In
Abhingigkeit von der Modulationsrichtung dieses Signals war in der Lernapparatur innerhalb
einer vorgegebenen Zeit das Kompartiment zu wechseln bzw. im selbigen sitzen zu bleiben

(Wetzel et al., 1998D).

Lernapparatur

Die Lernapparatur setzte sich aus einem computergestiitzten Steuerteil und einer sogenannten
Shuttle-Box (E10-15, Coulbourn Instruments) zusammen. Die Shuttle-Box war dabei in einer
schallgeschiitzen Kammer untergebracht. Durch ein Sichtfenster konnte das Training verfolgt
werden, und iiber das Steuerteil notwendige Einstellungen, wie z.B. die Hohe der Strafreize,
vorgenommen werden. Die Uberwachung des gesamten Trainings erfolgte mittels eines
Computers, welcher auch alle gemessenen Parameter erfasste. Ein dafiir notwendiges Programm
wurde von Herrn T. Wagner (IfN, Abteilung Akustik, Lernen, Sprache) entwickelt. Die Shuttle-
Box (18 x 16 x 22 cm) wurde durch eine 3 cm hohe Metallhiirde in zwei Kompartimente
unterteilt. Ein Metallgitter bildete die Bodenfldche, iiber die ein elektrischer Fulreiz appliziert
werden konnte. Die Shuttle-Box wurde mit einem Deckel verschlossen, an dem zwei

Lautsprecher (Visaton) angebracht waren. Die dargebotenen Frequenzen waren kiinstlich

11



Material und Methoden

digitalisiert und {liber eine kommerzielle Soundkarte analog umgewandelt worden. Die Ausgabe
der Tone iiber die Lautsprecher wurde mit einem Spektrumanalysator von Bruel & Kjaer

kontrolliert.

Lernexperiment

Das Training fand téglich in der Zeit zwischen 7.00 und 14.00 Uhr statt. Das Intervall zwischen
zwei Trainingssitzungen betrug 24 + 1 h. Der Gerbil wurde zu Beginn fiir 3 min in die Shuttle-
Box gesetzt (Habituation), um sich an die Umgebung zu gewohnen. Wihrend dieser Zeit wurde
die sogenannte Startaktivitit (SA, Explorationsaktivitit) ermittelt, d.h. die Haufigkeit des
Kompartimentwechsels wihrend der Habituationszeit. Das anschlieBende Training umfasste
60 Laufe. Die Tiere mussten lernen, zwischen 2 linear frequenzmodulierten Tonen (FM) als
bedingte Reize zu diskriminieren (CS = bedingter Reiz, 65 - 70 dB, 250 ms Dauer, 250 ms
Intervall). Diese Tone iiberstrichen den gleichen Frequenzbereich zwischen 1 und 2 kHz und
unterschieden sich lediglich in der Richtung der Modulation (aufwirts, abwérts). Beide CS
wurden den Gerbils jeweils fiir 6 s prédsentiert. Bei Darbietung des aufwirtsmodulierten FM
(CS+; 1 - 2 kHz) mussten die Tiere innerhalb von 6 s das Kompartiment wechseln, ansonsten
folgte anschlieend fiir bis zu 4 s ein milder elektrischer Fulschock von 200 - 500 pA (FS, UCS
= unbedingter Reiz). Sobald die Tiere aber die gegeniiberliegende Seite erreichten, endeten Ton
und FuBreiz. Die Hohe des Fuflschocks wurde fiir jedes Tiere zu Beginn einer jeden
Trainingssitzung individuell eingestellt. Die Anfangsstirke betrug dabei 250 pA. Ubersprangen
die Gerbils aber wihrend der ersten 6 s der Darbietung des CS+ die Hiirde, wurde diese Antwort
als korrekte konditionierte Reaktion (correct conditioned response, CR+) gewertet. Im Gegensatz
dazu sollten die Tiere beim abwirtsmodulierten FM (CS-; 2 - 1 kHz) die Seite nicht wechseln.
Wenn die Gerbils wihrend der Prisentation des CS- (6 s) das Kompartiment verlieBen, bekamen
sie auf der anderen Seite einen Strafreiz von 300 pA und diese Reaktion wurde als CR- (falsche
Antwort) gewertet. CS+ und CS- wurden je 30 mal in pseudorandomisierter Reihenfolge
dargeboten. Die Lange der Pausen zwischen den einzelnen Liufen variierte zwischen 5 - 15 s.
Kompartimentwechsel der Tiere wéhrend dieser Zeit wurden vom Computer als ITC (intertrial

crossing) gemessen.

Darstellung und statistische Bearbeitung der Verhaltensdaten

Die Auswertung der Versuche erfolgte mittels des StatView 5.0.1 (Abacus) Programms. Es

wurden folgende Werte herangezogen: Diskriminierungsleistung (D; Differenz aus CR+ und
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CR-), CR+, CR-, ITC und SA. Fiir die statistische Auswertung wurde mit einer ANOVA
(Varianzanalyse) gearbeitet. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 diente als Kriterium fiir
statistisch signifikante Unterschiede. Konnten signifikante Unterschiede detektiert werden, so
wurden zusétzlich weitere parametrische Tests herangezogen: der t-Test fiir unabhéngige
Stichproben, um die Behandlungsgruppen an einzelnen Trainingstagen miteinander zu
vergleichen, und der t-Test fiir abhéngige Stichproben, um Unterschiede zwischen verschiedenen

Trainingstagen innerhalb der Behandlungsgruppen zu testen.

2.1.3. Intrakortikale Injektionen
2.1.3.1. Operative Eingriffe

Die Operation, um den Zugang zum AC zu ermdglichen, erfolgte generell einen Tag vor der
Injektion. Bereits in vorhergehenden Arbeiten wurden die Prozedur fiir die Operation und die
sich anschlieBenden intrakortikalen Substanzapplikationen beschrieben (Richter et al., 1999;
Budinger et al., 2000b). Die Tiere wurden dafiir tief andsthesiert (0,3 ml/100 g Kérpermasse des
Gerbils) mit einer Mischung aus 2 % Rhompun (Bayer) und 50 mg/ml Ketanest (Parke-Davis) im
Verhiltnis 1:4. Dann erfolgte die Rasur der Kopthaut und die Desinfektion. Die Kopfhaut wurde
anschlieBend zwischen Auge und Ohr eingeschnitten. Der dort befindliche Temporalmuskel
konnte dann entfernt und der Knochen geséubert werden. Drei Locher mit ca. 1 mm Durchmesser
wurden bilateral oder unilateral oberhalb der auditorischen Felder AI, AAF bzw. DP/VP gebohrt.
Fiir die Platzierung der Bohrungen konnte man sich sehr genau am durch den Schéidelknochen
sichtbaren kortikalen GefaBBmuster des Gerbils orientieren (Hess und Scheich, 1996; Sugimoto et
al., 1997) (sieche Abb. 2.1). Zur exakten Platzierung der Ldcher wurden stereotaktische
Koordinaten aus friitheren Arbeiten verwendet (Scheich et al., 1993a; Thomas et al., 1993). Die

Wundriander wurden anschlieBend mit Volon A Salbe (Sqibb) behandelt.

2.1.3.2. Substanzapplikationen

Die Tiere wurden fiir die Injektionen mit 4 % Halothan (Eurim-Pharm) initial tief anésthesiert.
Im weiteren Verlauf des Experiments wurde die Konzentration am Verdampfer (Halothan Vapor
19.3; Dréger) auf 1,5 - 2 % ecingestellt. Die Injektionen erfolgten mit Hilfe eines Nanoliter-
Injektionssystems (WPI) und einer dort befestigten Glaspipette (Durchmesser 20 pm), die mit
einem Micropipette Puller (Sutter Instrument) auf einer Seite kiinstlich verengt worden war.

Uber diese Pipette wurde die entsprechende Substanz oder die zu dessen Ldsung verwendete
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Fliissigkeit in den AC appliziert. Die Mikropipette wurde ca. 1 mm tief in dorsoventraler

Richtung und tangential zur Kortexoberfliche eingestochen. Es wurde jeweils 1 pl Losung pro

Bohrung mit einer Geschwindigkeit von 23 nl pro 5 s appliziert. Die Injektionsgebiete sind

schematisch in Abb. 2.1c dargestellt. Insgesamt waren ca. 20 min fiir eine bilaterale Injektion

ndtig. Die Gerbils erwachten ca. 5 min nach Beendigung der Injektionen.

Folgende Substanzen wurden fiir Injektionen in den AC zu verschiedenen Zeitpunkten vor oder

nach dem FM Diskriminierungslernen verwendet:

Anisomycin (ANI):

Emetin (EME):

Rapamycin:

FK506:

5 mg Anisomycin (Sigma) wurde in 1 M HCI geldst und mit | M NaOH auf pH 7 titriert.
Dann erfolgte die Einstellung der gewiinschten Konzentration (66 mM und
113 mM) mit steriler isotonischer Kochsalzldsung (0,9 %, B. Braun).

Es wurden 5 mg Emetin (Sigma) in steriler isotonischer Kochsalzlosung geldst. Die
Titrierung des pH-Wertes erfolgte mittels 1 M NaOH auf pH 7 und dann wurde mit 0,9 %
NaCl auf die Konzentration von 15 mM (8,3 pg/ul) eingestellt.

100 pg Rapamycin (Calbiochem) wurden in 50 pl Ethanol geldst. Durch Verdiinnung mit
0,9 % NaCl wurden Injektionslosungen einer Konzentration von 60 nM Rapamycin in
0,03 %o Ethanol/NaCl hergestellt.

Fiir die Applikationen von FK 506 (Calbiochem) wurde ebenfalls eine Stammldsung mit
einer Konzentration von 20 pg/ul in Ethanol hergestellt. Eine Verdiinnung erfolgte in
0,9 % isotonischer Kochsalzlosung zu einer Konzentration von 6,0 ng/pul = 7,3 mM
FK506 in 0,03 %o Ethanol/NaCl.
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Abb. 2.1 Ubersichtsbild des auditorischen Kortex des Gerbils (entnommen aus Budinger et al, 2000a). A
Elektrophysiologische Karte (nach Thomas et al., 1993), in der die Frequenzreprisentation innerhalb der Felder
(Legende) schematisch dargestellt ist. B Autoradiogramm eines horizontalen 2DG-Schnittes. Die radialen Kolumnen
erhohter 2DG-Akkumulation (durch weille Balken fiir AI, AAF und VP hervorgehoben) entstanden durch akustische
Stimulation mit Tonen um ca. 1,5 kHz. Die Isofrequenzlinien aus A stimmen mit den erhéhten 2DG-
Akkumulationen in B hinsichtlich ihrer Lage zur Hippokampus-Referenz iiberein. C Die Injektionsgebiete in Al,
AAF, DP/VP (weiB schattierte Areale) wurden entsprechend stereotaktischer Koordinaten relativ zu Lambda und
anhand eindeutiger Merkmale des kortikalen Gefafmusters platziert. Das iiberlagerte Schema der funktionellen
Organisation des AC des Gerbils entspricht der funktionellen Karte in A. Skalierung = 2,5 mm. m medial; r rostral; d
dorsal; icv untere Cerebralarterie; mca mittlere Cerebralarterie
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2.2. Analysen zur Verinderung der Genexpression nach FM-Diskriminierungstraining

Nach Abschluss der Studien mit verschiedenen Proteinsyntheseinhibitoren sollte die Frage
geklart werden, ob es zu einem spiten Zeitpunkt (5 h) nach dem FM-Diskriminierungstraining zu
Verdanderungen in der Genexpression im AC kommt. Um mRNAs zu finden, deren
Expressionsniveau nach Stimulation verdndert sind, ist die Methode der suppression subtractive
hybridisation (SSH) geeignet. Zur weiteren Verifizierung, ob sich die Expression der mRNAs der
mittels SSH erhaltenen ¢DNAs dnderte, wurde Northern-Blot-Hybridisierung und nicht-
radioaktive in situ-Hybridisierung (ISH) angewendet. Die Northern-Blot-Hybridisierung wurde
durchgefiihrt mit 1.) Blots von mRNA aus dem AC von trainiert und untrainierten Gerbils und 2.)
zur weiteren Charakterisierung mit Blots von mRNA aus Kortex und Hippokampus von Kainat-

oder NaCl-behandelten Tieren.

2.2.1. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien (Qualitit: zur Analyse) wurden von den Firmen
Boehringer/Roche, Fluka, Gibco Life Technologies, Merck, Roth, Serva und Sigma-Aldrich

bezogen. Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Losungen mit sterilem, deionisierten

Wasser angesetzt.

2.2.2. Kits und Enzyme

Produkt

Calf Intestine Phosphatase (CIP)
First-Strand cDNA Synthesis Kit
DIG RNA Labelling Kit
Deoxynucleoside Triphosphate Set (ANTP-Mix)
1kb DNA Ladder

Megaprime” DNA labelling System
NucleoTrap PCR Kits

PCR-Select cDNA Subtraction Kit
Primer

QIAEX I Agarose Gel Extraction Kit
Qiagen Plasmid Purification Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Restriktionsenzyme

SMART"™ PCR ¢DNA Synthesis
Taq-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

Hersteller

Boehringer Roche
Amersham Pharmacia Biotech
Roche

Boehringer/Roche
Eurogentec, MBI Fermentas
Amersham

Clontech

Clontech

Gibco Life Technologies
Qiagen

Qiagen

Qiagen

NEB, Gibco

Clontech

Qiagen

Boehringer/Roche
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2.2.3. Vektoren

Vektor System Hersteller
pCR® 2.1-TOPO TOPO™ TA Cloning Kit Invitrogen
pBluescript SK (+/-) Stratagen

2.2.4. Bakterienstamm

Es wurde fiir alle Transformationen und zur Aufreinigung der Plasmide der E.coli XL-1 Blue MR

Stamm verwendet.

2.2.5. Allgemeine Losungen

LB Medium: 5 g Hefe Extrakt, 10 g Bacto-Trypton, 5 g NaCl, 100 pg/ml Ampicillin,
ad 1000 ml H,O

LB Platten: 1000 ml LB Medium, 15 g Agar,
10 x TBE: 0,89 M Tris-Base, 0,89 M Borsaure, 0,02 M EDTA
20x SSC Puffer: 3 M NaCl, 300 mM Trinatriumzitrat pH 7,4

2.2.6. Krampfauslosende Stimulation mit Kainat

Die Tiere bekamen intraperitoneal entweder Kainat (Sigma) in einer Dosis von 12 mg/kg, geldst
in steriler isotonischer Kochsalzlosung (0,9 %, B.Braun), oder die addquate Menge an steriler
Kochsalzldsung injiziert. Die Dauer des Experimentes betrug 6 h. Uber diesen Zeitraum wurden
die Tiere beobachtet und die einzelnen Krampfstadien aufgezeichnet. Als Orientierung diente
hierbei eine fiir die Ratte erstellte Skala fiir Krampfstadien von 1 bis 6 (Zhang et al., 1997).
Danach erfolgte die Priparation der Hippokampi und der Kortizes.

2.2.7. Priparation verschiedener Hirnregionen des Gerbils

Gerbils, die intraperitoneal Injektionen von Kainat bzw. Kochsalz erhalten hatten, wurden 6 h
spater dekapitiert. Hippokampi sowie Kortizes wurden auf einer eisgekiihlten Petrischale
préipariert und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Es wurden ausschlie8lich Gehirne von
solchen Kainat-behandelten Gerbils verwendet, bei denen wihrend der 6 h eindeutig die

Krampfstadien 5 oder 6 beobachtet wurden.
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Gerbils, die, wie unter 2.1.2 beschrieben, trainiert worden waren, wurden 5 h nach Beendigung
des Trainings dekapitiert. Als Kontrollen dienten untrainierte Gerbils, die den gleichen Zeitraum
unbeeinflusst in ihrem Heimatkéfig verbrachten. Die Gehirne wurde entnommen und die Kortizes
vorsichtig abgetrennt. Anhand des GefaBBmusters (Abb. 2.1) wurden der rechte und linke AC auf
einer eisgekiihlten Petrischale unter dem Binokular herauspripariert und sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren.

Bis zur weiteren Aufarbeitung erfolgte die Aufbewahrung aller Gewebeproben bei —70 °C.

2.2.8. Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Minimierung von Kontaminationen durch Ribonukleasen und der damit verbundenen Gefahr
der Degradation der RNA wurden die im folgenden beschriebenen Maflnahmen angewandt:

Bei allen Arbeitsschritten wurden OP-Handschuhe getragen.

Alle verwendeten Glas- und Plastmaterialien wurden iiber Nacht mit 0,1 % (v/v)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt. Glasmaterialien wurden dann 4 h bei 200 °C
erhitzt, Plastmaterialien 20 min bei 121 °C autoklaviert und mehrere Stunden bei 80 °C
getrocknet.

Sdmtliche Losungen, mit Ausnahme Tris- oder SDS-haltiger Losungen, wurden mit 0,1 %
(v/v) DEPC behandelt, 2 - 4 h auf 37 °C erhitzt und anschlieBend autoklaviert. Trishaltige
Losungen wurden steril in DEPC-Wasser (DEPC-Wasser = H,O deionisiert, 30 min mit
0,1 % (v/v) DEPC behandelt und autoklaviert) angesetzt und autoklaviert. Nicht
autoklavierbare Losungen, wie SDS, wurden mit DEPC-H,O angesetzt und steril filtriert.
Elektrophoresekammern und deren Zubehor wurden mit Detergenz gewaschen und mit
DEPC-Wasser sowie Ethanol gespiilt. Nach Behandlung mit 3 % (v/v) HO, fiir
10 min bei Raumtemperatur, erfolgte eine abschlieBende Spiilung mit DEPC behandeltem
Wasser.

Fir die Prdparation der Gesamt-RNA wurde TRIzol Reagenz (Life Technologies-BRL)
verwendet. TRIzol ist eine monophasische Losung aus Phenol und Isothiozyanat und stellt eine
Modifizierung der von Chomczynski und Sacchi (1987) entwickelten Methode dar. Die unten
angegebenen Mengen sind fiir die Isolation von Gesamt-RNA aus 50 - 100 mg Gewebe geeignet.
Bei davon abweichenden Gewebemengen wurde darauf geachtet, dass der Gewebeanteil im
Homogenat 10 % (w/v) nicht iibersteigt. Das noch gefrorene Gewebe wurde in 1 ml TRIzol mit
Hilfe eines Ultra Turaxx TS5 FU (IKA) ca. 1 min homogenisiert, 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert und dann zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand mit 200 pl Chlorform
vermischt und 2 - 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation wurde die wéssrige
von der organischen Phase getrennt und zur Prézipitation der RNA mit 0,5 ml Isopropanol
versetzt und zentrifugiert. Das RNA-Prézipitat wurde in 50 pl DEPC-Wasser 10 min bei 60 °C
geldst. Durch die Messung der Adsorption bei 260 nm und 280 nm konnte die Konzentration und
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die Reinheit der RNA wie folgt ermittelt werden: 1 ODyey (Optische Dichte bzw. Absorption bei
260 nm) entspricht 40 pg RNA pro ml, der Quotient aus OD60/ODyg9 lag zwischen 1,8 und 2,0,
was fiir eine hohe Reinheit der RNA spricht (Sambrook ef al., 1989). Bis zur Verwendung wurde
die RNA bei —70 °C aufbewahrt.

2.2.9. Subtraktive Hybridisierung

Die hier verwendete, abgewandelte Methode der subtraktiven Hybridisierung, die SSH, ist
geeignet, um zwei verschiedene mRNA-Populationen miteinander zu vergleichen (Diatchenko et
al., 1996; Gurskaya et al., 1996). Die Methode basiert auf der Moglichkeit, sogenannte
Adaptoren an cDNA-Fragmente anzuheften, um selektiv die Amplifikation von nicht differentiell
exprimierten Transkripten in PCR-Reaktionen zu unterdriicken. Durch die SSH werden
vorzugsweise solche Gene erfasst, die in einem von zwei zu vergleichenden Zell- oder
Gewebetypen eine verdnderte Expression aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit, wurde fiir die SSH der PCR-Select’ cDNA Subtraction Kit
(Clontech) genutzt. Dazu wurde RNA aus dem AC von 5 untrainierten und 5 trainierten (5 h nach
FM-Diskriminierungslernen, siehe 2.2.8) Gerbils isoliert. Es erfolgte eine Anderung des vom
Hersteller empfohlenen Protokolls dahingehend, dass fiir die ersten Schritte, das Umschreiben
der RNA in ¢cDNA mittels RT-PCR, der SMART = PCR ¢DNA Synthesis Kit genutzt wurde.
Dieses System bietet die Moglichkeit, cDNA {iiber die gesamte Linge der mRNA-Molekiile
herzustellen. Somit stand auch geniigend Ausgangsmaterial fiir die SSH zur Verfiigung. Die
cDNA von trainierten Gerbils wird im folgenden als fester-cDNA und die cDNA von naiven
Kontrolltieren als driver-cDNA bezeichnet (Ubernahme dieser Termini aus dem Handbuch des

Kits).

2.2.9.1. cDNA-Synthese

Die c¢cDNA-Synthese wurde mit dem SMART PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech)
entsprechend der Empfehlung des Herstellers durchgefiihrt, der Ablauf ist in Abb. 2.2
schematisch dargestellt. Die RT-PCR startet mit der Bindung eines oligo (dT)-Primer (CDS
Primer) am polyA” Ende einer nRNA. Wenn die Reverse Transkriptase das 5°-Ende der mRNA
erreicht, synthetisiert sie durch ihre Terminale-Transferase-Aktivitit zusétzlich einige
Nukleotide, vorrangig Deoxycytidin (dC), an die cDNA. An diesen Oligo-dC-Uberhang bindet
nun das SMART" -Oligonukleotid, welches eine oligo (dG)-Sequenz an seinem 3‘-Ende besitzt
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und bildet so eine verlingerte Vorlage fiir die Reverse Transkriptase. Fiir die
Zweitstrangsynthese konnten dann die Sequenzen des SMART' -Oligonukleotides und des

Primer genutzt werden.

Poly A+ RNA
———————— po|yA 3 —_—
/GGG C——
5 CDS-Primer Erststrangsynthese
SMART™-
Oligonukleotid &' == == == == == == == polyA 3'
.
Anheften zusatzlicher dC -
an 3' Ende der cDNA n
5 - polyA 3 S
=
ccC
¢ Verlangerung der cDNA
. durch Reverse Transcriptase
GGG ———————— po|yA 3
5* cCC ——
¢ long-distance-PCR
______ |
I S -

Abb. 2.2 Schematische Darstellung der cDNA Synthese mit dem SMART" PCR cDNA Synthesis Kit (modifiziert
nach dem Handbuch des SMART " PCR ¢cDNA Synthesis Kit (Clontech))

Erststrang-cDNA-Synthese

1 ng Gesamt-RNA aus dem AC von trainierten und untrainierten Tieren sowie einer Kontroll-
RNA aus dem Kit (1 pg/ul) wurden fiir die Erststrangsynthese verwendet. Die Kontroll-RNA war
menschliche Plazenta-RNA, die zur Uberpriifung der cDNA-Synthese bis zum Rsal-Verdau nach
Empfehlung des Herstellers mitgefiihrt wurde. Fiir die Synthese wurden dann je 1 ul CDS-Primer
und SMART' -Oligonukleotid zu der Gesamt- oder Kontroll-RNA gegeben und auf 5 pl
aufgefiillt. Nach kurzer Hitzedenaturierung wurden noch folgende Substanzen hinzugefiigt: 2 pl
5 x Erststrangpuffer, 1 pl 20 mM DTT, 1 ul ANTP und 1 ul MMLYV Reverse Transkriptase. Die
Synthese erfolgt fiir eine Stunde bei 42 °C. Danach wurde die Reaktion abgestoppt und sofort mit
der long-distance (LD)-PCR begonnen.

cDNA-Amplifikation durch LD-PCR
Fir die PCR verwendete man die Sequenzen des CDS-Primers und des SMART -

Oligonukleotides. Pro Probe und Kontrolle wurden jeweils drei PCR-Ansétze hergestellt, zwei

davon anschlieBend weiter genutzt. Zu 1 pl cDNA aus der Erststrangsynthese wurden 10 pl 10 x
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cDNA-PCR-Puffer, 2 pul dNTP, 2 pl 10uM PCR-Primer und 2 pl 50 x Advantage cDNA-
Polymerase-Mix pipettiert. Das Gesamtvolumen einer Reaktion betrug 100 pl.

Die PCR-Bedingungen wurden fiir den im Labor vorhandenen Triblock (Biometra) optimiert.

95 °C 1 min
gesamt: 1 Zyklus
95°C 1 min
65 °C 30s
68 °C 6 min

gesamt: 24 Zyklen
Die PCR wurde abgestoppt, zwei Ansdtze vereint und dann iiber Sdulchenchromatographie

gereinigt.

2.2.9.2. Subtraktive Hybridisierung

Nach der Aufreinigung der cDNA wurden in den nichsten Arbeitsschritten die Komponenten des
PCR-Select ¢cDNA Subtraction Kit verwendet. Die tester- und driver-cDNA wurde fiir den Rsal
Verdau noch nach dem SMART-Protokoll behandelt (Empfehlung des Herstellers). Der
schematische Ablauf der subtraktiven Hybridisierung ist in Abb. 2.3 dargestellt.

Rsal Verdau

Die gereinigte cDNA wurde mit einem Restriktionsenzym, Rsal, geschnitten, so dass die
entstehenden Stiicke glatte Enden besalen. Das Rsal erkennt die Basensequenz 5'-GTAC-3'. Zu
den gereinigten cDNAs wurden je 36 ul 10 x Rsal-Restriktionspuffer sowie 1,5 ul Rsal pipettiert.
Die Ansitze inkubierten dann fiir 3 h bei 37 °C. Mit Hilfe des NucleoTrap PCR Kits (Clontech)

erfolgte die chromatographische Aufreinigung der geschnittenen cDNA-Ansitze.

Adaptorligation

Nach der Behandlung mit Rsal, wurden die Reaktionsansitze geteilt und an diese je einer von
zwel verschiedenen Adaptoren ligiert. Die Adaptoren besitzen an ihren Enden keine
Phosphatgruppe und konnen so an das 5’-Ende der tester-cDNA binden. Ab der Adaptorligation
wurde nach dem Protokoll des PCR-Select ¢cDNA Subtraction Kits gearbeitet. Zur Uberpriifung
der SSH fand eine mRNA aus dem Skelettmuskel des Menschen (Empfehlung des Herstellers,
dem PCR-Select” Kit beigefiigt) Verwendung und nicht mehr die menschliche Plazenta-RNA.
Fiir die ¢cDNA-Synthese bis zum Rsal Restriktionsansatz dieser Kontroll-RNA wurden dem
Protokoll des PCR-Select ¢cDNA Subtraction Kit gefolgt. Nach Angaben des Herstellers wurde
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1 pl Skelettmuskel-cDNA mit 2 pl einer 1:20 verdiinnten $X174 DNA, Haelll-geschnitten,
gemischt. Dieses Gemisch diente als Kontroll-fester- und die reine Skelettmuskel-cDNA als
Kontroll-driver-cDNA. Die Adaptoren wurden nur an die tester-cDNA und die Kontroll-zester-
cDNA ligiert. Fiir die Reaktion wurden 5,5 pl der cDNA 1:1 mit H,O verdiinnt, wovon man
jeweils 2 ul fiir die 2 Ansétze verwendete. Es wurde parallel ein Mastermix hergestellt, der pro
Ansatz 3 pl H,O, 2 ul Ligationspuffer und 1 pl T4-DNA-Ligase (400 U/pl) enthielt. Zu je einem
der zwei Ligationsansitze wurde entweder 2 pl des Adaptors 1 oder Adaptors 2R pipettiert. Die
Inkubation der Reaktion erfolgte iiber Nacht bei 16 °C.

tester-cDNA mit Adaptor 1 driver-cDNA im UberschuR tester-cDNA mit Adaptor 2R

-_—— -_——
— —
Erste Hybridisierung
Y Y
a
b _m
c~——— e —
¥ Q—
"7 Zweite Hybridisierung, mischen der
Proben, frisch denaturierte driver-cDNA
v dazu und hybridiseren
a,becd+ e

l{ Aufflllen der Enden

e -

Primer hinzufliigen =

PCR amplifikation
ad keine Amplifikation
—=@D) b-> b keine Amplifikation
c lineare Amplifikation
Sm———m 3 e expotentielle Amplifikation

und . (An beiden Enden des Molekiils

befinden sich Primerbindungsstellen)

Abb. 2.3 Schematisches Ablaufschema der SSH (modifiziert nach dem Handbuch des PCR-Select” cDNA
Subtraction Kit (Clontech))
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Erste Hybridisierung

Nach der Ligation der Adaptoren erfolgte die Hybridisierung der driver- und der tester-cDNA
bzw. der Kontroll-driver- und der Kontroll-tester-cDNA in zwei einzelnen Schritten. Hierbei
wurden zunichst in zwei getrennten Ansitzen ein Uberschuss an driver-cDNA zu dem jeweiligen
Ansatz der Ligation gegeben. Die Konzentrationen von héufig und weniger haufig
vorkommenden c¢DNAs gleichen sich aufgrund der Reaktionskinetik 2. Ordnung aus.
Genprodukte, welche nach Stimulation verdndert sind, reichern sich als Einzelstrange an. In der
ersten Hybridisierung wurde zu je 1,5 pl Ansatz der mit Adaptor 1 oder -2R ligierten fester-
cDNA 1,5 ul der Rsal-verdauten driver-cDNA sowie 1 ul 4 x Hybridisierungspuffer gegeben.

Nach kurzer Hitzedenaturierung wurden die Ansédtze 8 h bei 68 °C inkubiert.

Zweite Hybridisierung

Fiir die zweite Hybridisierung wurden die zwei Ansétze der ersten Hybridisierung gemischt und
noch mal mit frischer driver-cDNA versetzt. Der Ansatz wurde aber nicht mehr erhitzt, um eine
Denaturierung bereits gebildeter Hybride zu verhindern. Nur einzelstringige subtrahierte tester-
cDNA konnte in diesem Abschnitt binden und so Hybride bilden, von denen jeweils ein Strang
den Adaptor 1 und der andere Strang den Adaptor 2R trigt. Fiir die zweite Hybridisierung
wurden zunidchst 1 pl frische driver-cDNA gemixt mit 1 pl 4 x Hybridisierungspuffer sowie 2 pl
H,O, dann denaturiert. Dieses und die beiden Reaktionen der ersten Hybridisierung wurden
miteinander vermischt. Die Inkubation der Ansétze erfolgte iiber Nacht bei 68 °C, danach wurden

sie mit 200 ul Puffer verdiinnt und fiir 7 min bei 68 °C erhitzt.

Erste Amplifikation mittels PCR

Wihrend der zwei nun folgenden PCR-Reaktionen erfolgte die expotenzielle Amplifikation der
Hybride, welche den Adaptor 1 und 2R tragen. Im Gegensatz dazu war fiir Molekiile mit nur
einem Adaptor nur eine lineare Vervielfaltigung moglich. An Molekiile ohne Adaptor konnen die
Primer nicht binden, es fand somit keine Amplifikation statt. Die 5'-Sequenz der Adaptoren ist
komplementdr zu dem PCR-Primer der ersten PCR-Reaktion. Zu Beginn wurden aber die
komplementédren Enden der Adaptoren 1 und 2R durch DNA-Polymerase aufgefiillt. Dazu
wurden 1 pl des Hybridisierungsansatzes zu 19,5 ul sterilem H,O, 2,5 ul 10 x PCR-
Reaktionspuffer, 0,5 ul 10 mM dNTP-Mix, 1 pl 10 pM PCR-Primer 1 und 0,5 pl 50 x Advantage
cDNA-Polymerase-Mix pipettiert.
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Die Reaktion wurde bei 75 °C fiir 5 min inkubiert und anschlieBend erfolgte die erste PCR unter

folgenden Bedingungen in einem Triblock (Biometra):

95°C 5 min
gesamt: 1 Zyklus

94 °C 30s

66 °C 30s

72 °C 1,5 min

gesamt: 30 Zyklen

Zweite Amplifikation mittels PCR

Der 3'-terminale Teil der Adaptoren diente nun zum Anheften der PCR-Primer 1 und 2R. Die
PCR-Bedingungen entsprachen denen der vorausgegangenen PCR mit Ausnahme der
Hybridisierungstemperatur, welche von 66 °C auf 68 °C erhoht wurde. Die Anzahl der Zyklen
betrug 15. Die PCR-Produkte aus der 1. PCR-Reaktion wurden 1:10 verdiinnt und davon 1 pl mit
18,5 ul sterilem H,0, 2,5 pl 10 x PCR-Reaktionspuffer, 1 ul 10 mM Nested PCR-Primer 1, 1 pl
10 mM Nested PCR-Primer 2R, 0,5 pl 10 mM dNTP-Mix und 50 x Advantage cDNA-
Polymerase-Mix vermischt.

Ein Aliquot aus der 2. PCR, der unsubtrahierten tester-cDNA sowie der subtrahierten cDNA der
Kontrolle (Skelettmuskel der Menschen) wurden abschlieBend gelelektrophoretisch getestet, um
den Erfolg der subtraktiven Hybridisierung zu iiberpriifen.

2.2.10. Charakterisierung der erhaltenen Klone

2 pl des PCR-Produktes wurden in den pCR® 2.1-TOPO-Vektor mit Hilfe des TOPO™ TA
Cloning Kits einkloniert und anschliefend transformiert. Jede positive Kolonie wurde auf eine
LB-Masterplatte ilibertragen und parallel in 3 ml LB-Medium iiber Nacht bei 37 °C angezogen.
Die Isolierung der Plasmide erfolgte mittels alkalischer Lyse (Birnboim und Doly, 1979;
Sambrook et al., 1989). Der pCR® 2.1-TOPO-Vektor besitzt um die Einklonierungsstelle der
Fragmente zwei FEcoRI-Schnittstellen. Daher konnte jedes Plasmid mit einem FEcoRI-
Restriktionsverdau auf ein Insert tiberpriift werden. Einige der Klone wurden sequenziert, um

repetitive Sequenzen auszuschlieen.
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2.2.10.1. Transformation von Bakterien

Es wurden zur Transformation von Vektoren elektrisch kompetente Bakterien eingesetzt. Ein
60 pl Aliquot wurde auf Eis aufgetaut, mit 1 pl Plasmidvektor versetzt und in eine vorgekiihlte
Kiivette (Biorad) pipettiert. Die Elektroporation erfolgte im Gene Pulser (Biorad) bei 2500 V,
400 Q und 25 pF. Danach wurde der Ansatz sofort in LB-Medium iiberfiihrt und 30 min bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein kurze Zentrifugation, das Pellet wurde in 100 pl LB-
Medium aufgenommen und auf einer LB-Platte ausplattiert. Diese wurde dann iiber Nacht bei

37 °C inkubiert.

2.2.10.2. Plasmid-Praparation (Mini-, Midipriparation)

P1-Puffer (Resuspensions-Puffer): 50 mM Tris, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 png/ml RNase
P2-Puffer (Lyse-Puffer): 200 mM NaOH, 1 % SDS
P3-Puffer (Neutralisations-Puffer): 3 M Kalziumazetat

Die Plasmid-Mini-Priparation erfolgte mittels alkalischer Lyse nach Birnboim und Doly (1979)
und Sambrook et al. (1989). Eine 3 ml Ubernacht-Kultur wurde zentrifugiert und in 200 pl P1-
Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul P2-Puffer wurde die Bakterien vorsichtig gemischt
und 1 - 5 min inkubiert. Das Lysat wurde mit 200 pl eisgekiihltem P3-Puffer versetzt, danach
maximal 5 min auf Eis stehen gelassen und abschlieBend 5 min zentrifugiert. 510 pl des
Uberstandes wurden mit 350 ul Isopropanol versetzt, 5 min inkubiert und wiederum zentrifugiert
(5 min). Das entstandene Pellet wurde einmal mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in
50 pl HyO eluiert. Wenn die Plasmide sequenziert werden sollten oder fiir die Priparation
groBerer Mengen Plasmid-DNA wurden 3 bzw. 100 ml Ubernachtkultur mit Hilfe des Plasmid
Purification Kit (fiir Mini- oder Midiprdparation, Qiagen) nach Angaben des Herstellers

aufgereinigt.

2.2.10.3. Restriktion von DNA

Um DNA-Fragmente zu schneiden, wurden verschiedene Restriktionsenzyme nach Angaben der

Hersteller mit einer Aktivitdt von 10 U pro Ansatz verwendet.

25



Material und Methoden

2.2.10.4. Agarose-Gelelektrophorese und Elution von DNA

Agarose: Ultra Pure, Gibco
Ethidiumbromidlésung: 10 mg/ml in 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0
5 x DNA-Probenpuffer: 0,25 % (w/v) Xylolcyanol, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 30% (v/v) Glycerin

Fiir die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde je nach Grof3e ein 0,8 - 1,2%iges (priparatives
Gel = 1,2 %) in 1 x TBE hergestellt und zu diesem 0,5 pg/ml Ethidiumbromid-Losung gegeben.
Alle Proben und der Fragmentlingenstandard (siehe 2.2.2) wurden vor der Auftragung mit
5 x DNA-Probenpuffer versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einer
horizontalen Elektrophoreskammer (Biorad) mit 1 x TBE-Puffer bei einer Stromstirke von
10 V/cm. Wenn DNA-Fragmente aus dem Gel isoliert wurden, dann erfolgte dies unter UV-Licht
mittels eines Skalpells. Die Eluierung der Fragmente erfolgte nach Angaben des Herstellers

(Qiagen) mit dem QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit.

2.2.10.5. Sequenzierung und Sequenzanalyse der Klone

Die Sequenzierung erfolgte mit dem ABI Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Perkin Elmer) in Kombination mit einem automatischen Sequenzierer (373 DNA
Sequencer stretch, Applied Biosystems) unter Verwendung vom M13-Reverse-Primer und M13-
Forward-Primer (siche 2.2.11.1). Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mittels GCG
Sequenzanalyse-Programm (Genetics Computer Group Inc. Madison, Wisconsin) analysiert und

mit Sequenzen aus Datenbanken verglichen.

2.2.11. Dot-Blot-Hybridisierung

Ziel der Dot-Blot-Hybridisierung war es, mitochondriale ¢cDNA zu identifizieren. Nach
Klonierung der Klone aus dem SSH, wurden einige sequenziert. Dies diente zur Uberpriifung, ob
repetitive Sequenzen erhalten worden waren. Es stellte sich heraus, dass die ermittelten
Sequenzen groBtenteils mitochondrialer mRNA zugeordnet werden konnten. Da diese fiir die
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen werden sollten, wurde mittels Dot-Blot-Hybridisierung
weitere mitochondriale ¢cDNA identifiziert. Die in den pCR® 2.1-TOPO-Vektor einklonierten
cDNAs aus der SSH wurden verwendet. Der pCR® 2.1-TOPO-Vektor besitzt Bindungsstellen fiir
M13-reverse- und forward-Primer, mit deren Hilfe die einklonierten Produkte mittels PCR
amplifiziert wurden. Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden auf einer Membran immobilisiert

und mit cDNA aus dem AC von trainierten oder untrainierten Tieren hybridisiert.

26



Material und Methoden

2.2.11.1. Amplifikation der Klone

Fiir jeden Klon wurde eine PCR-Reaktion mit einem Gesamtvolumen von 100 pl durchgefiihrt.

Plasmid 100 ng

10 x PCR-Puffer 10 ul

MgCl; (25 mM) 2 ul

dNTP (10 mM) 2 ul

M13-Reverse-Primer 4 ul

M13-ForwardPrimer 4 ul

Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) 1 pul
M13-Reverse-Primer 5¢-CAG GAA ACA GCT ATG AC - 3¢
M13-Forward-Primer 5°-GTA AAA CGA CGGCCAG-3¢

Nach einer Hitzdenaturierung (96 °C, 3 min) wurde die PCR-Reaktion in einem Triblock

(Biometra) unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

96 °C 30s
50 °C 15s
72 °C 3 min

gesamt: 35 Zyklen

Ein Aliquot jeder Reaktion wurde anschlieBend einer 0,8 — 1 %iges Agarose-Gelelektrophorese
unterzogen, um den Erfolg der Amplifikation zu {iberpriifen oder diese gegebenenfalls zu
wiederholen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch mit dem GeneQuant

(Pharmacia) bei einer Wellenlédnge von 260 nm (Sambrook et al., 1989).

2.2.11.2. Immobilisierung der PCR-Fragmente
Methylenblau-Losung: 0,5 M Natriumazetat-Trihydrat pH 5,2, 0,04% (w/v) Methylenblau

Fiir die Immobilisierung wurden die PCR-Fragmente auf eine Membran (Hybond-N, Amersham)
aufgebracht. Die Membran wurde dafiir in Sektoren unterteilt und jeweils ca. 250 ng eines PCR-
Produktes pro Sektor aufgetragen. Die Membranen wurden danach 7 min in 1,5 M NaCl, 0,5 M
NaOH denaturiert, anschlieBend zweimal 7 min in 0,2 M Tris/HCI, 2 x SSC neutralisiert und zum
Schluss zweimal mit 2 x SSC gewaschen. Nach 30 min trocknen bei 80 °C erfolgte die
irreversible Bindung der ¢cDNA an die Membran (0,12 J/cm®). Die Immobilisierung der PCR-
Produkte wurde durch eine Methylenblau-Férbung tiberpriift. Dazu wurden der Blots 15 min in
5 % (v/v) Essigsdure gebracht, dann 15 min in Methylenblau-Losung inkubiert und abschliefend

durch mehrmaliges Spiilen mit deionisiertem Wasser entfarbt.
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2.2.11.3. Radioaktive Markierung der Sonden

Als Sonden dienten die bereits als mitochondrial identifizierten cDNAs. Die in den pCR® 2.1-
TOPO-Vektor einklonierte cDNA wurde mittels EcoRI-Verdau geschnitten, elektrophoretisch
aufgetrennt und dann aus dem Agarose-Gel eluiert. Die erhaltenen cDNA-Fragmente wurden
vereint und die Konzentration photometrisch bestimmt. Die Reaktion wurde mit dem
MegaprimeTM DNA labelling System nach der Methode von Feinberg und Vogelstein (1983)
durchgefiihrt. Dabei wurden 25 ng der cDNA mit 5 pl Hexanukleotid-Primer (Nonamer)
gemischt, dann 5 min hitzedenaturiert und abschlieBend 5 min auf Eis gestellt.

Zu diesem Ansatz wurde folgende Komponenten dazugegeben:

je4ul dCTP,dGTP, dTTP
5 ul  Reaktionspuffer
2 ul  Klenow-Fragment (1 U/ul)
5ul  (a-*P) dATP (6000 Ci/mmol, Amersham)

Die Markierungsreaktion wurde 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Trennung der markierten
Sonden vom Reaktionsgemisch erfolgte chromatographisch mittels MicroSpin-G50-Saulchen
(AP Biotech). Die im Beckman Szintillationsmessgerdt LS 6000 LL gemessene spezifische
Aktivitit der Sonden betrug etwa 8 x 10° cpm/pl. Fiir die Hybridisierung wurde die gesamten

50 ul der gereinigten Sonde eingesetzt.

2.2.11.4. Dot-Blot-Hybridisierung

Die Blots wurden als erstes in Rapid-Hyb-Puffer (Amersham) fiir 2 h bei 65 °C prahybridisiert.
AnschlieBend wurde zu dem Puffer die radioaktiv markierte, frisch denaturierte Sonde gegeben.
Die Hybridisierung erfolgte fiir 2 h bei 65 °C. Die Membranen wurden nach Entfernen der Sonde

wie folgt gewaschen:
1 x 20 min bei Raumtemperatur in 5 x SSC; 0,1 % (w/v) SDS

2 x 20 min bei 65 °C in 1 x SSC; 0,1 % (w/v) SDS
2 x 20 min bei 65 °C in 0,1 x SSC; 0,1 % (w/v) SDS

Die Waschschritte wurden mittels Geiger-Miiller-Zahlrohr iiberpriift. Die Autoradiographie der
hybridisierten Blots erfolgte entweder auf Kodak X-Omat AR Réntgenfilmen oder auf
Phospho-Imager Platten BAS III (fiir Fujix BAS1000 Bioimager, Fuji). Die Filme wurden mit

dem Rontgenentwicklungsautomaten Curix 60 (Agfa) entwickelt.
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2.2.12. Klonierung von BDNF-, Activin-fA- und GAPDH-cDNA

Zur Klonierung dieser drei cDNAs wurde Gesamt-RNA vom AC eines naiven Gerbils isoliert
(siehe 2.2.8). Die RT-PCR erfolgte unter Verwendung des First-Strand cDNA Synthesis Kit
(Amersham Pharmacia). Hierzu wurden zu 1 pg total RNA 11 pl Bulk First Strand Reaction Mix,
1 pl pd-(N)e-Primer, 1 pl 200 mM DTT bis zu einem Endvolumen von 33 pl gegeben und die
Reaktion 1 h bei 37 °C inkubiert. Fiir die PCR-Synthese von BDNF-, Activin-BA- und GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)-cDNA wurden folgende Komponenten gemischt:

1 ul  cDNA

10 ul 10 x PCR-Puffer

20 ul 5 x Q-Solution

lul 25 mM MgCl,

2ul 10 uM Reverse-Primer

2 ul 10 uM Forward-Primer

2ul 10 mM ANTP-Mix

0,5 ul 5 U/ul Tag-DNA-Polymerase
Wasser ad 100 pl

Die Primer und die cDNA wurden erst wihrend einer Hitzedenaturierung von 5 min bei 95 °C

hinzugefiigt.

PCR-Parameter: 95 °C 30s
62 °C 30s
72 °C 30s
gesamt: 5 Zyklen
95 °C 30s
72 °C 1 min

gesamt: 30 Zyklen

Tab. 2.1 Primersequenzen fiir die Amplifizierung von BDNF, Activin-BA und GAPDH, die
Restriktionsschnittstellen wurden unterstrichen

BDNF-Reverse-Primer 5= CGCGAATTCCTATCTTCCCCTTTTAATGGTC — 3¢
BDNF-Forward-Primer 5’ —=TCTGGATCCCGTGTGTGACAGTATTAGCGA -3’
Activin-BA-Reverse-Primer |5 — CGCGAATTCGGATGGTGACTTTGGTCCTG — 3¢
Activin-BA-Forward-Primer |5° - TCTGGATCCTGAAGAAGAGACCCGATGTC - 3¢
GAPDH-Reverse-Primer 5¢ = CGCGAATTCACACGGAAGGCCATGCCAGT - 3¢
GAPDH-Forward-Primer 5= TCTAAGCTTCCAAGGTCATCCATGACAACT — 3¢
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Eine Kontrolle der PCR auf korrekte GroBe erfolgte mittels elektrophoretischer Fraktionierung in
1,2%igen (w/v) Agarose-Gelen. Uber Schnittstellen fiir £coRI und BamHI bzw. BamHI und
HindlIll an den 5°‘-Enden der Primer (siche Tab. 2.1) wurden die PCR-Fragmente in das pCR-
Script Amp SK (+/-)-Plasmid ligiert. Fiir die Ligation wurde eine ATP-abhidngige T4-DNA-
Ligase nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Das Verhéltnis des zu klonierenden DNA-
Fragmentes zum Vektor war 3:1. Der Ligationsansatz wurde 3 h bei Raumtemperatur oder iiber

Nacht bei 16 °C inkubiert.

2.2.13. Expressionsanalyse durch Northern-Blot-Hybridisierung

Zur Analyse der Expressionsdnderungen ausgewéhlter Gene auf RNA-Ebene wurden je 15 ng
Gesamt-RNA aus dem AC von untrainierten und trainierten (5 h nach initialem Training
dekapitiert) Gerbils sowie Gesamt-RNA aus Kortex und Hippokampus von Kainat- und NaCl-

behandelte Tiere verwendet.

2.2.13.1. Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese und Northern-Blot-Hybridisierung

10x MOPS: 200 mM MOPS, 50 mM Natriumazetat, 10 mM EDTA, pH 8,0

Glyzerin/Bromphenolblau: 0,5 ml 10 % (w/v) SDS, 4 mg Bromphenolblau, 5 ml Glyzerol, 0,5 ml 0,5 M
EDTA, pH 8,0, ad 10 ml DEPC-Wasser

RNA-Probenpuffer: 200 pl 37 % Formaldehyd, 100 pl 10 x MOPS, 500 pl Formamid, deionisiert,

200 pl Glyzerin/Bromphenolblau, ad 1 ml DEPC-Wasser

Priparation des RNA-Gels: 2,5 g Agarose (Gibco BRL) in 150 ml DEPC-Wasser und 25 ml 10 x MOPS
aufkochen, dann auf ca. 60 °C abkiihlen, 45 ml 37 % Formaldehyd und 30 ml
DEPC-Wasser zugeben

15 pg (in 5 ul DEPC-H,0) Gesamt-RNA wurden gemischt mit 20 ul RNA-Probenpuffer, fiir
15 min bei 68 °C hitzedenaturiert und anschlieend 5 min auf Eis gestellt. Die Proben wurden auf
ein horizontales 1%iges (w/v) denaturierendes Agarose-Gel geladen. Die Elektrophorese fand in
1 x MOPS-Puffer bei einer Feldstirke von ungefdhr 1 V/cm statt, wobei der Laufpuffer stindig
zirkulierte. Nach kurzem Abspiilen des Gels mit 20 x SSC, wurde die RNA durch
Kapillarblotting tiber Nacht in 20 x SSC auf eine Nylonmembran (Hybon-N, Amersham)
transferiert. Die Blots wurden anschlieBend 30 min bei 80 °C getrocknet und dann die RNA
mittels UV-Licht (0,12 J/em?) irreversibel an die Membran gebunden. Um die Effektivitéit des
Transfers und die Qualitdt der RNA zu iiberpriifen wurde die Nylonfilter einer Methylenblau-
Féarbung unterzogen (siche 2.2.11.2).
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2.2.13.2. Herstellung der cDNA-Sonden

Die in den pCR-Script Amp SK (+/-)-Vektor klonierte cDNA der Transkripte fiir BDNF, Activin-
BA sowie GAPDH wurden iiber die jeweiligen Restriktionsschnittstellen der Primer
ausgeschnitten (siche 2.2.12). Fiir die Klone aus der SSH wurden die EcoRI-
Restriktionsschnittstellen des PCR® 2.1-TOPO-Plasmids genutzt. Zur Aufreinigung der Sonden
wurde der Restriktionsansatz auf ein priparatives 1 - 1,2%iges (w/v) Agarose-Gel aufgetragen.
Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde die entsprechenden Banden ausgeschnitten und
die cDNA mit dem QIAEX II Gel Extraktionskit (Qiagen) eluiert. Die
Konzentrationsabschéitzung der DNA im Vergleich zu einem DNA-Standard geschah wiederum

iiber eine Agarose-Gelelektrophorese.

2.2.13.3. Radioaktive Markierung der Sonden

Die Markierungsreaktion erfolgte wie unter 2.2.11.3 beschrieben. Fiir jeden Ansatz wurden 25 ng
der jeweiligen Sonde eingesetzt. Die spezifische Aktivitdt der markierten Sonden betrug ca. 6 — 9
x 10° cpm/pl. Zu jedem Hybridisierungsansatz wurden die gesamten 50 pl der gereinigten Sonde

gegeben.

2.2.13.4. Northern-Blot-Hybridisierung

50 x Denhardt’s Losung: 1 % (w/v) Ficoll 400, 1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon, 1 % (w/v) BSA Fraktion V
(Sigma)
Hybridisierungslosung: 1 % (w/v) SDS, 5 x Denhardt’s Losung, 5 x SSC, 50 % (v/v) Formamid,

deionisiert (Roth)

Die Hybridisierung erfolgte in Glasflaschen (Biometra) in einem Hybridisierungsofen
(Biometra). Zu Beginn wurden die Blots 2 h bei 65 °C im Hybridisierungspuffer mit frisch
denaturierter Heringssperma-DNA (10 mg/ml, Serva) prihybridisiert. Dann konnte die frisch
denaturierte Sonde in den Puffer dazu gegeben werden. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht
bei 65 °C. AnschlieBend wurden die Membranen 1 x 20 min bei Raumtemperatur mit 2 x SSC,
0,1 % (w/v) SDS, 2 x 15 min bei 65 °C mit 1 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS und 2 x 15 min bei 65 °C
mit 0,1 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS gewaschen. Die Effektivitit des Waschvorganges wurde mit

einem Geiger-Miiller-Zahlrohr liberwacht.
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2.2.13.5. Autoradiographie und Auswertung der Autoradiogramme

Northern-Blots wurden in noch feuchtem Zustand in Seran” Folie eingewickelt. Zur Detektion
wurden die Membranen auf Phospho-Imager-Platten exponiert und fiir jede Sonde verschiedene
Zeiten der Exposition ausgetestet. Die Auswertung der Platten erfolgte mit einem BAS Reader
1000 (Fuji). Um mogliche Unterschiede in der Beladung einzelner Bahnen, d. h., Differenzen im
RNA-Gehalt, feststellen zu konnen, wurden die hybridisierten Membranen jeweils einer
Nachhybridisierung mit GAPDH unterzogen (siehe 2.2.12). Die erhaltenen Bilder wurden mit
dem TINA 2.0 Programm (Raytest) aufgearbeitet.

2.2.14. Nicht-radioaktive in situ-Hybridisierung

Die Methode der in situ-Hybridisierung (ISH) dient dem Nachweis spezifischer
Nukleinsduresequenzen (RNA, DNA) in Zellen, Geweben oder Chromosomen. Damit 14sst sich
eine Nukleinsdure direkt im biologischen Priparat = in situ, also vor Ort, lokalisieren, was somit
zur Aufklarung der rdumlichen und zeitlichen Expression von Genen oder RNAs beitrdgt. Als
Sonden dienen Abschnitte einzelstringiger DNA oder RNA, die den entsprechenden Abschnitten
der gesuchten mRNA komplementir sind (antisense). Als Kontrolle fiir die Spezifitit einer
antisense-Sonde diente eine sense-Kontrolle, d.h., die Sequenz ist identisch zu der
nachzuweisenden RNA bzw. DNA und kann somit nicht hybridisieren. Die Sonden werden
entweder radioaktiv markiert oder iiber eine Enzymreaktion sichtbar gemacht. In der
vorliegenden  Arbeit wurde die letztgenannte @ Methode zur  Detektion  von
Genexpressionsanderungen im AC nach FM-Diskriminierungstraining angewendet. Die Technik
der ISH wurde erstmals von Pardue und Gall (1969) sowie John et al. (1969) unabhingig
voneinander beschrieben. Die hier angewendete Methode der nicht-radioaktiven ISH wurde von
Montag-Sallaz et al. (1999) publiziert. Fiir jede ISH fanden jeweils die Gehirne von trainierten

(5 hnach dem 1. Training dekapitiert) und untrainierten Tieren Verwendung.
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2.2.14.1. Priparation des Gewebes

Fiir diese Experimente wurden Gerbils trainiert (sieche 2.1.2). Fiinf Stunden nach Trainingsbeginn
wurden die Tiere dekapitiert, das Gehirn entnommen und sofort in ca. -55 °C kaltem
2-Methylbutan (Roth) eingefroren. Parallel dazu erfolgte die Priparation von Gehirnen

untrainierter Gerbils. Das Gewebe wurden bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C aufbewahrt.

Préparation der Objekttriager

Die Objekttriger wurden fiir 2 h mit Detergenz gewaschen, dann in deionisiertem Wasser und
98 % (v/v) Ethanol abgespiilt. AnschlieBend erfolgte eine Sterilisierung bei 160 °C. Nach dem
Abkiihlen wurden die Objekttriger in einem Azeton/6 % (v/v) 3-Aminopropyltriethoxysilan-
Gemisch (Sigma) beschichtet, zweimal in Azeton und zweimal in deionisiertem Wasser gespiilt,
bevor sie liber Nacht bei 55 °C trockneten. Diese Prozedur wurden am darauf folgenden Tag

wiederholt und die Objekttrager anschlieBend steril verpackt gelagert.

Herstellung von Gefrierschnitten

Die Hirne wurden in einem Kryostaten (Microm HM 500 OM) geschnitten und vor Beginn
mindestens 1 h an die Temperatur im Kryostatinnenraum adaptiert. Die Gehirne wurden in einer
horizontalen Ebene in 20 um Dicke geschnitten. Die Temperatur im Kryostatinnenraum wurde
auf -20 °C und die des Messers auf -12 °C eingestellt. Die Schnitte wurden auf die beschichteten
Objekttrager aufgezogen und dann 2 min an der Luft getrocknet. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die luftgetrockneten Hirnschnitte bei —20 °C aufbewabhrt.

2.2.14.2. Herstellung der Sonden

Zur Sondenherstellung wurden die in Vektoren einklonierten DNA-Fragmente durch in vitro-
Transkription in einzelstringige RNA (cRNA) umgeschrieben und gleichzeitig mit Digoxygenin
(DIG)-UTP markiert. Fiir die in vitro-Transkription wurden die T3- und T7-Promotoren der
Plasmide genutzt. Es erfolgte fiir jede Sonde die Synthese von cRNA sowohl in sense- als auch

antisense-Richtung.

Plasmidlinearisierung

Fiir die Linearisierung der Plasmide wurden die Klone, welche in das pCR® 2.1-TOPO-Plasmid
subkloniert waren (siehe 2.2.11.1), in den pCR-Script Amp SK (+/-)-Vektor umkloniert. Fiir die
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Umklonierung der DNA-Fragmente wurden entweder interne Schnittstellen (diese wurden dann
auch zur Linearisierung genutzt) oder, falls dies nicht moglich war, die EcoRI-Schnittstelle des
pCR®™ 2.1-TOPO-Vektors verwendet. Erfolgte die Umklonierung iiber die EcoRI-Schnittstelle,
wurde der Plasmidvektor nach der Linearisierung und vor der Ligation noch einer CIP-Reaktion
unterzogen. Die dabei verwendete alkalische Phosphatase (Calf Intestine Phosphatase,
Boehringer) entfernt die 5°-Phosphatgruppen und dadurch kann der Vektor nicht religieren. Dazu
wurden ca. 5 pg des linearisierten Vektors mit 1 U CIP fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Fiir das
Abstoppen und Aufreinigen der Reaktion wurde der QIAquick PCR Purification Kit verwendet.
Anschlieffend erfolgte die Ligation (siehe 2.2.12) der DNA-Fragmente in den Vektor und die
Transformation (2.2.10.1). Die erhaltenen Kolonien wurden in 100 ml LB-Ampicillin-Medium
iiber Nacht bei 37 °C kultiviert und anschlieBend wurden die Plasmide mit dem Plasmid
Purification Kit (Qiagen) isoliert. 30 — 40 pl der Plasmidprédparation wurden zusammen mit 5 pl
Restriktionsenzym, 10 pul 10 x Restriktionsenzympuffer und, falls notwendig, 10 pul 10 x BSA
(Herstellerangabe) in einem Gesamtvolumen von 100 pl gemischt. Der Ansatz wurde mindestens
3 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde anhand eines Aliquots des Reaktionsgemischs die
Vollstindigkeit der Reaktion gelelektrophoretisch tiberpriift. Bei unvollstdndiger Linearisierung
wurde die Reaktion fortgesetzt. Die Extraktion der linearisierten Plasmide erfolgte mittels
Phenol-Chloroform. Nach einer Prézipitation mittels Ethanol wurde die DNA in 20 ul DEPC-

Wasser aufgenommen und die Konzentration der DNA photometrisch ermittelt.

in vitro-Transkription

Das Umschreiben der DNA in cRNA erfolgte mit dem DIG RNA Labelling Kit (Roche). Zu 1 pg
der linearisierten DNA wurden 2 pl 10 x Transkriptionspuffer, 5 ul 40 mM DTT, 1 pl (20 U/ul)
RNase Inhibitor, 2 pl 10 x DIG-Mix (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6,5 mM UTP, 3,5
mM DIG-11-UTP, pH 7,5) und 1,5 pl T7- oder T3-RNA-Polymerase in einem Gesamtvolumen

von 20 pul gegeben. Die in vitro-Transkriptionsreaktion inkubierte fiir 3 h bei 37 °C, danach
wurde nochmals 1 pl der jeweiligen RNA-Polymerase dazu pipettiert und der Ansatz iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde 1 pl (10 U/ul) RNase-freie DNase I hinzugefiigt
und nochmals fiir 15 - 20 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde diese Reaktion mit 2,4 pul
4 M LiCl, 2 ul 0,5 M EDTA pH 8,0 und 65 ul absolutem Ethanol bei —70 °C mindestens 1 h
prézipitiert. Nach Zentrifugation wurde das Préizipitat mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in
100 ul DEPC-Wasser resuspendiert.
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alkalische Hydrolyse

Um Sonden von einer Linge < 300 bp zu erhalten, wurden ldngere cRNAs einer alkalischen
Hydrolyse unterzogen. Dazu wurden die gesamte in 100 pl DEPC-H,0O geloste cRNA zusammen
mit 100 pl Hydrolyselosung (40 mM NaHCOs;, 60 mM NayCOs) bei 65 °C fiir eine vorher
berechnete, aus der Linge des Transkriptes hervorgehende, Zeit inkubiert. Unmittelbar danach
erfolgte die Neutralisierung mit 100 pl 0,1 M HCI. Die Sonden wurden aliquotiert und bis zu
threr Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.

Berechnung:
(Lange des Transkriptes - 0,3) / (Lange x 0,3 x 0,11) = Inkubationszeit in min

2.2.14.3. in situ-Hybridisierung

10 x PBS, pH 7,4 1,5 mM NaCl, 83 mM Na,HPO,, 17 mM NaH,PO, x H,O

Prihybridisierungspuffer: 100 mM Tris/HCL, pH 7,6, 40 mM NaCl, 50 mM EDTA, 5 x Denhardt‘s
Solution (Sigma), 25 mg tRNA (Yeast tRNA, Roche), fertige Losung 1:1
verdiinnen mit 100 % deionisiertem Formamid (Roth)

10 x Hybridisierungspuffer: 100 mM Tris/HC, pH 7,5; 10 mM EDTA, 10 x Denhardt’s Solution, 50 mg

(HB) tRNA, 10 mg poly-A-RNA (Sigma)

Hybridisierungspuffer: 50 % deionisiertes Formamid, 10 % Dextransulfat, 10 % 10 x HB, 333 mM
NaCl, 100 mM DTT

P1Dig: 100 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5

P3Dig 100 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl, x 6H,0, pH 9,5

P4Dig: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

MBM: 1 % Blocking Reagent (Roche), 0,5 % BSA (Fraction V) in P1Dig

Entwicklungslosung: 35 ul NBT (100 mg/ml Stammlésung, Roche), 35 pl BCIP (50 mg/ml

Stammldsung, Roche), 10 pl Levamisole (250 pg/pl, Sigma) auf 10 ml P3Dig

Zu Beginn erfolgte eine Fixierung der Gefrierschnitte fiir 30 min in 4 % (w/v) Paraformaldehyd.
Nach drei Waschschritten in 1 x PBS wurden die Schnitte fiir 5 min in 70 % (v/v) Ethanol und
dann zweimal mit DEPC-H,O gespiilt. Anschlieend wurden sie 5 min mit 0,1 M HCI behandelt,
dreimal mit 1 x PBS gewaschen sowie 20 min in 0,1 M Triethanolamin/0,25 %
Essigsdureanhydrid inkubiert. Im Anschluss an diese Behandlung folgten wieder drei
Waschschritte mit 1 x PBS sowie das Entwédssern der Schnitte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe. AnschlieBend wurden sie fiir die Préhybridisierung mit je 700 pl
Prihybridisierungspuffer iiberschichtet und 3 h bei 37 °C inkubiert. Es folgte anschliefend die
Hybridisierung der Schnitte iiber Nacht bei 55 °C mit 2,5 pl oder 5 ul cRNA-Sonde pro ml
Hybridisierungspuffer. Nach verschiedenen Waschschritten (2 x 30 min 0,2 x SSC bei 55°C, 3 x
90 min 0,1 x SSC/50 % Formamid bei 55 °C, 10 min 0,2 x SSC bei Raumtemperatur, 10 min
P1Dig bei Raumtemperatur) wurden die Schnitte am darauf folgenden Tag 30 min in MBM
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blockiert und anschlie8end tiber Nacht bei 4 °C mit einem 1:500 in MBM verdiinnten Anit-DIG-
Antikorper (Anti-DIG-AP Fab Fragment, Roche) inkubiert. Die Gewebeschnitte wurden
nochmals gewaschen (2 x 15 min P1Dig, 5 min P3Dig) und dann erfolgte die Entwicklung der
Schnitte mit den Substraten fiir die Alkalische Phosphatase. Die Entwicklung der Farbreaktion
erfolgte im Dunkeln, wurde aber zwischenzeitlich mit Hilfe eines Binokulars iiberpriift. Die
Reaktion wurde mit P4Dig gestoppt, die Schnitte 5 min in DEPC-H,0 gewaschen, anschlieBend

getrocknet und mit Flouromount (Serva) eingebettet.

2.2.14.4. Bestimmung der Neuronenzahl im AC

0,05 M Natriumazetatpuffer: 6,8 g Natriumazetat auf 1000 ml H,O
Kresylechtviolett: 0,5 g Kresylviolett (Merck) auf 100 ml 0,05 M Natriumazetatpuffer

Zum Abschitzen der Gesamtanzahl von Neuronen im AC in einem 20 pm dicken Schnitt wurden
Nissl-Féarbungen von Hirnschnitten angefertigt (2.2.14.1). Fiir die Analyse wurden Hirnschnitte
von 3 untrainierten Tieren herangezogen. Das Gewebe wurde 30 min in 4 % (W/v)
Paraformaldehyd fixiert. AnschlieBend erfolgte das Ansduern fiir 5 min in 0,05 M
Natriumazetatpuffer, pH 4,1, die Farbung mit 0,5 % Kresylechtviolett fiir 5 min und die
Differenzierung fiir 3 min ebenfalls in 0,05 M Natriumazetatpuffer, pH 4,1. Dann wurden die
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 % und 96 % (v/v) Ethanol, je 2 min)
entwiéssert und in Isopropanol/96 % (v/v) Ethanol (2 x 5 min) sowie Roticlear (3 x 5 min)

gewaschen. Das Eindeckeln der Objekte erfolgte mittels Merckoglas (MERCK).

2.2.14.5. Auswertung der ISH und die Bestimmung der Neuronenzahl

Die Schnitte wurden mit einem Axioskop (Zeiss) mit einer 10fachen Vergréferung iiber eine
3CCD-Kamera (HV-C20H, Hitachi) aufgenommen. Das Neurolucida-Programm (MicroBright
Field Inc.) wurde zur Quantifizierung der Zellen genutzt. Zur Definierung des AC wurde als
Orientierung die rostrale Spitze des Hippokampus genutzt (1 kHz Referenzlinie, siche Abb. 2.1)
und ein Areal umrahmt, welches von dort einen Abstand von je 2 mm in kaudaler sowie rostraler
Richtung hatte. Es wurden alle positiv gefdrbten Zellen sowohl des linken als auch des rechten
AC ausgezdhlt. Wenn Expressionsidnderungen im AC nachweisbar waren, wurde zusétzlich ein
0,5 mm breiter Teil des direkt benachbarten somatosensorischen Kortex ausgewertet. Dies sollte
als Hinweis dienen, ob detektierte Verdnderungen auf den AC beschrankt waren. Die statistische

Auswertung erfolgte mit dem StatView Programm.
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3. Ergebnisse

3.1. Einfluss von Proteinsyntheseinhibitoren auf das FM-Diskriminierungsverhalten

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde mittels verhaltenspharmakologischer Methoden die
Rolle zerebraler Proteinsynthese des Gerbils fiir das Erlernen der FM-Diskriminierungsreaktion
untersucht. Dazu wurden Gerbils an mehreren aufeinander folgenden Tagen in einer Shuttle-Box
trainiert. Zur Vermeidung elektrischer FuBreize hatten die Versuchstiere dabei zu lernen, auf das
Ertonen aufwirts und abwirts modulierter Tone mit Ausiibung bzw. Unterlassung von
Kompartimentwechseln zu reagieren. Als MaB fiir die Diskriminierungsleistung wurde der Wert
D, d. h., die Differenz aus der Anzahl der CR+ (Kompartimentwechsel nach bekréftigtem
Tonstimulus) und der Anzahl der CR- (Kompartimentwechsel nach unbekréftigtem Tonstimulus),
ermittelt. Zur Abschitzung des Aktivititsstatus der Tiere sowie der Sensitivitdt sensomotorischer
Systeme wurden weitere Verhaltensparameter, wie die Explorationsaktivitit (Startaktivitit, SA,
Anzahl der Seitenwechsel wihrend der Habituationszeit) und die Anzahl der Seitenwechsel
zwischen den Trainingslaufen (ITC, intertrial crossing) aufgezeichnet.

Die Applikation der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pharmaka erfolgte stets in die drei
Hauptfelder AI, AAF und DP/VP des AC. Da hierfiir operative Eingriffe und der Einsatz von
Narkotika erforderlich waren, wird in einem ersten Kapitel der Einfluss dieser fiir die
intrakortikale Applikation notwendigen Manipulationen auf das Diskriminierungsverhalten der
Versuchstiere dargestellt. Frithere Studien an Mongolischen Gerbils haben gezeigt, dass sowohl
eine bilaterale als auch eine unilateral-rechtsseitige mechanische Lédsion des AC die
FM-Diskriminierungsreaktion beeintridchtigten. Unilateral-linksseitige Lédsionen waren dagegen
diesbeziiglich ohne Wirkung (Wetzel et al., 1998a; Ohl et al., 1999). Die Mdoglichkeit, sich fiir
weitere Untersuchungen der fiir FM-Diskriminierungslernen erforderlichen Mechanismen auf
eine Hemisphére beschranken zu konnen, wiirde gegeniiber bilateralen Untersuchungen die
Belastung der Versuchstiere und den experimentellen Aufwand insgesamt deutlich senken.
Gleichzeitig wiirde sich die Mdoglichkeit erdffnen, die kontralaterale Hemisphére als Referenz fiir
pharmakologische und biochemisch-molekularbiologische Untersuchungen zu nutzen. Daher
wurde zundchst die Wirkung von unilateral-rechtsseitig verabreichtem ANI auf das Erlernen der
Diskriminierungsreaktion untersucht.

In den sich anschlieBenden Abschnitten wird die Wirkung von bilateral in den AC verabreichten
Proteinsyntheseinhibitoren auf die in nachfolgenden Trainingssitzungen zu beobachtende

Diskriminierungsleistung beschrieben. Die so ermittelten Werte wurden mit den Verhaltensdaten
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von Kontrolltieren, denen lediglich die als Vehikel dienende Losung intrakortikal appliziert
worden war, verglichen.

Zur Suppression der zerebralen Proteinsynthese kamen drei verschiedene Pharmaka zum Einsatz,
die an unterschiedliche Schritte der Translation angreifen: Wéhrend ANI und EME die
Elongation der Translation eukaryotischer mRNAs unterdriicken, interferiert RAPA vornehmlich
mit der Initiation der Translation bestimmter Subgruppen zelluldrer mRNAs. Die verwendeten
Dosierungen wurden von Literaturdaten abgeleitet, die einerseits belegen, dass sowohl ANI als
auch EME in der Lage sind, die Proteinsynthese in verschiedenen Spezies und Hirnstrukturen zu
unterdriicken (siche Einleitung), und andererseits darauf hinweisen, dass 80 %
Proteinsynthesehemmung ein kritischer Wert fiir die Stérung von Mechanismen der
Gedéchtnisbildung zu sein scheinen (Flood et al., 1973; Flood et al., 1975; Davis und Squire,
1984). Die hochste Dosierung von ANI (113 mM) basiert auf Untersuchungen am Rattenhirn, die
zeigen, dass die topische Injektion von 100 pug ANI pro Hemisphiare sowohl zu >80 %
Proteinsynthesehemmung in kortikalen und hippokampalen Strukturen als auch zu amnestischen
Effekten fiihrt (Grecksch und Matthies, 1980; Rosenblum et al., 1993; Meiri und Rosenblum,
1998). Wiéhrend des Verlaufs der Studien wurden jedoch Daten publiziert, denen zufolge
wesentlich niedrigere Dosen von ANI fiir eine 80 %ige Hemmung der Proteinsynthese in
Nagerhirn hinreichend sind (Barea-Rodriguez et al., 2000). In einigen Experimenten wurde
deshalb, wie angegeben, die Dosierung von ANI auf 66 mM gesenkt. Die Dosierung von EME
geht auf Studien am Kiikenhirn zuriick, in denen eine lokal begrenzte Hemmung der
Proteinsynthese nach topischer Injektion dieses Inhibitors nachgewiesen wurde (Patterson et al.,
1986). Zur Wirkung intrazerebral verabreichten RAPAs konnte zu Beginn der Untersuchungen
nicht auf publizierte Daten anderer Labore zuriickgegriffen werden. Die eingesetzte Dosierung
orientierte sich daher an Konzentrationen, die in in vitro-Kultursystemen Verwendung fanden
(Jefferies et al., 1994; Casadio et al., 1999).

Mit den Proteinsyntheseinhibitoren ANI und EME wurden drei Serien von Experimenten
durchgefiihrt. In einer ersten Serie wurde ANI nach Beendigung der initialen Trainingssitzung
verabreicht. In einer zweiten Serie wurden die Gerbils wiederholt trainiert, sodass die FM-
Diskriminierungsreaktion entweder teilweise oder vollstindig etabliert war, bevor die Injektionen
von ANI oder EME erfolgten. In einer letzten Serie wurden die Hemmstoffe mehrere Tage vor
Beginn der ersten Trainingssitzung appliziert. Die Immunsupressiva RAPA und FK506 wurden
lediglich nach der initialen Trainingssitzung verabreicht. In Tab. 3.1 sind alle durchgefiihrten

Trainingsexperimente aufgelistet. Fiir jedes Experiment wurde eine eigene Kontrollgruppe
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mitgefiihrt. In den folgenden Ausfiihrungen zu den einzelnen Experimenten sind die Mittelwerte
der Diskriminierungsleistung (D) mit den dazugehdrenden Standardfehlern des Mittelwertes
graphisch dargestellt. Die jeweiligen GruppengréfSen sind aus der Legende zu den Grafiken
ersichtlich. Ergebnisse der ANOVA, Unterschiede zwischen den Substanzgruppen an einzelnen
Tagen (t-Test fiir unabhdngige Stichproben) sowie der Vergleich verschiedener Trainingstage
innerhalb einer Gruppe (t-Test fiir abhdngige Stichproben) werden, soweit notwendig, im Text
erwahnt. Fiir alle weiteren erfassten Verhaltensparameter (CR+, CR-, ITC, SA) wurde eine
tabellarische Darstellung der Mittelwerte mit Standardfehler sowie den dazugehdrenden
Resultaten der ANOVA gewihlt. Der Ubersichtlichkeit wegen wurden fiir jede Substanz alle
Verhaltensparameter nur einmal tabellarisch dargestellt. Weitere Ergebnisse flir diese Parameter,
welche mittels t-Test (flir unabhéngige oder abhédngige Stichproben) ermittelt wurden, sind

ebenfalls im Text beschrieben.

Tab. 3.1 Intrakortikale Substanzapplikationen und ihre zeitliche Relation zum Lernexperiment

Substanz Konzentration Zeitpunkt des Beginns der Injektion

1) 5 min und 2 h nach 1.Training

ANI 113 mM (30 “g/ul) 2) 4 hund 6 h nach l.Training
3) 5 minund 2 h nach dem 10. Training
4) 48 hund 46 h vor 1.Training

ANI 66 mM (17,5 ng) | 1) 5 min und 2 nach dem 6. Training

EME 15 mM (8,3 pg/ul) 1) 5 min und 2 h nach dem 3. Training
2) 72 hund 70 h vor 1. Training

FK 506 +

RAPA 7 uM + 66 nM 1) 5 min (FK 506) + 30 min und 2 h (RAPA) nach dem

1.Training
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3.1.1. Methodische Vorarbeiten fiir die pharmakologischen Studien
3.1.1.1. FM-Diskriminierungslernen bei unbehandelten Gerbils

Unbehandelte Gerbils wurden an aufeinander folgenden Tagen trainiert und die
Diskriminierungsleistung sowie alle weiteren Verhaltensparameter ausgewertet. Die Ergebnisse
sind in Abb. 3.1 und Tab. 3.2 dargestellt. Uber mehrere Tage war eine signifikante Steigerung
der Diskriminierungsleistung der Gerbils mittels ANOVA nachweisbar (Fi311y = 21,79; p <
0,001). Die Anzahl der CR+ nimmt signifikant zu, aber nicht die der CR-. Im Vergleich zum
initialen Training kann eine Abnahme der SA sowie der ITC wihrend der folgenden
Trainingssitzungen beobachten werden. Der Anstieg der CR+ und die Abnahme der SA deuten
auf eine GewoOhnung der Tiere an die Shuttle-Box und an die allgemeine Prozedur hin. Die

Gerbils sind also in der Lage, sich an die experimentelle Situation zu erinnern.

—@— NaCl (n=10)
—{ 1 unbehandelt (n=12)

13 1

11 7

12 3 4
Trainingstage

Abb. 3.1 Diskriminierungsleistung (D) von unbehandelten Gerbils und von Gerbils, die einer Operation unterzogen
worden waren und denen sterile Kochsalzlosung (NaCl) bilateral 5 min und 2 h nach dem initialen Training
appliziert wurde.
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Tab. 3.2 Uber 4 Trainingstage erfasste Verhaltensparameter von unbehandelten Gerbils

Sitzung Substanz CR+ CR- ITC SA
1.Tag unbehandelt 3,83 £0,85 3,42+0,76 4,00 +£ 0,48 9,83 £1,16
2.Tag unbehandelt 6,00+ 1,16 4,33+ 0,88 2,80+ 0,68 3,92+0,74
3.Tag unbehandelt 10,33+ 1,94 4,67 + 0,85 1,40 £ 0,43 2,67+0,61
4.Tag unbehandelt 14,08 + 1,99 4,67+ 0,82 2,00+ 0,84 2,00 +£ 0,58

ANOVA Effekt des F(3,33)=12,72 F<1 F(3,33)=11,81 F(3,33)=19,03
Tagl1-4 Trainings p <0,001 p< 0,001 p <0,001

3.1.1.2. Einfluss von Operation und Narkose auf die Diskriminierungsleistung

Mit diesem Versuch wurde untersucht, ob Operation, Narkose und Injektionsprozedur nach dem
initialen Training die Diskriminierungsleistung beeintrdchtigen. Dazu erfolgte der Vergleich von
Gerbils, welchen bilateral 5 min und 2 h nach dem initialen Training NaCl in den AC injiziert
wurde mit den Tieren aus dem vorhergehenden Abschnitt (3.1.1.1), an denen weder operative
Eingriffe noch Injektionen vorgenommen worden waren. Die Operation erfolgte 24 h vor der
Injektion.

Es konnte im Anschluss an zweifache Injektionen von Kochsalz nach dem Training kein Effekt
auf die Diskriminierungsleistung (F < 1) und ebenfalls keine Interaktion zwischen Behandlung
und Training festgestellt werden (Fze0) = 1,13). Wie in Abb. 3.1 dargestellt, zeigten beide
Gruppen eine signifikante Verbesserung ihrer Diskriminierungsleistung iiber alle 4 Trainingstage
(Fi60) = 26,17; p < 0,001). Fiir die Anzahl der CR+ wie auch die der CR- war ebenfalls kein
Einfluss der Behandlung nachweisbar (Tab. 3.3).

Fiir die ITC wurde eine signifikante Interaktion zwischen Behandlung und Training ermittelt. Die
nachfolgende Anwendung des t-Tests fiir die einzelnen Trainingstage erbrachte eine signifikant
niedrigere Anzahl der ITCs der behandelten Tiere im Vergleich zu unbehandelten Gerbils im
initialen Training (tq0) = 2,5; p < 0,025). Die SA 4nderte sich nicht.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Operation zu einer in der Tendenz niedrigeren Gesamtaktivitit
der im Vergleich zu den unbehandelten Tieren am 1. Trainingstag fiihrte, was aber nicht mit der
Diskriminierungsleistung korrelierte. Die Verhaltensparameter der NaCl-behandelten Tiere
unterschieden sich an den Tagen nach der Injektion nicht von denen unbehandelter Gerbils. Die
Operation 24 h vor dem Training sowie die Narkose und die Injektion der Substanz unmittelbar

nach dem initialen Training fiihrten also nicht zu einer Beeintrachtigung der
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Diskriminierungsleistung der Tiere im Vergleich zu unbehandelten Gerbils in den nachfolgenden

Trainingssitzungen.

Tab. 3.3 Uber 4 Trainingstage erfasste Verhaltensparameter von unbehandelten Gerbils und von Gerbils, die einer
Operation unterzogen worden waren und denen 5 min und 2 h nach dem initialen Training Kochsalzlosung (NaCl)

bilateral in den AC injiziert wurde.

Sitzung
1.Tag

2.Tag

3.Tag

4.Tag

ANOVA
Tag1-4

Substanz
NacCl
unbehandelt
NacCl
unbehandelt
NacCl
unbehandelt

NacCl
unbehandelt

Behandlungseftekt

Effekt des
Trainings

Training X
Behandlung

CR+
1,50 0,52
3,83+ 0,85
7,10 + 1,63
6,00 £ 1,16
8,30 + 1,32
10,33 + 1,94
11,80 + 1,28
14,08 + 1,99

F(1,20) = 1,07
F(3,60) = 22,95

p <0,001

F<1

CR-

1,70 + 0,47
3,42 £ 0,76

4,30+ 0,79
4,33+ 0,88

3,70 £ 0,79
4,67 + 0,85

4,80+ 0,70
4,67 £ 0,82

F<l1

F(3,60) = 3,77

p< 0,025

F<1

ITC

2,10 £ 0,60
4,00 + 0,48

1,95 + 0,40
2,80 £ 0,68

1,25+ 0,39
1,40 + 0,43

1,33+ 0,41
2,00 + 0,84

F<l1

F(3,60) = 3,69

p< 0,025

F(3,60) = 3,74

p< 0,025

SA

8,30+ 1,54
9,83+1,16

433+ 1,12
3,92+ 0,74

3,00+ 0,75
2,67+0,61

1,70 £ 0,37
2,00+ 0,58

F<1

F(3,57) = 28,46

p <0,001
F<l
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3.1.1.3. Sensitivitit der Diskriminierungsreaktion gegeniiber unilateral rechts

verabreichtem ANI

Das im folgenden aufgefiihrte Experiment sollte Aufschluss dariiber geben, ob unilaterale
Injektionen von ANI in den rechten AC nach dem initialen Training, die Konsolidierung der
Diskriminierungsreaktion, gemessen an der Diskriminierungsleistung 24, 48 und 72 h spiter,
beeintrachtigen.

113 mM ANI oder NaCl wurden unilateral 5 min und 2 h nach dem initialen Training in den
rechten AC injiziert. Die Diskriminierungsleistung beider Gruppen ist in Abb. 3.2 dargestellt.
Mittels ANOVA war kein signifikanter Einfluss der Behandlung (F < 1), ein signifikanter Effekt
des Trainingstages (F,66) = 23,33; p < 0,001) und keine Interaktion zwischen beiden (F,66) =
1,75) nachweisbar. Beide Gruppen verbesserten signifikant ihre Diskriminierungsleistung.
Verglichen mit Kontrollinjektionen haben unilaterale Injektionen von 113 mM ANI in den
rechten AC unmittelbar und 2 h nach dem initialen Training also keinen Einfluss auf die
Diskriminierungsleistung an den nachfolgenden Trainingstagen. Aufgrund dieses Resultats

erfolgten die Injektionen in allen nachfolgenden Experimenten bilateral nach dem Training.

—@— ANI(n=12)

15 7
i —{ 1 NaCl (n=12)

125 1

10

1 2 3 4
Trainingstage

Abb. 3.2 Diskriminierungsleistung (D) von Gerbils, denen 5 min und 2 h nach dem initialen Training 113 mM ANI
oder Kochsalzlosung (NaCl) unilateral in den rechten AC injiziert wurde.
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3.1.2. Injektion von ANI oder EME in den AC des Gerbils
3.1.2.1. Injektion von ANI 5 min und 2 h nach dem initialen Training

ANI oder NaCl wurden bilateral 5 min und 2 h nach dem initialen Training in den AC injiziert.
Die Tiere wurden an weiteren 3 Tagen trainiert.

Die Diskriminierungsleistung ANI-behandelter Gerbils im Vergleich zu Kontrolltieren ist in Abb.
3.3a dargestellt. Die ANOVA fiir die Diskriminierungsleistung iiber alle Trainingstage erbrachte
einen signifikanten Effekt der Behandlung (F(i19) = 5,81; p < 0,05) und einen signifikanten
Einfluss des Trainingstages (F357) = 8,51; p <0,001) aber keine Interaktion der beiden Parameter
(Fas57 = 1,49). Beide Gruppen verbesserten also ihre Diskriminierungsleistung, aber die ANI-

behandelten Gerbils zeigten, verglichen mit den Kontrolltieren, iiber alle Tage eine verminderte

Trainingsleistung.
a) b —@— ANI(n=11)
10 ) 35 ?
—{ 1 NaCl (nh=10)
c)
20 9 *
52 ] *
r 1
o c )
. 159 T
S [
£10 - B AN
a - ] Nacl
5 —
2l A0 o:
1 2 3 4 A1B AZB A3B A4B A B A B
Trainingstage Block

Abb. 3.3 Diskriminierungsleistung (D) von Tieren, denen 5 min und 2 h nach dem initialen Training 113 mM ANI
oder Kochsalzlosung (NaCl) bilateral in den AC appliziert wurde. a) Diskriminierungsleistung iiber alle 4
Trainingssitzungen; b) die vier Trainingstage in Block A und B unterteilt; ¢) iiber Block A und B Mittelwerte der
Trainingsldufe der Tage 2 bis 4.

*- signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (t-Test; p < 0,05)

°- signifikanter Unterschied zwischen den Blocken (t-Test; p < 0,05)

Um dieses Ergebnis weiter zu analysieren, wurde jede Trainingssitzung in zwei Blocke unterteilt.
Block A beinhaltet die Werte der ersten 24 Trainingsldufe und Block B die der letzten 36 (Abb.
3.3b). ANOVA iiber die Trainingstage nach der Injektion wies einen signifikanten Effekt der

Behandlung (F,19) = 11,36; p < 0,005) aber keinen der Blocke (F(i19) = 2,64) nach. Die
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Interaktion zwischen beiden erreichte anndhernd die Signifikanzschwelle (F(j 19y = 4,00; p =
0,06). Das konnte darauf hinweisen, dass sich die pharmakologische Behandlung ungleichméaBig
auf die in Block A und Block B der nachfolgenden Trainingssitzungen gemessene
Diskriminierungsleistung auswirkte. Diese unterschiedliche Diskriminierungsleistung ist in Abb.
3.3b dargestellt. Die ANI-behandelten Gerbils steigerten ihre Diskriminierungsleistung innerhalb
eines Trainings, zeigten aber eine sehr geringe Diskriminierungsleistung zu Beginn einer jeden
Trainingssitzung. Fiir die Kontrolltiere konnte dieses Muster nicht festgestellt werden. Am 3. und
4. Trainingstag unterschieden sich die beiden Behandlungsgruppen signifikant in Block A nicht
jedoch in Block B. Ein dhnliches Resultat wurde erhalten, wenn die Mittelwerte der Blocke tliber
die Trainingstage nach der Injektion gebildet wurden, wie in Abb. 3.3c dargestellt.

Fiir die ANI-behandelten Tiere war eine signifikant schlechtere Diskriminierungsleistung in
Block A im Vergleich zu Block B und eine signifikant schlechtere Diskriminierungsleistung im
Vergleich zu den Kontrolltieren in Block A und B nachweisbar. Im Gegensatz dazu konnten
keine Unterschiede von Block B der ANI-behandelten Gerbils zu Block A und B der NaCl-
behandelten Gerbils ermittelt werden. Bei den NaCl-behandelten Tieren war kein Unterschied
zwischen Block A und B festzustellen. Im Gegensatz zu den ANI-behandelten Gerbils
verbesserten die Kontrolltiere ihre Leistung zwischen den einzelnen Trainingstagen.

Um Nebenwirkungen von bilateral appliziertem ANI auf sensorische und motorische Systeme zu
untersuchen, die mit der Diskriminierungsleistung interferieren konnten, wurden weitere

Verhaltensparameter fiir die beiden Behandlungsgruppen iiberpriift (Tab. 3.4).

Tab. 3.4 Uber 4 Trainingstage erfasste Verhaltensparameter von Gerbils, denen 5 min und 2 h nach dem initialen
Training 113 mM ANI oder Kochsalzlosung (NaCl) bilateral in den AC injiziert wurde.

Sitzung Substanz CR+ CR- ITC SA
1.Tag ANI 2,18 +£ 0,48 2,00 + 0,69 2,45+0,74 9,30 + 0,97
NaCl 1,50 + 0,52 1,70 + 0,47 2,10 + 0,60 8,30 + 1,54
2.Tag ANI 4,09+ 1,11 3,55+ 1,00 2,55+ 0,67 4,36 + 0,69
NaCl 7,10 + 1,63 430 £0,79 2,80 + 0,68 433+ 1,12
3.Tag ANI 7,09 + 1,30 4,27+ 0,83 1,36 + 0,47 2,00 + 0,45
NaCl 8,30+ 1,32 3,70 + 0,79 1,40 + 0,43 3,00 + 0,75
4.Tag ANI 8,09+2,11 5,18+ 0,95 2,45 + 0,68 2,27+ 0,45
NaCl 11,80 + 1,28 4,80 £ 0,70 2,00 + 0,84 1,70 + 0,37
Behandlungseffekt =~ F(1,19) =2,92 F<1 F<1 F<1
ANOVA Effekt des F(3,57)=14,79 F(3,57)=6,39 F(3,57)=1,32 F(3,51)=32,43
Tag1- 4 Trainings p <0,001 p <0,001 p <0,001
Training X F(3,57)=1,21 F<1 F<1 F<1
Behandlung
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Fiir keinen der Parameter war ein signifikanter Einfluss der Behandlung sowie eine Interaktion
zwischen Behandlung und Training {iber alle 4 Trainingstage nachweisbar. Sowohl fiir die ANI-
als auch die NaCl-behandelten Tiere konnte eine signifikante Steigerung der CR+ und CR- {iber
alle Trainingssitzungen ermittelt werden. Die ITC und die SA verdnderten sich nicht
behandlungsbedingt. Da ein Einfluss von ANI auf die Diskriminierungsleistung vornehmlich in
der ersten Halfte der Trainingssitzungen festzustellen war, hat der Befund, dass fiir die SA kein
Behandlungseffekt nachweisbar war, einen besonderen Stellenwert. Er zeigt, dass sich die
Aktivitdt der ANI-behandelten Gerbils unmittelbar vor Beginn einer Trainingssitzung nicht von
der von Kontrolltieren unterscheidet. Ferner war im Vergleich zum initialen Training sowohl bei
ANI-behandelten Gerbils als auch bei Kontrolltieren eine {iber die Trainingstage sinkende SA
festzustellen. Zusammen mit der steigenden Anzahl der bedingten Reaktionen, konnte dies auf
eine Gewohnung der Tiere an die Trainingskammer und an die experimentelle Prozedur
hinweisen. Die Gerbils scheinen also unabhéngig von der Behandlung in der Lage zu sein, sich
an die experimentelle Situation und die Trainingsprozedur zu erinnern.

Die hier gezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die bilaterale Injektion von 113 mM ANI
5 min und 2 h nach dem initialen Training im Vergleich zu Kontrolltieren zu einer geringeren
Zunahme der Diskriminierungsleistung in den darauf folgenden Trainingssitzungen filihrte. Die
Inhibierung der Proteinsynthese nach dem initialen FM-Diskriminierungstraining hatte dabei
einen unerwartet lang anhaltenden Effekt auf die Diskriminierungsleistung. Die ANI-behandelten
Tiere steigerten zwar ihre Diskriminierungsrate innerhalb einer Trainingssitzung, fingen aber
jeden Tag wieder auf einem niedrigen Niveau an. Im Gegensatz dazu verbesserten die
Kontrolltiere ihre Diskriminierungsrate zwischen den einzelnen Trainingssitzungen. Die weiteren
Parameter sprechen dafiir, dass ANI die sensorischen und motorischen Systeme sowie den

Aktivititsstatus der Tiere nicht beeintrichtigte.
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3.1.2.2. Injektion von ANI 4 h und 6 h nach dem initialen Training

In verschiedenen Spezies und Lernparadigmen konnte gezeigt werden, dass zur Konsolidierung
eines Langzeitgedédchtnisses eine zweite Phase intakter Proteinsynthese erforderlich sein kann,
die mehrere Stunden nach dem Training beginnt (Ubersicht sieche Stork und Welzl, 1999). In
Anlehnung an Versuche von Grecksch und Matthies (1980) wurde im nachfolgenden Experiment
4 und 6 h nach Beendigung des initialen Trainings 113 mM ANI oder NaCl bilateral in den AC
appliziert. Die Gerbils wurden 3 weitere Tage trainiert. Fiir die Diskriminierungsleistung
(Abb. 3.4) war ein signifikanter Einfluss der Behandlung (Fi 15y = 25,28; p < 0,001), des
Trainingstages (Fi354) = 16,51; p < 0,001) und eine Interaktion zwischen beiden (F 54y = 3,78;
p < 0,025) nachweisbar. Beide Gruppen zeigten also eine Verbesserung der
Diskriminierungsleistung iiber alle Tage, die jedoch in der ANI-behandelten Gruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe verzdgert war.

—@— ANI(n=10)
—+ NaCl (n=10)

10 1

1 2 3 4
Trainingstage

Abb. 3.4 Diskriminierungsleistung (D) von Tieren, denen 4 h und 6 h nach dem initialen Training 113 mM ANI oder
Kochsalzldsung (NaCl) bilateral in den AC appliziert wurde.
*- signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (t-Test; p < 0,05)
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3.1.2.3. Einfluss von ANI auf eine vollstindig etablierte FM-Diskriminierungsreaktion

Um mogliche Effekte von ANI auf Prozesse, die in Retention, Abrufung und Rekonsolidierung
einer bereits vor der Injektion etablierten FM-Diskriminierungsreaktion involviert sind, zu
untersuchen, wurden Gerbils tdglich trainiert, bis sie ein asymptotisches Niveau in ihrer
Diskriminierungsleistung erreicht hatten. Die Operation erfolgte nach dem 9. Training und NaCl
oder 113 mM ANI wurden 5 min und 2 h nach der 10. Trainingssitzung injiziert. In Abb. 3.5 ist
die Diskriminierungsleistung beider Behandlungsgruppen vom 8. bis zum 13. Training
dargestellt. Die ANOVA der Diskriminierungsleistung erbrachte keinen signifikanten Einfluss
der Behandlung (F < 1), des Trainingstages (Fs0) = 1,14) und keine signifikante Interaktion (F <
1) zwischen beiden Parametern. Die hoheren Schwankungen der Diskriminierungsleistung beider
Gruppen in der 10. Trainingssitzung ist wahrscheinlich auf Einfliisse der Operation am Vortag
zuriickzufiihren.

Die Befunde sprechen dafiir, dass ANI per se sowie eine Hemmung der zerebralen
Proteinsynthese = weder Systeme beeintrichtigten, die fiir die Ausfilhrung der
Diskriminierungsreaktion notwendig sind, noch mit Mechanismen interferieren, die in die
Retention, Abrufung und Rekonsolidierung einer bereits vor der Injektion etablierten FM-

Diskriminierungsreaktion involviert sind.

—@— ANI(n=3)
—+ NaCl (n=3)

30

25 A

8 9 10 11 12 13
Trainingstage

Abb. 3.5 Diskriminierungsleistung (D) von Tieren, denen 5 min und 2 h nach dem 10. Training 113 mM ANI oder
Kochsalzlosung (NaCl) bilateral in den AC appliziert wurde.
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3.1.2.4. Einfluss von ANI auf eine partiell etablierte FM-Diskriminierungsreaktion

In dem im folgenden beschriebenen Versuch wurde der Einfluss von ANI auf Prozesse, die am
Hinzufligen neuer Information zu einer bereits teilweise etablierten Reaktion beteiligt sind,
untersucht. Dazu wurden Gerbils in téglichen Sitzungen trainiert, bis sie im Mittel ca. 30 % der
moglichen Diskriminierungsleistung erreicht hatten. Die Operation erfolgte nach der
6. Trainingssitzung. Am folgenden Tag, also 5 min und 2 h nach dem 7. Training, erfolgte die
Injektion von 66 mM ANI bzw. von NaCl.

Die Diskriminierungsleistung der ANI-behandelten Gerbils und der Kontrolltiere vom 6. bis zum
11. Trainingstag ist in Abb. 3.6 dargestellt. Mittels ANOVA iiber die 7. bis 11. Trainingssitzung
konnte ein signifikanter Einfluss der Behandlung (F(10 = 6,66; p < 0,05) sowie des
Trainingstages (Fa40) = 3,94; p < 0,01), aber keine signifikante Interaktion zwischen beiden

(Fa.40) = 1,24) festgestellt werden.

—@— ANI (n=6)
—+ NaCl (n=86)

30 7

25

6 7 8 91011
Trainingstage

Abb. 3.6 Einfluss von ANI auf eine partiell etablierte FM-Diskriminierungsreaktion. Den Tieren wurde 5 min und 2
h nach dem 7. Training 66 mM ANI oder Kochsalzlosung (NaCl) bilateral in den AC appliziert.
*- signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (t-Test; p < 0,05)

Gemessen tiiber mehrere Trainingstage waren die ANI-behandelten Gerbils wie auch die
Kontrollen also in der Lage, ihre Diskriminierungsleistung zu verbessern. Die Steigerung der
ANI-behandelten Tiere war jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe verzogert. Eine Analyse der

einzelnen  Trainingstage  mittels t-Test erbrachte eine  signifikant  schlechtere
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Diskriminierungsleistung der ANI-behandelten Gerbils im Vergleich zur Kontrollgruppe in der
8. und der 9. Trainingssitzung, aber nicht mehr am 10. Trainingstag. Am 11. Tag war die
Diskriminierungsleistung der ANI-behandelten Gerbils dhnlich dem Niveau der Kontrolltiere.

Es kann somit zusammenfassend gesagt werden, dass ANI die Ausiibung der etablierten Reaktion
nicht beeintrachtigte, wohl aber das Dazulernen, die weitere Verbesserung der

Diskriminierungsreaktion verzogerte.

3.1.2.5. Einfluss von EME auf eine partiell etablierte FM-Diskriminierungsreaktion

Um zu erhérten, dass der Einfluss von ANI auf die Diskriminierungsleistung auf eine Inhibition
der Proteinsynthese zuriickzufiihren ist, erfolgte die Applikation eines weiteren Inhibitors der
Translation, EME. Wie im vorhergehenden Versuch wurden die Gerbils solange trainiert, bis sie
im Mittel ca. 30 % der maximal erreichbaren Diskriminierungsrate zeigten. Die Operation
erfolgte nach der 3. Trainingssitzung. Am nichsten Tag wurden 15 mM EME oder NaCl 5 min
und 2 h nach dem Training bilateral in den AC appliziert.

Die Diskriminierungsleistung der beiden Behandlungsgruppen ist in Abb. 3.7 dargestellt. Die
ANOVA fiir die Diskriminierungsleistung tliber die Tage 4 bis 7 erbrachte keinen signifikanten
Einfluss der Behandlung (F < 1) aber einen signifikanten Effekt des Trainingstages (F3 42) = 2,96;

p <0,05) sowie eine signifikante Interaktion zwischen beiden (F342) = 3,04; p < 0,05).

30 - —@— EME (n=7)
—{+ NaCl (n=9)

25

20

Trainingstage

Abb. 3.7 Einfluss von EME auf eine partiell etablierte FM-Diskriminierungsreaktion. Den Tieren wurde 5 min und 2
h nach dem 4. Training 15 mM EME oder Kochsalzldsung (NaCl) bilateral in den AC appliziert.
*- signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (t-Test; p < 0,05)
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Die Interaktion konnte darauf hinweisen, dass sich die Behandlungen unterschiedlich auf die in
den nachfolgenden Trainingssitzungen gemessene Verbesserung der Diskriminierungsleistung
auswirkten. Tatsdchlich waren die Kontrolltiere (F;324) = 5,24; p < 0,01), nicht aber die EME-
behandelten Gerbils (F < 1), in der Lage, ihre Diskriminierungsleistung zu verbessern. Keine der
Gruppen wies jedoch im Vergleich zum vor der Behandlung gezeigten Diskriminierungsniveau
eine Verschlechterung auf.

Die iiber Trainingstage 4 — 7 erfassten Verhaltensparameter beider Gruppen sind in Tab. 3.5
dargestellt. Daraus wird deutlich, dass die unterschiedlichen Diskriminierungsleistungen der
Behandlungsgruppen im wesentlichen auf unterschiedliche CR’-Raten zuriickzufiihren sind. Die
Behandlung mit EME iibte auf keinen der weiteren gemessenen Verhaltensparameter einen
signifikanten Einfluss aus.

Zusammengenommen zeigen die Befunde, dass zwei unterschiedliche
Proteinsynthesechemmstoffe, ANI und EME, in gleichsinniger Weise die Verbesserung einer
partiell etablierten FM-Diskriminierungsreaktion beeintrachtigten. Die bereits vor der

Behandlung erreichte Diskriminierungsleistung blieb dabei erhalten.

Tab. 3.5 Uber 5 Trainingstage erfasste Verhaltensparameter von Gerbils, denen 5 min und 2 h nach dem 4. Training
15 mM EME oder Kochsalzlgsung bilateral in den AC injiziert wurde.

Sitzung Substanz CR+ CR- ITC SA
a1 EME 14,50 + 2,81 3,70 + 1,45 1,44+ 0,47 3,30 £ 0,79
-1ag NaCl 14,09 + 231 4,09+ 1,19 2,88+ 1,09 456+ 1,14
AT EME 13,70 + 1,99 2,00 0,65 0,80 + 0,33 0,70 = 0,26
-1ag NaCl 12,45 2,10 1,36 + 0,45 1,36 + 0,34 1,00 £ 0,38
sT EME 20,60 £ 2,10 5,00 + 0,63 4,30 + 1,45 3,30 0,62
-1ag NaCl 17,36 + 2,26 2.36 + 0,47 327 + 0,94 1,82 £ 0,50
o1 EME 18,40 + 1,48 4,50 + 0,85 4,80 + 2,66 4,70 + 1,54
-1ag NaCl 19,18 +2,12 2,18 £ 0,42 336+ 0,77 2,45+ 0,69
- EME 19,90 + 1,07 6,00 + 1,02 4,00 + 1,06 5,00 = 1,06
-1ag NaCl 2327+ 1,80 2,73 + 0,49 3,82 + 0,64 3,55 + 0,86
Behandlungseffekt F<l F(}; 1<4()) ;275’18 F<l F(1,1)= 1,65
?N‘Z"‘; Effekt des FG3,42)=575  F(342)=575  F(3,42)=251 F(3,42) =59
aga- Trainings p < 0,0025 p < 0,0025 p <0,0025
Training X _ _ _
Behandlung F(3,42)=228  F(G342)=2,11 F<l F(3,42)=1,54
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3.1.2.6. Injektion von ANI oder EME mehrere Tage vor dem initialen Training

In den vorhergehenden Experimenten konnte ein lang anhaltender Effekt der Inhibitoren der
Proteinsynthese ANI oder EME {iber mehrere Trainingstage beobachtet werden. Dies konnte auf
unspezifische oder toxische Nebenwirkungen der Substanzen hindeuten, die mit dem FM-
Diskriminierungslernen interferieren. Um dies auszuschlieBen, wurden die Inhibitoren 2 oder 3
Tage vor dem initialen Training bilateral in den AC der Gerbils appliziert.

Bilaterale Injektionen von 113 mM ANI oder NaCl erfolgten 48 h und 46 h vor dem initialen
Training. Es folgten 2 weitere Trainingssitzungen. Wie in Abb. 3.8a dargestellt, war die
Diskriminierungsleistung der ANI-behandelten Gerbils im Vergleich zu den Kontrolltieren nicht
beeintrachtigt. Die ANOVA fiir die Diskriminierungsleistung erbrachte keinen signifikanten
Einfluss der Behandlung (F < 1), einen signifikanten Effekt des Trainingstages (F(2,18) = 6,27;
p <0,01) und keine Interaktion zwischen beiden (F < I).

Ahnliche Ergebnisse waren zu verzeichnen, wenn 15 mM EME oder NaCl 72 h und 70 h vor dem
initialen Training appliziert wurden. Die Diskriminierungsleistung der Gerbils ist in Abb. 3.8b
dargestellt. Die ANOVA iiber beide Trainingssitzungen erbrachte keinen Einfluss der
Behandlung (F < 1), einen Effekt des Trainingstages (Fue6 = 6,92; p < 0,025) und keine

Interaktion beider Parameter (F < 1).

a) 20 - —@— ANl (n=6) b) 20 - —@— EME (n=5)
e —{+ NaCl (n=5) 18 - —{+ NaCl (n=3)
16 16
14 - 14 7
o 12 4

0O 10 0O 12
87 6
67 4
4 2
2 7 0
0 ———— 2

1 2 3 1 2
Trainingstage Trainingstage

Abb. 3.8 Diskriminierungsleistung (D) von Tieren denen a) 48 und 46 h vor dem ersten Training 113 mM ANI oder
Kochsalzlosung (NaCl) oder b) 72 und 70 h vor dem initialen Training 15 mM EME oder Kochsalzlgsung (NaCl)
bilateral in den AC appliziert wurde.
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Weder die Hemmstoffe selbst noch die Inhibierung der zerebralen Proteinsynthese verursachen
also einen lang anhaltenden toxischen Effekt, der als Ursache fiir die schlechtere
Diskriminierungsleistung der Tiere in Betracht zu ziehen wére, die bei der Applikation der

Hemmstoffe nach einem Akquisitionstraining zu beobachten war.

3.1.2.7. Zusammenfassung der Wirkung von bilateral in den AC applizierten

Proteinsyntheseinhibitoren

Mittels verhaltenspharmakologischer Methoden wurde die funktionelle Bedeutung zerebraler
Proteinsynthese flir das Erlernen einer FM-Diskriminierungsreaktion an Mongolischen Gerbils
untersucht. Im Vergleich zu Kochsalz-behandelten Kontrolltieren konnte gezeigt werden, dass
Gerbils, denen der Proteinsyntheseinhibitor ANI zu verschiedenen Zeitpunkten nach einem
Training zum Erwerb der Diskriminierungsreaktion bilateral in den AC verabreicht worden war,
an nachfolgenden Trainingstagen Defizite in der Diskriminierungsleistung aufwiesen. Diese
Gerbils waren in der Lage, ihre Diskriminierungsleistung innerhalb einer Trainingssitzung
deutlich zu verbessern. Im Gegensatz zu Kontrolltieren begannen sie jedoch jede neue
Trainingssitzung wieder auf niedrigem Niveau. Wurde ANI an bereits mehrfach trainierte Gerbils
verabreicht, so blieb die vor der Injektion erreichte Diskriminierungsleistung erhalten, wihrend
eine Verbesserung der Reaktion, wie sie in Kontrolltieren nachgewiesen werden konnte, iiber
mehrere Trainingstage hinweg gestort war.

Die Applikation eines zweiten Proteinsyntheseinhibitors, EME, zeigte eine dhnliche Wirkung.
Keiner der Hemmstoffe beeintrachtigte das FM-Diskriminierungslernen, wenn er einige Tage vor
dem initialen Training appliziert wurde.

Die Befunde sprechen dafiir, dass Proteinsyntheseinhibitoren, die in zeitlicher Néhe zum
Lernexperiment in den Horkortex des Gerbils verabreicht werden, mit Aspekten der FM-
Verarbeitung interferieren, die in die Ausbildung eines Langzeitgedichtnisses flir die
Diskriminierungsreaktion  involviert sind. Daraus resultierende Defizite in der
Diskriminierungsleistung sind iiber einen Zeitraum von mehreren Trainingstagen nachweisbar.
Prozesse der Kurzzeitgeddchtnisbildung scheinen dagegen von dieser Behandlung nicht

beeintrachtigt zu werden.

53



Ergebnisse

3.1.3. Injektion von RAPA und FK506 in den AC des Gerbils

Die gezeigte Abhédngigkeit der Ausbildung eines Langzeitgeddchtnisses fiir die FM-
Diskriminierungsreaktion von intakter zerebraler Proteinsynthese berechtigte einerseits zu
weiterfilhrenden Untersuchungen der Genexpression auf Ebene der Transkription im AC, wie sie
im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit beschrieben werden. Andererseits fithrte die unerwartet
lange iiber mehrere Tage nachweisbare Beeintrichtigung des Langzeitgeddchtnisses nach
einmaliger Hemmung der kortikalen Proteinsynthese zu der Vermutung, dass der
Langzeitgeddchtnisbildung im verwendeten Paradigma verschiedene Proteinsynthese-abhéngige
Prozesse zugrunde liegen konnten.

In vitro-Studien an Neuronen von Aplysia lielen eine funktionelle Bedeutung RAPA-sensitiver,
lokaler Proteinsynthese fiir eine den Zeitraum von 2 Tagen {iberschreitende Aufrechterhaltung
plastischer Verdnderungen von Synapsen vermuten (Casadio ef al., 1999). Es stellte sich daher
die Frage, ob fiir eine lang anhaltende Stabilisierung der FM-Diskriminierungsreaktion dhnliche,
RAPA-sensitive Mechanismen im AC des Gerbils erforderlich sind, wie sie fiir Aplysia
beschrieben wurden.

Zur Untersuchung dieser Frage wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Horst Schicknick eine weitere
verhaltenspharmakologische Studie unter Verwendung des bakteriellen Makrolids RAPA
durchgefiihrt. Um zu priifen, ob etwaige amnestische Wirkungen des RAPA {iiber den vermuteten
Signalweg unter Beteiligung von FKBP12 und mTOR vermittelt werden, kam ein zweites
bakterielles Makrolid, FK506, zum Einsatz. FK506 konkurriert mit RAPA um die Bindung an
FKBP12. Wird es im Uberschuss noch vor der Applikation von RAPA verabreicht, so sollte also
FK506 solche Wirkungen von RAPA, die auf einer Beeintrdchtigung der Proteinsynthese
beruhen, unterdriicken kénnen.

In dem nachfolgend beschriebenen Experiment wurden die Pharmaka nach der initialen
Trainingssitzung zum Erwerb einer FM-Diskriminierungsreaktion bilateral in den AC
verabreicht.

Gerbils (n = 7), die wihrend dieser ersten Sitzung mehr CR- als CR+ absolvierten, wurden als
Nichtlerner klassifiziert und nicht weiter verwendet. Die verbleibenden Versuchstiere erhielten je
3 Injektionen in unterschiedlicher zeitlicher Relation zum Training (Tab. 3.6). Unmittelbar nach
Beendigung des Trainings wurden entweder Vehikel (NaCl + 0,03 %o Ethanol) oder FK506
verabreicht; 30 min und 2 h spéter erhielten dieselben Versuchstiere entweder Vehikel oder
RAPA. Das Experiment setzte sich also aus 4 Versuchsgruppen zusammen, die entweder nur

Kontrollinjektionen erhielten oder die Wirkstoffe FK506 und RAPA alleine oder in Kombination.
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Die FM-Diskriminierungsleistung der Versuchstiere wurde an drei aufeinander folgenden Tagen

nach der Injektion ermittelt.

Tab. 3.6 Darstellung der Behandlungsgruppen und der Zeitpunkte der Injektion der Substanzen in den AC der
Gerbils nach dem initialen Training; FK FK506; R RAPA; N NaCl

Bezeichnung der 1. Injektion 2. Injektion 3. Injektion
Behandlungsgruppen 5 min nach Training 30 min nach Training 120 min nach Training
FK-R-R (n=12) 6 uM FK 506 60 nM RAPA 60 nM RAPA
V-V-V(n=5) Vehikel Vehikel Vehikel
FK-V-V (n=4) 6 uM FK 506 Vehikel Vehikel
V-R-R (n=9) Vehikel 60 nM RAPA 60 nM RAPA

— A FK-RR (n=12) by 8 1
—{N-N-N(n = 5) 6 -
—>—FK-N-N (n = 4)
—B-N-RR(n=9) N,
(@)
kS
1 2 B
[ap]
m |
2 0
|_
a2
-4 -
-6
2 - 5min v FK ' FK
12 34 30 min v v R R
Trainingstage 120 min v v R R
n G @ 9 12

Abb. 3.9 In a) ist Diskriminierungsleistung (D) iiber 4 Trainingstage und in b) die Differenz zwischen der
Diskriminierungsleistung des 3. Training und 2. Training dargestellt. Den Tieren wurde unmittelbar, 30 min und 2 h
nach dem initialen Training 6 pM FK506, 60 nM RAPA oder Vehikel (NaCl + 0,03%o Ethanol) bilateral in den AC
appliziert, wie nochmals in der Legende in Abb. b) gezeigt. FK FK506; N NaCl; R RAPA

ANOVA der Diskriminierungsleistung der pharmakologisch unterschiedlich behandelten
Gruppen iiber alle Trainingstage liel keinen signifikanten Einfluss der Behandlung (F326) =
1,56), aber einen signifikanten Effekt des Trainingstages (F3 78y = 63,16; p < 0,001) und eine
signifikante Interaktion zwischen beiden (F75) = 3,01; p < 0,005) erkennen. Die signifikante
Interaktion zwischen Behandlung und Trainingstag ldsst Unterschiede in den Lernkurven der
einzelnen Behandlungsgruppen vermuten. Tatséchlich weist der in Abb. 3.9a dargestellte
Interaktionsplot solche Unterschiede auf. Am augenscheinlichsten ist die Diskrepanz zwischen
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der von Tag 2 nach Tag 3 abfallenden Diskriminierungsleistung der Gruppe, die nur RAPA
erhalten hat, und der im selben Zeitraum ansteigenden Diskriminierungsleistung der anderen
Behandlungsgruppen.

In Tab. 3.7 ist zu sehen, dass fiir die CR+ ebenfalls kein signifikanter Einfluss der Behandlung
aber ein signifikanter Effekt des Trainingstages und eine Interaktion zwischen beiden
nachweisbar war. Fiir alle weiteren Verhaltensparameter konnte kein signifikanter Effekt der
Behandlung oder eine Interaktion zwischen Training und Behandlung ermittelt werden.

Um das fiir die Diskriminierungsleistung beschriebene Phinomen nédher zu untersuchen, wurden
die Daten des 2. und 3. Trainingstags gesondert analysiert. Mittels ANOVA iiber diese Tage
konnten keine Effekte der Behandlung (F326) = 2,42) und des Trainingstages (F(126) = 2,66), aber
wiederum eine signifikante Interaktion zwischen beiden (F326) = 3,04; p < 0,05) nachgewiesen
werden. In Abb. 3.9b sind die zwischen Trainingstag 2 und 3 registrierten Verdnderungen der
Diskriminierungsleistung zusammengefasst. Es wird deutlich, dass die RAPA-behandelten Tiere
im Gegensatz zu allen anderen Behandlungsgruppen eine im Mittel negative Verdnderung
aufweisen. Ein post-hoc-Vergleich der Gruppen mittels Fisher's PLSD-Test zeigte, dass die
Gruppe, die nach dem initialen Training ausschlieBlich mit RAPA behandelt wurde, sich
signifikant (p < 0,05) von allen anderen Behandlungsgruppen unterschied.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass ausschlieBlich die Tiere, welche nur RAPA
erhalten hatten, eine Verschlechterung in ihrer Diskriminierungsleistung von 2. zum 3.
Trainingstag zeigten. Im Gegensatz zur Wirkung von ANI war eine amnestische Wirkung des
RAPA nicht bereits nach 24 h, sondern erst nach 48 h nachweisbar. Wenn FK506 vor der
Applikation von RAPA in den AC des Gerbils verabreicht wurde, konnte der Effekt des RAPA
auf die Diskriminierungsleistung 48 h nach der Injektion unterdriickt werden. Wenn FK506

alleine gegeben wurde, war kein Einfluss auf die Diskriminierungsleistung detektierbar.
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Tab. 3.7 Darstellung aller weiteren Parameter zum Kompetitionsversuch von FK506 und 60 mM Rapamycin. In der
Tabelle sind in die Werte sowie die ANOVA aller Behandlungsgruppen zusammengefasst. . FK FK506; N NaCl; R

RAPA

Sitzung

1.Tag

2.Tag

3.Tag

4.Tag

ANOVA
Tagl - 4

Substanz
FK-R-R
V-V-V
FK-V-V
V-R-R
FK-R-R
V-V-V
FK-V-V
V-R-R
FK-R-R
V-V-V
FK-V-V
V-R-R
FK-R-R
V-V-V
FK-V-V
V-R-R

Behandlungseffekt

Effekt des
Trainings

Training X
Behandlung

CR+
6,67 £ 1,43
6,00+ 1,14
2,00£0,71
5,89 + 1,34

17,08 £2.20
19,80 + 3,34
21,75+ 2,69
24,33 + 1,60

16,83 £2,22
20,40 + 1,96
24,50 + 1,76
19,89 + 1,48
17,67 + 1,87
25,60 + 1,44
23,00 + 2,83
20,56 + 1,88

F(3,26) = 1,38

F(3,78) = 82,89

p <0.001

F(9,78)=2,89
p <0.01

CR-
1,83+ 0,41
2,40+ 1,12
1,00 £ 0,41
2.22+0,68

5,50 = 0,90
5,80 £ 1,69
4,50 + 0,87
520+1,14

3,17+ 0,67
2,20+ 0,86
3,00+ 0,71
4,11+0,68
325+0,58
4,60 + 1,03
2.25+025
4,44+ 1,09

F<1

F(3,78) = 9,32

p <0.001
F<l

ITC

3,83 + 1,09
6,20 + 2,63
1,50 + 0,50
4,11+1,59

4,75 £ 0,93
4,60+ 1,12
3,00+ 1,08
578+ 1,71

2,50 + 0,57
1,20+ 0,73
2,00 £ 0,71
3,56+ 0,44

1,83 + 0,41
2,60 = 1,54
0,00 = 0,00
2,44 +0,58

F(3,26) = 1,57

F(3,78) = 5,14
p < 0,005

F<1

SA
10,00 + 1,18
5,80 = 1,80
6,75+ 2,46
922+ 1,89

5,50 = 0,60
5,80 = 1,50
2,50+ 0,29
7.33+1,96

433+1,18
3,40+ 1,03
2,25+ 0,63
4,00 £ 0,73

3,58+ 0,67
2,60 + 0,60
2,00 £0,91
3,00+ 0,96

F(3,26) = 1,61

F(3,78) = 4,66
p <0.005

F<1

3.1.4. Zusammenfassung der Effekte bilateraler Injektionen in den AC des Gerbils

Eine Zusammenfassung der Experimente ist in Tab. 3.8 dargestellt.

Tab. 3.8 Zusammenfassung der Effekte von bilateralen Injektion von ANI, EME und RAPA in den AC im Vergleich
zu NaCl oder Vehikel. 1) Verdnderungen der Diskriminierungsleistung zwischen dem 1. und 2. Trainingstag; 2)
Verianderungen der Diskriminierungsleistung zwischen dem 2. und 3. Trainingstag; 0) keine Verdanderungen

Substanz | 5 min und 2 h nach 4 h und 6 h nach 5 min und 2 h nach 24 h bis 72 h vor
initialem Training initialem Training | letztem Vortraining | initialem Training

NaCl 0 1 ) 1
ANI 0' 0' 0 M
EME 0 M

1

RAPA T
¢2
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Die Ausbildung eines Langzeitgeddchtnisses fiir die FM-Diskriminierungsreaktion ist, wie
gezeigt werden konnte, abhdngig von intakter Proteinsynthese im Horkortex des Gerbils. Fiir die
zugrunde liegenden Mechanismen konnen Proteinsynthese-abhidngige Prozesse mit
verschiedenen Zeitcharakteristika angenommen werden, die sich in unterschiedlicher Weise
pharmakologisch beeinflussen lassen. Wird ANI nach dem Training von Gerbils zum Erwerb
einer FM-Diskriminierungsreaktion in den Horkortex verabreicht, so ist die amnestische Wirkung
dieses Inhibitors der Proteinsynthese, der die Translation der Gesamtheit der eukaryotischen
mRNAs unterdriickt, an den folgenden Trainingstagen nachweisbar. Im Gegensatz dazu fiihrte
die Injektion von RAPA, das mit der Translationsaktivitit bestimmter mRNA-Subgruppen
interferieren kann, zu keinerlei Beeintrdchtigung der nach 24 h im Vergleich zu Kontrolltieren
gemessenen  Diskriminierungsleistung. Am  darauf folgenden Tag sind jedoch
Diskriminierungsdefizite bei RAPA-behandelten Tieren nachweisbar. Das
Kompetitionsexperiment mit FK506 l4sst vermuten, dass die amnestische Wirkung des RAPA
unter Einbeziehung der Kinase mTOR vermittelt wird. Werden ANI oder EME an bereits
mehrfach trainierte Tiere verabreicht, so bleibt die vor der Applikation erreichte
Diskriminierungsleistung erhalten. Eine Verbesserung der Reaktion, wie in Kontrolltieren zu
beobachten, war jedoch iiber einen Zeitraum von Tagen gestort. Kontrollexperimente zeigten,
dass die Verhaltenswirksamkeit der applizierten Pharmaka (ANI und EME) weder auf toxische
Nebenwirkungen noch auf Beeintrichtigung von Mechanismen der Akquisition der
Diskriminierungsreaktion und der Kurzeitgeddchtnisbildung zuriickzufiihren war.

Unsere Befunde lassen vermuten, dass in zeitlicher Ndhe zum Lernexperiment die Translation
unterschiedlicher Klassen von mRNAs erfolgen muss, deren Proteinprodukte offenbar fiir
verschiedene Phasen der Langzeitgedichtnisbildung von Bedeutung sind. Der Erhalt einer
Gedédchtnisspur flir die Dauer von 1 — 2 Tagen erfordert die Expression von Proteinen, deren
Synthese nicht durch RAPA beeintrichtigt werden kann. Fiir eine iiber diesen Zeitraum
hinausgehende Stabilisierung des Gedéichtnisses wird dagegen zusitzlich RAPA-sensitive

Proteinsynthese bendtigt.
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3.2. Analysen zur Verinderung der Genexpression nach FM-Diskriminierungstraining

Die bisher dargestellten Daten sprechen dafiir, dass die Ausbildung eines Langzeitgedichtnisses
fiir die FM-Diskriminierungsreaktion Proteinsynthese-abhéngige Prozesse im AC des Gerbils
sowohl unmittelbar als auch zwischen ca. 4 - 8 h nach Akquisition erfordert. Dadurch wurde die
Frage aufgeworfen, ob es in diesem Zeitraum auch zu Anderungen in der Genexpression auf der
Ebene der Transkription im AC kommt. Die fiir die folgenden Untersuchungen erforderlichen
Gewebeproben wurden 5 h nach Akquisition der FM-Diskriminierungsreaktion entnommen, also
zu einem Zeitpunkt, an dem in anderen Lernparadigmen und Spezies erhohte zerebrale

Proteinsynthese nachgewiesen werden konnte (Ubersicht siche Stork und Welzl, 1999).

3.2.1. Analyse von Arc (Arg3.1)-mRNA mittels in situ-Hybridisierung

Um einen ersten Hinweis zu erhalten, ob es zu trainingsbedingten Anderungen der
Genexpression im AC des Gerbils kommt, wurde die Expression eines bekannten Gens, fiir
welches bereits in anderen Lernparadigmen in kortikalen Strukturen zu spiten Zeitpunkten
Anderungen in der Genexpression gezeigt wurden, untersucht. Fiir diese Voruntersuchung wurde
das activity-regulated, cytoskeleton-associated protein/activity-regulated gene (Arc/Arg3.1)
gewdhlt (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995). Montag-Sallaz et al. (1999) konnten mittels
nicht-radioaktiver ISH nachweisen, dass die Expression von Arc-mRNA 0,5 h und 4,5 h nach
dem Kennenlernen eines neuen Geschmacks im parietalen und cinguldren Kortex der Maus
erhoht war. Zum Nachweis der Arc-mRNA wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls die nicht-
radioaktive ISH verwendet. Diese Methode ermdglicht es die Anzahl der Zellen, welche die
nachzuweisende mRNA exprimieren, zu bestimmen. Nach Beendigung der ISH wurden alle Arc-
positiven Zellen des rechten und linken AC der Gerbils getrennt ausgezédhlt, um auch mogliche
Unterschiede zwischen den Hemisphiren zu erfassen.

Die Maus-spezifische Arc-Sonde fiir die ISH wurde freundlicherweise von PD Dr. Dirk Montag
(IfN) zur Verfiigung gestellt. In Vorversuchen, die dankenswerterweise von Frau Dr. Montag-
Sallaz durchgefiihrt wurden, konnte gezeigt werden, dass die Sonde auch fiir den spezifischen
Nachweis der Arc-mRNA im Gerbil geeignet ist.

In der Abb. 3.10A-G sind Beispiele fiir die ISH mit der antisense-Arc-cRNA-Sonde dargestellt.
Es konnte gezeigt werden, dass Arc stark im Kortex exprimiert wird, besonders in den Schichten
II — VL. In der Hippokampusformation war die stirkste Expression von Arc in CAl, etwas

schwicher in CA2 und CA3 und die geringste Expression war im Gyrus dentatus nachweisbar.
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Arc ist schwicher im Caudatoputamen und in der Kornerzellschicht sowie der
Purkinjezellschicht des Cerebellums exprimiert. Eine dhnliche Verteilung der Arc-mRNA wurde
fiir das Gehirn der Ratte und Maus beschrieben (Link ef al., 1995; Lyford et al., 1995; Montag-
Sallaz et al., 1999).

A Kortex

CPI.L

HE_

Abb. 3.10 In situ-Hybridisierung zur Detektion von Arc-mRNA am Horizontalschnitt des Gerbilhirns. A
Gesamtansicht B Hippokampus, C Cerebellum, D vergroBerte Ansicht des Cerebellums, E entorhinaler Kortex, F
auditorischer Kortex, G vergroBBerte Ansicht des auditorischen Kortex. Cb Cerebellum; CPu Caudatoputamen; HF
Hippokampusformation; CA1, CA2 und CA3 Hippokampusareale; DG Gyrus dentatus; Ent entorhinaler Kortex; S
Subiculum; GCL Kérnerzellschicht; PCL Purkinjezellschicht; ML Molekularschicht. Balken in C, D, F und G = 250
pum, in E und H =50 pm.

Das Ergebnis der quantitativen Auswertung der Hirnschnitte trainierter und untrainierter Gerbils
ist in Abb. 3.11 dargestellt. Bei Betrachtung beider Hemisphiren war im Vergleich zu

untrainierten Tieren eine Erhohung der Zahl Arc-mRNA positiver Zellen 5 h nach Akquisition
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der FM-Diskriminierungsreaktion im AC nachweisbar (t12) = 2,49; p < 0,05). Beim Vergleich
innerhalb der Hemisphéren des AC verfehlte der trainingsbedingte Unterschied in der Expression
von Arc-mRNA die Signifikanzschwelle. Unterschiede zwischen dem rechten und linken AC
waren weder bei trainierten Gerbils noch in der Kontrollgruppe nachweisbar. Im
somatosensorischen Kortex (SCo) erreichte die in der Tendenz erkennbaren trainingsbedingten
Unterschiede in der Zahl der Arc-mRNA-exprimierenden Zellen nicht das Niveau statistischer
Signifikanz.

Im AC des Gerbils kommt es also 5 h nach FM-Diskriminierungstraining zu einer erhdhten

Expression von Arc-mRNA.

700 *
600

500 T T

400
. trainiert, n =7

300 D untrainiert, n=7

Zellen pro mm?2

200

100

AC ges AC re AC i SCoges SCore SColi

Abb. 3.11 Quantifizierung von Arc-mRNA-exprimierenden Zellen im AC und SCo von untrainierten Gerbils und
von Gerbils, die 5 h vor Dekapitation einem FM-Diskriminierungstraining unterzogen worden waren. Es sind
jeweils die Ergebnisse der rechten und linken Hemisphére sowie die Mittelwerte aus beiden dargestellt.

* . signifikanter Unterschied zwischen trainierten und untrainierten Tieren (t-Test; p < 0,05)

3.2.2. Subtraktive Hybridisierung

Wie aus dem vorangegangenen Kapitel ersichtlich, kommt es 5 h FM-Diskriminierungstraining
zu Verdanderungen in der Genexpression im AC des Gerbils.

Um weitere mRNAs zu detektieren, deren Expression 5 h nach FM-Diskriminierungstraining
verdndert ist, wurde die Methode der SSH gewdhlt. Das Prinzip dieser Methode ist im Kapitel
"Material und Methoden" ndher erldutert.

Das Ergebnis der SSH ist in Abb. 3.12 dargestellt. Nach Beendigung der zweiten Amplifikation
mittels PCR wurden die subtrahierte cDNA (Bahn 1), die subtrahierte Kontroll-cDNA
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(Skelettmuskel des Menschen, Bahn 3) und eine unsubtrahierte fester-Kontrolle (Bahn 2) auf ein
Gel aufgetragen. Fiir die subtrahierte Skelettmuskel-cDNA konnte das laut Angaben des
Herstellers erwartete Bandenmuster zwischen 200 bp und 1,3 kb auf dem Gel identifiziert werden
(Bahn 3). Bei dieser cDNA-Kontrolle wurde ein Gemisch aus Skelettmuskel-cDNA und DNA
von ®X174, Haelll-geschnitten, als tester von reiner Skelettmuskel-cDNA als driver subtrahiert.
Die unsubtrahierte Kontrolle (Bahn 2) stellt cDNA dar, welche mit Rsal behandelt wurde. Laut
Herstellerangaben sollte fiir diese ¢cDNA eine Auftrennung zwischen 0,1 kb und 2 kb
nachweisbar sein. Dies konnte ebenfalls bestétigt werden. Fiir die subtrahierte cDNA (trainiert
minus untrainiert) sollte eine breite Verteilung mit oder ohne distinkte Banden als Ergebnis der
SSH zu erkennen sein. In Abb. 3.12 ist dies flir die subtrahierte ¢cDNA (trainiert minus
untrainiert) eindeutig zu erkennen (Bahn 1). Es kann also davon ausgegangen werden, dass die

SSH fehlerfrei verlaufen ist.

Abb.  3.12  Kontrolle der  subtraktiven
Hybridisierung nach der zweiten PCR

bl 0000 1) subtrahierte  Gerbil-cDNA  (driver-tester-
1500 cDNA)

N 1000 2) unsubtrahierte fester-Kontrolle (Gerbil)

bl 800 3) subtrahierte cDNA-Kontrolle (menschlicher
600 Skelletmuskel)

4) DNA-Standard
400

200

3.2.3. Dot-Blot-Hybridisierung und Identifizierung nicht-mitochondrialer DNA

Nach Beendigung der SSH und der anschlieBenden Gelanalyse, wurden die PCR-Produkte in den
pCR® 2.1-TOPO-Vektor einkloniert. Anschlieend erfolgte die Sequenzierung einiger Klone. Es
sollte zundchst gepriift werden, ob repetitive Sequenzen erhalten wurden. Die erhaltenen
Sequenzdaten wurden mit denen aus Datenbanken verglichen. Nach dieser ersten Sequenzierung

der Klone konnten vor allem mitochondriale Gene identifiziert werden. Mitochondriale DNA
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kodiert u. a. Komplexe aus der Atmungskette (Cytochrom-C-Oxidase, NADH-Dehydrogenase),
ribosomale RNAs und transfer-RNAs. Da diese zundchst nicht weiter untersucht werden sollten,
wurden diese Sequenzen mittels Dot-Blot-Hybridisierung von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Dot-Blot-Hybridisierung ermdglicht den Nachweis von spezifischen
Nukleinsduren, welche auf eine Membran punktformig aufgebracht werden, mittels radioaktiv
oder nicht-radioaktiv markierter DNA oder RNA. Die in den pCR® 2.1-TOPO-Vektor
einklonierten Klone wurden mittels PCR amplifiziert und dann auf einer Nylonmembran
immobilisiert. Als Sonde wurde die zuvor als mitochondrial identifizierte cDNA verwendet. Ein
Beispiel fiir ein erhaltenes Ergebnis ist in Abb. 3.13 zu sehen. Die nicht positiven Klone wurden

anschlieend sequenziert.
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Abb. 3.13 Beispiel eines mit radioaktiv markierter mitochondrialer cDNA hybridisierten Dot-Blots. Mit Pfeilen sind
Beispiele fiir positive Klone, also mitochondriale cDNA, gekennzeichnet, und mit Pfeilkopfen Beispiele fiir nicht-
mitochondriale cDNA.

Eine Zusammenfassung aller identifizierten Klone, einschlieBlich der mitochondrialen cDNA, ist
in Tab. 3.9dargestellt. In dieser Tabelle ist aufgelistet, wie oft ein Klon identifiziert wurde. Des
weiteren wird die Anzahl unabhédngiger Klone angegeben, d.h. die Sequenzen dieser Klone sind
zu unterschiedlichen Bereichen einer mRNA homolog.

Wie in Tab. 3.9 zu sehen, konnten sieben Klone der mRNA von Mé6a zugeordnet werden. Darin
waren drei unabhingige Sequenzen enthalten. Mé6a ist ein Glykoprotein und gehdrt zur
PLP/DM20 Familie. (Yan et al., 1993). PLP/DM20 ist eines der Hauptbestandteile des Myelins
im Zentralnervensystem. Der erste sequenzierte Klon von Mé6a zeigte Homologien zu einem Teil

der kodierenden Region sowie dem Beginn der 3’-untranslatierten Region (3’-UTR) der mRNA
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von Ratte sowie Maus. Weitere Klone waren homolog zur 3’-UTR oder zur 5’-UTR und dem
Beginn der kodierenden Region.

Zwei unabhdngige Klone konnten aufgrund ihrer Homologie der fiir das extrazelluldre
Matrixprotein SC1 kodierenden mRNA aus Ratte und Maus zugeordnet werden (Johnston et al.,
1990). SC1 ist ein Mitglied der Ig-Superfamilie.

Weiterhin wurden zwei identische Klone gefunden, welchen Teile der 5’-UTR sowie ein kurzes
Stiick der kodierenden Region der visinin-like protein (VILIP-1)-mRNA verschiedener Spezies
zugeordnet werden konnte. VILIP-1 ist ein Ca’"-bindendes, EF-Hand Protein. Es wurde erstmals
beim Kiiken beschrieben (Lenz et al., 1992) und gehort zur Familie der neuronalen Ca®"-Sensor
(NCS)-Proteine (Burgoyne und Weiss, 2001).

Eine cDNA zeigte Homologien zur 3'-UTR von Calmodulin aus Ratte oder Maus. Calmodulin ist
ebenfalls ein EF-Hand Protein (Bandyopadhyay und Ghosh, 1990).

Des weiteren wurde ein Klon mit einer Sequenz gefunden, welche eine 89 %ige Homologie zur
3’-UTR sowie dem Beginn der kodierenden Region der N-Chimerin (o 1-Chimerin) kodierenden
mRNA hat. Eine Spleiflvariante der ol-Chimerin-mRNA, die a2-Chimerin kodiert, wird von
diesem Fragment ebenfalls erkannt. al/a2-Chimerin sind in der Ratte identifizierte, neuronale
GTPase aktivierende (GAP) Proteine fiir Racl und Cdc42 sowie Phorbolesterrezeptoren (Hall et
al., 1990) und konnten somit in Prozesse der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts involviert
sein (Hall, 1998). al-Chimerin inhibiert die Adhédsion und Regulation des Zytoskeletts in
Fibroblasten, kontrolliert die Formation von Lamellopodien/Filopodien in Neuroblastoma-Zellen
und reguliert die Stabilitdt des Golgi wéhrend der Interphase (Kozma et al., 1996; Kazanietz,
2002). Erste Untersuchungen zu a2-Chimerin zeigten, dass es die Neuritogenese inhibiert und in
Mechanismen der Entwicklung involviert ist (Hall e al., 2001).

Translocation (Translin , Synonym: festis-brain RNA-binding protein, TB-RBP ) wurde erstmals
als ein RNA- als auch Einzelstrang-DNA-bindendes Protein beschrieben (Aoki et al., 1995; Han
et al., 1995). Als RNA-bindendes Protein vermittelt es den inter- und intrazelluldren Transport
von mRNA (Morales et al., 1998; Hecht, 2000). Mit seinem Interaktionspartner Iranslin-
assoziated Faktor X (Trax) ist Translin vermutlich an chromosomaler Translokation wahrend der
Meiose beteiligt (Chennathukuzhi et al., 2001). Die vom Gerbil abgeleitete cDNA zeigte
Homologien zu der kodierenden Region sowie der 3‘-UTR der Ratten/Maus-mRNA.

Nur-related factor 1 (Nurrl) ist ein Orphan-Rezeptor und gehort zu einer Familie von
Kernrezeptoren, die konstitutiv exprimierte TF darstellen (Law et al, 1992). Nurrl ist

gleichzeitig ein IEG. Ein in der vorliegenden Arbeit sequenzierter Klon zeigt Homologien zur 3’-
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UTR der mRNA von Nurrl aus Ratte und Maus, aber auch zu Nurr2, einer C-terminal verkiirzten
Isoform von Nurrl (Ohkura et al., 1999).

Fiir einen weiteren Klon konnte Homologie zur 3’-UTR der mRNA aus Ratte/Maus festgestellt
werden, die fiir das synaptosomal-assoziierte Protein SNAP-25 kodiert (Oyler et al., 1989).

Drei weitere voneinander unabhingige PCR-Produkte konnten keinem bekannten Gen
zugeordnet werden. Das Plasmid mit der Bezeichnung 2.1.47 zeigte 92% Identitét zu einer Maus
cDNA Sequenz (NM_025364). Fiir die Klone mit der Bezeichnung 2.1.46 sowie 2.2.69 konnten
bisher keine Homologien zu Eintrdgen in Datenbanken gefunden werden.

Weiterhin wurden nach der Sequenzierung je einmal PCR-Produkte der mRNA der Aldolase
sowie der Triosephosphat-Isomerase, beides Enzyme der Glykolyse, zugeordnet.

Die identifizierten mitochondrialen cDNAs sind Gene, die fiir Enzyme der Atmungskette, wie die

Cytochrom-C-Oxidase und die NADH-Dehydrogenase, sowie fiir ribosomale RNA kodieren.

Tab. 3.9 Zusammenfassung aller identifizierten Klone. Unter der Spalte ,,Anzahl“ ist die Gesamtanzahl aller Klone,
welche fiir dieses Gen identifiziert wurden und die Anzahl unabhingiger Klone angegeben.

Bezeichnung der cDNA Anzahl Sequenzbereich
Mé6a 7/3 5¢-UTR/CDS, CDS/3*-UTR; 3°-UTR
VILIP-1 2 5¢-UTR/CDS
NURRI/NURR2 1 3‘-UTR
al/a2-Chimerin 1 CDS/3¢-UTR
SC1 2/2 CDS
Translin (TB-RBP) 1 CDS/3°-UTR
Calmodulin 1 3*-UTR
SNAP 25 1 3¢-UTR
Aldolase A 1 CDS/3°-UTR
Triosephosphat-Isomerase 1 CDS
NADH-Dehydrogenase Untereinheit 4 2 CDS
NADH-Dehydrogenase Untereinheit 2 8 CDS, 3*-UTR
Cytochrom-C-Oxidase Untereinheit 1 2 CDS
unbekannte Gene 3/3
(2.1.47,2.1.46, 2.2.69)
mitochondriale DNA 4 16S RNA
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3.2.4. Analyse durch Northern-Blot-Hybridisierung

Ziel der nachfolgend beschriebenen Experimente war es, mittels Northern-Blot-Hybridisierung
die Expression einer Auswahl der in Tab. 3.9 aufgelisteten Gene im Gerbilhirn sowohl nach FM-
Diskriminierungstraining als auch nach Krampfauslésung zu untersuchen.
Die Applikation von Kainat filhrt zu Kridmpfen, welche den Temporallappenepilepsien des
Menschen dhnlich sind (Fisher, 1989). Kainatkrampf wurde deshalb als zusitzliches Modell
gewdhlt, weil Stimulation mit Kainat zu massiven Verdnderungen in der zerebralen
Genexpression (z.B. Hevroni et al., 1998) und zum strukturellen Umbau an Synapsen fiihrt sowie
LTP-dhnliche Potenzierungen hervorruft (Ben-Ari und Represa, 1990). Die Verwendung dieses
starken Stimulus sollte Aufschluss dariiber geben, ob die identifizierten Gene mdglicherweise in
plastische Prozesse des Gehirns des Gerbils involviert sind. Da Gerbils bereits ohne Gabe von
Kainat Epilepsien entwickeln kdnnen und als Tiermodell dafiir bereits seit langem untersucht
werden (Loskota et al., 1974), musste die Frage geklart werden, ob dhnliche Krampfstadien wie
bei der Ratte nach Injektion von Kainat nachweisbar sind (Zhang et al., 1997). Das nach
Applikation von Kainat zu beobachtende Krampfverhalten wird bei Ratten in sechs Stadien
unterteilt:

1. Unbeweglichkeit, Starre, Mund- und Gesichtszuckungen;

2. Schiitteln wie ein nasser Hund (wet dog shakes);

3. Hyperaktivitdt, Krdmpfe der Vorderpfoten, Kopfnicken;

4. Aufrichten, starke Krampfe der Vorderpfoten;

5. Aufrichten und Hinfallen, Verlust des Gleichgewichtes;

6. Springen, Drehen im Kreis, starke Schiittelkrampfe.
Den Gerbils wurden 12 mg/kg Kainat oder physiologische Kochsalzlosung intraperitoneal
injiziert. Das beobachtete Krampfverhalten sowie der Verlauf waren denen der Ratte dhnlich.
Nach ca. 1 bis 1,5 h zeigten die mit Kainat behandelten Tiere erste Anzeichen eines
Krampfgeschehens, welche den Stadien 1 bis 3 entsprachen. Diese lieBen sich nicht streng
voneinander trennen. Sie traten bei den Gerbils, wie bei der Ratte, immer nur fiir einige Minuten
auf. Darauf folgten oft Ruhephasen. Krampfstadien 4 - 6 konnten ab ungefdhr 3 h nach Injektion
beobachtet werden. Die zum Teil sehr starken klonischen Krampfe dauerten ebenfalls maximal
einige Minuten. Nach 6 h wurden nur solche Tiere der Kainat-Gruppe in die Untersuchung
einbezogen, die mehrfach Kridmpfe der Stirke 5 - 6 gezeigt hatten.
Fiir BDNF (Zafra et al, 1990) und Activin-BA (Inokuchi et al, 1996) wurde bereits im

Rattenhirn gezeigt, dass 6 h nach Gabe von Kainat eine erhohte Menge an mRNA vorlag.
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Northern-Blot-Hybridisierungen mit radioaktiv markierter gerbilspezifischer BDNF- und
Activin-BA-cDNA (siehe 2.2.12) sollten daher als Positivkontrolle dienen. Weiterhin wurden die
radioaktiv markierten cDNAs der aus der SSH hervorgegangenen Klone als Sonden verwendet.
Es wurde jeweils parallel in einem Ansatz ein Northern-Blot vom AC trainierter und untrainierter
Gerbils sowie ein Blot von Kortex bzw. Hippokampus von Kainat-behandelten Tieren und
Kochsalzkontrollen hybridisiert.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.14 zusammengefasst. Die Mengen der fiir BDNF und Activin-BA
kodierenden mRNAs zeigten nach Stimulation mit Kainat eine massive Zunahme, wie es auch
vorher bei der Ratte beschriecben worden war (Zafra et al., 1990; Inokuchi et al., 1996). In
Gesamt-RNA Priparationen von Kontrolltieren waren diese Transkripte nicht nachweisbar. Eine
Akkumulation nach Kainatbehandlung im Vergleich zu Kochsalz-behandelten Tieren konnte
ebenfalls fiir Nurrl/2-mRNA beobachtet werden. Vergleichbare Ergebnisse wurden bereits fiir
die Ratte beschrieben (Crispino et al., 1998). Weiterhin war nach Behandlung mit Kainat eine
Akkumulation im Kortex und Hippokampus im Vergleich zu den NaCl-behandelten Gerbils fiir
Translin und den Klon mit der Nummer 2.2.69 nachweisbar. Alle anderen untersuchten mRNAs
zeigten keine Expressionsdnderungen nach der Kainatstimulation.

Fiir alle untersuchten mRNAs, mit Ausnahme von VILIP-1, waren keine eindeutigen
Expressionsdnderungen nach dem FM-Diskriminierungslernen im AC des Gerbils nachweisbar
(Abb. 3.14). In 2 von 3 unabhdngigen Blots, d. h., die aus dem AC isolierte mRNA stammte von
verschiedenen Tieren, konnte eine leicht verringerte VILIP-1-mRNA Menge in den trainierten
Tieren gefunden werden (Abb. 3.14). Die mRNA von BDNF und Activin-BA war weder auf den
Blots von trainierten noch von untrainierten Gerbils detektierbar.

GAPDH wurde als Kontrolle verwendet, um die gleichmiBige Beladung der einzelnen Bahnen zu

iberpriifen.
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Abb. 3.14 Northern-Blot-Analyse
von Gerbilhirn-RNA die nach
Kainatstimulation oder nach FM-
Diskriminierungstraining
gewonnen wurde aus:

SK) Kortex, 6 h nach Injektion
physiologischer Kochsalzldsung

SH) Hippokampus, 6 h nach
Injektion physiologischer
Kochsalzlosung

KK) Kortex, 6 h nach Kainatgabe

KH) Hippokampus, 6 h nach
Kainatgabe

ut) AC untrainierter Gerbils

t) AC trainierter Gerbils, 5 h nach
Trainingsende.

An der rechten Seite sind die
ungefidhren GrofBen der
Transkripte in kb angegeben.
Diese wurden, soweit vorhanden,
verglichen mit denen anderer
Spezies (Maus, Ratte, Mensch)
und dhnelten diesen.
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3.2.5. Analyse durch nicht-radioaktive in situ-Hybridisierung

Da sich fir den Gehalt an VILIP-1-mRNA im AC eine Erniedrigung nach FM-
Diskriminierungslernen andeutete (siche Abb. 3.14), wurde die Expression dieser mRNA mittels
nicht-radioaktiver ISH ndher analysiert. Mit der hier verwendeten Methode kann im Unterschied
zur Northern-Blot-Hybridisierung, bei welcher das durchschnittliche Expressionsniveau pro
Gehirnregion ermittelt wird, die Anzahl der Zellen, welche die nachzuweisende mRNA
exprimieren, detektiert werden. Daher wurde auch die Expression weiterer mRNAs, wie die fiir
Nurrl/2, Translin und ol/a2-Chimerin kodierenden nochmals mit dieser Methode untersucht.
Fir Nurrl konnte nach rdumlichem Lernen (Futtersuche in einem Lochbrett) eine erhohte
mRNA-Expression im Hippokampus der Ratte gefunden werden (Pena de Ortiz et al., 2000). Fiir
Translin zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine leicht gestiegene mRNA-Menge nach
Kainatstimulation. Die mRNAs fiir al/a2-Chimerin wurden ausgewaihlt, da diese Proteine, wie
die PKC-Isoenzyme, Phorbolesterrezeptor darstellen und Homologien zu der C1-Doméne von
PKC aufweisen (Hall ef al., 1990).

Wie bereits unter 3.2.1 beschrieben, wurde anhand von Gefrierschnitten die Anzahl der positiven
Zellen im AC als auch SCo von untrainierten und trainierten Gerbils bestimmt und auf mm?®
normiert. Die jeweilige sense-Sonde diente als Nachweis fiir die Spezifitit des mit der antisense-
Sonde erhaltenen Expressionsmusters. Da die Quantifizierung sowohl der Translin-mRNA-
exprimierenden Zellen als auch der ol/al-Chimerin-mRNA-exprimierenden Zellen keine
trainingsbedingten Unterschiede erbrachten, wurde auf ein detaillierte Darstellung dieser

Ergebnisse verzichtet.

3.2.5.1. VILIP-1 in situ-Hybridisierung

In Abb. 3.15 sind reprédsentative Beispiele fiir den Nachweis von VILIP-1-mRNA am
Horizontalschnitt des Gerbilhirns mittels in situ-Hybridisierung dargestellt. VILIP-1-mRNA ist
weit verbreitet und abundant in allen Gehirnarealen mit Ausnahme des Caudatoputamen. Auf
subzellulirem Niveau war meist eine zytoplasmatische und selten eine nukledre Verteilung der
mRNA von VILIP-1 nachweisbar (Abb. 3.15H). Im Kortex (Abb. 3.15F und G) wird VILIP-1 in
den Schichten II - VI, am stirksten in der Pyramidenzellschicht (V), exprimiert. Ein besonders
hohes Expressionsniveau war fiir VILIP-1-mRNA im perirhinalen sowie entorhinalen Kortex
detektierbar. Im Cerebellum zeigte sich, dass VILIP-1 nur in der Kornerzellschicht exprimiert

wird, aber nicht in der Purkinjezellschicht oder Molekularschicht (Abb. 3.15D, E). Im Gegensatz
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zur ISH an Hirnschnitten der Ratte (Paterlini et al., 2000) und auch zu immunhistochemischen
Untersuchungen am Gerbil (Lenz et al., 1996) konnte das VILIP-1-Transkript im Gyrus dentatus
nicht nachgewiesen werden. Analog zu Untersuchungen in der Ratte wurde VILIP-1-mRNA auch
in den Pyramidenzellen der Regionen CA1l bis CA3 detektiert. Fiir die ISH mit der sense-
Kontrolle war kein Signal nachweisbar (Abb. 3.15B). Insgesamt stimmen die Befunde fiir VILIP-

1 gut mit den fiir die Ratte beschriebenen Expressionsmustern iiberein (Paterlini et al., 2000).

A B

Kortex
CPu

HF_

Cb

Abb. 3.15 In situ-Hybridisierung zur Detektion von VILIP-1-mRNA am Horizontalschnitt des Gerbilhirns. A,C — H
ISH mit antisense-Sonde; B ISH mit sense-Sonde A, B Gesamtansicht, C Hippokampus, D Cerebellum, E
vergroferte Ansicht des Cerebellums, F entorhinaler Kortex, G auditorischer Kortex, H vergroferte Ansicht des AC.
Cb Cerebellum; CPu Caudatoputamen; HF Hippokampusformation; CAl, CA2 und CA3 Hippokampusareale; DG
Gyrus dentatus; Ent entorhinaler Kortex; S Subiculum; GCL Kornerzellschicht; PCL Purkinjezellschicht; ML
Molekularschicht. Balken in C, D, F und G = 250 um, in E und H = 50 pum.
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In Abb. 3.16 ist das Ergebnis der Quantifizierung VILIP-1-mRNA-exprimierender Zellen im AC
sowie im SCo von trainierten und untrainierten Gerbils dargestellt. Im AC war 5 h nach dem
Lernexperiment eine signifikant geringere Anzahl von VILIP-1-mRNA-positiven Zellen im
Vergleich zu untrainierten Gerbils nachweisbar. Keine signifikanten Unterschiede konnten
innerhalb der Gruppen zwischen der rechten und der linken Hemisphédre des AC gefunden
werden. Im SCo waren keine trainingsbedingten Unterschiede nachweisbar.

Eine Senkung der VILIP-1-mRNA-Expression 5 h nach FM-Diskriminierungslernen konnte im
AC von trainierten Gerbils im Vergleich zu untrainierten Tieren nachgewiesen werden. Keine
Unterschiede waren zu ermitteln, wenn die Expression von VILIP-1-mRNA von trainierten und
untrainierten Tieren im SCo verglichen wurde. Dies deutet darauf hin, dass die trainingsbedingte

Senkung des Expressionsniveaus von VILIP-1-mRNA spezifisch fiir den AC war.

800 4 * * *

700 - I I I
600

2

500

400
1 . trainiert, n =8

OO D untrainiert; n =6

Zellen pro mm
:

200 7

100

AC AC re AC li Scoges SCore SColi

Abb. 3.16 Quantifizierung von VILIP-1-mRNA-exprimierenden Zellen im AC und SCo von untrainierten Gerbils
und von Gerbils, die 5 h vor Dekapitation einem FM-Diskriminierungstraining unterzogen worden waren. Es sind
jeweils die Ergebnisse der rechten und linken Hemisphére sowie die Mittelwerte aus beiden dargestellt.

* . signifikanter Unterschied zwischen trainierten und untrainierten Tieren (t-Test; p < 0,05)
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3.2.5.2. Nurrl/Nurr2 in situ-Hybridisierung

Nurr2 ist eine alternative Spleilvariante von Nurrl. Der aus der SSH erhaltene Klon konnte
beiden Isoformen zugeordnet werden und daher detektiert die fiir die ISH verwendete Sonde
ebenfalls Nurrl und Nurr2. Das Transkript von Nurrl/2 wurde stark im Kortex, und dort
besonders im perirhinalen und entorhinalen Kortex, exprimiert (Abb. 3.17). Bis auf Schicht I
wurde eine Expression von Nurrl/2-mRNA in allen Schichten des Kortex detektiert. Eine
vergleichbare Verteilung des Transkriptes von Nurrl wurde bereits im Kortex von Ratte sowie
Maus beschrieben (Saucedo-Cardenas und Conneely, 1996; Xiao et al., 1996). Nurrl/2-mRNA
war in der Pyramidenzellschicht der Regionen des Hippokampus sowie etwas stirker in der
Kornerzellschicht des Gyrus dentatus im Gerbil nachweisbar. Dieses Ergebnis entsprach der
Verteilung von Nurrl-mRNA in der Maus (Xiao ef al., 1996). In der Hippokampusformation der
Ratte ist die Expression von Nurrl/2 stark in den Regionen CA1 — CA3 und eine sehr schwache
Expression wurde flir den Gyrus dentatus beschrieben (Saucedo-Cardenas und Conneely, 1996).
Im Cerebellum des Gerbils konnte Nurrl/2-mRNA in der Kornerzellschicht und der
Purkinjezellschicht detektiert werden. Das Transkript fiir Nurrl wurde in der Maus in den
gleichen Schichten des Cerebellums nachgewiesen (Xiao et al., 1996). Fiir die Ratte ist nur die
Expression von Nurrl-mRNA in der Kornerzellschicht beschrieben (Saucedo-Cardenas und
Conneely, 1996). Sowohl fiir die mRNA als auch das Protein von Nurr2 wurden bisher keine
Verteilungsstudien durchgefiihrt. Ohkura et al. (1999) zeigten mittels quantitativer PCR, dass die
Verteilung von Nurr2-mRNA dhnlich ist zu der von Nurrl-mRNA aber im Vergleich zu Nurrl
zeigt Nurr2 eine wesentlich schwiéchere Expression. Zusammenfassend entsprach das im
Gerbilhirn detektierte Expressionsmuster von Nurrl/2 den bereits beschriebenen in der Ratte

bzw. Maus. Hirnschnitte, welche mit der sense Probe behandelt wurden, waren ohne Signal (Abb.

3.17B).
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Abb. 3.17 In situ-Hybridisierung zur Detektion von Nurrl/2-mRNA am Horizontalschnitt des Gerbilhirns. A,C — H
ISH mit antisense-Sonde; B ISH mit sense-Sonde A, B Gesamtansicht, C Hippokampus, D Cerebellum, E
vergroferte Ansicht des Cerebellums, F entorhinaler Kortex, G auditorischer Kortex, H vergroferte Ansicht des AC.
Cb Cerebellum; CPu Caudatoputamen; HF Hippokampusformation; CA1l, CA2 und CA3 Hippokampusareale; DG
Gyrus dentatus; Ent entorhinaler Kortex; S Subiculum; GCL Kérnerzellschicht; PCL Purkinjezellschicht; ML
Molekularschicht. Balken in C, D, F und G = 250 um, in E und H = 50 pm.
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Die quantitative Auswertung der Nurrl/2-mRNA-eprimierenden Zellen erbrachte weder im AC
noch im SCo signifikante trainingsbedingte Unterschiede (Abb. 3.18). Beim Vergleich zwischen
den Hemisphéren zeigte sich jedoch die Tendenz einer rechtsseitig erhohten Expression dieses
Transkriptes, die im AC trainierter Gerbils und im SCo untrainierter Gerbils statistische

Signifikanz erreichte.
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Abb. 3.18 Quantifizierung von Nurrl/2-mRNA-exprimierenden Zellen im AC und SCo von untrainierten Gerbils
und von Gerbils, die 5 h vor Dekapitation einem FM-Diskriminierungstraining unterzogen worden waren. Es sind
jeweils die Ergebnisse der rechten und linken Hemisphére sowie die Mittelwerte aus beiden dargestellt.

* _ signifikanter Unterschied innerhalb einer Gruppe (t-Test mit abhingigen Stichproben)

3.2.5.3. Ermittlung der Neuronendichte im AC des Gerbils

Da die untersuchten mRNAs sehr unterschiedliche Expressionsniveaus zeigten, stellte sich die
Frage, ob einige dieser Transkripte in allen Neuronen des AC basal exprimiert werden und somit
die Erfassung einer trainingsbedingten Zunahme der Anzahl von Zellen, welche die
nachzuweisende mRNA exprimieren, nicht moglich ist. Daher wurde als Vergleich die Anzahl
von Neuronen im AC des Gerbils in 20 pm dicken Nissl-gefarbten Schnitten bestimmt. Fiir
diesen Versuch wurden Hirnschnitte von 3 naiven Gerbils genutzt. Die Auszahlung der Zellen im
AC erfolgte wie unter 2.2.14.5 beschrieben. Gliazellen wurden von Neuronen durch das Fehlen
von sichtbarem Zytoplasma, einer dickeren nukledren Membran sowie durch eine heterogenere
Verteilung von Chromatin unterschieden (Cajal, 1995; Rajkowska et al., 2001). Fiir Nissl-

gefirbte Schnitte konnte eine durchschnittliche Anzahl von 1050 + 36 Neuronen pro mm” im AC
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des Mongolischen Gerbils bestimmt werden. Ein Vergleich mit den in den verschiedenen ISH
ermittelten Zellzahlen ist in Abb. 3.19 dargestellt. Die beiden IEG’s, Arc und Nurrl/2, zeigten
die geringsten Expressionslevel, gefolgt vom Ca’’-bindenden Protein VILIP-1. Die hochste
Expression im Vergleich zu den eben genannten mRNAs waren fiir al/a2-Chimerin und
Translin nachweisbar. Insgesamt war die Anzahl der Zellen, welche Translin oder al/a2-
Chimerin exprimierten, immer noch deutlich geringer als die durch Nissl-Farbung ermittelte
Gesamtanzahl von Neuronen. Eine Steigerung der Zellzahlen, welche die nachgewiesenen

Transkripte exprimieren, war somit noch moglich.
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Abb. 3.19 Ermittelte Gesamtanzahl von Neuronen im AC des Gerbils in Nissl-gefarbten Schnitten im Vergleich zu
den verschiedenen Ergebnissen nach Quantifizierungen der in situ-Hybridisierungen. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil an positiven Zellen pro mm® im AC im Vergleich zu der mittels Nissl-Farbung bestimmten Anzahl von
Neuronen im AC.

75



Diskussion

4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung des AC des Mongolischen Gerbils fiir
FM-Diskriminierungslernen zu untersuchen. Hierzu wurden zwei verschiedene Ansétze gewihlt.
Um die Frage nach der funktionellen Relevanz von Proteinsynthese im AC des Gerbils fiir
Akquisition, Konsolidierung, Retention und Abrufung der FM-Diskriminierungsreaktion
nachzupriifen, wurde eine pharmakologische Herangehensweise gewéhlt. In einem weiteren
Ansatz wurde untersucht, ob es zu Verdnderungen in der Genexpression auf Ebene der
Transkription im AC der Mongolischen Wiistenrennmaus nach der Akquisition einer FM-
Diskriminierungsreaktion kommt.

Da fiir die Applikation der Pharmaka operative Eingriffe und der Einsatz von Anésthetika
notwendig waren, wurde in einem ersten Versuchsansatz der Einfluss dieser Manipulationen auf

das Diskriminierungsverhalten der Versuchstiere gepriift.

4.1. Pharmakologische Untersuchungen zu Proteinsynthese-abhingigen Prozessen im
auditorischen Kortex der Mongolischen Wiistenrennmaus im Zusammenhang mit

FM-Diskriminierungslernen

4.1.1. Einfluss von Operation, Narkose und Injektionsprozedur auf die

Diskriminierungsleistung

Als Voraussetzung fiir die geplanten Studien wurde der Einfluss der Operation, der Narkose
sowie der intrazerebralen Injektion auf die Diskriminierungsleistung der Tiere liberpriift. Die
Operation erfolgte einen Tag vor, die Injektion von Kochsalzlsung erfolgte 5 min und 2 h nach
dem initialen Training. Wahrend des initialen Trainings war eine erhdhte Gesamtaktivitit der
operierten Tiere im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen nachweisbar, welche vermutlich
auf die Operation einen Tag zuvor zuriickzufiihren war. Die Diskriminierungsleistung der
behandelten Gerbils unterschied sich aber weder im initialen Training noch in den in
nachfolgenden Trainingssitzungen signifikant von der unbehandelter Tiere. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die Behandlungsschritte, welche fiir die Substanzapplikation notwendig
waren, keine Beeintrdchtigung des Erlernens und der Durchfiihrung der FM-
Diskriminierungsreaktion verursachen. Das Ergebnis steht im Einklang mit Studien, die zeigen

konnten, dass eine Halothannarkose bei Nagern keine retrograde Amnesie auslost und eine
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anterograde Amnesie nur erfolgen kann, wenn die Narkose innerhalb von 2 h vor einem
Lernexperiment verabreicht wird (Rosman et al., 1992).

Weiterhin war es notwendig, die korrekte Positionierung der Injektionspipetten zu tiberpriifen.
Entsprechende Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Frank Ohl (IfN) durchgefiihrt,
der dafiir die 2DG Methode verwendete. Gehirne von Gerbils, die Injektionen in den AC erhalten
hatten, wurden horizontal geschnitten (40 um) und fiir die autoradiographische Analyse exponiert
(Ohl et al., 1999). Die Auswertung dieser Hirnschnitte ergab, dass die Injektionspipetten korrekt
im primiren (Al), dem anterioren (AAF) und den posterioren (DP/VP) Feldern des AC des
Gerbils platziert waren.

Friithere Studien an Mongolischen Gerbils zeigten, dass sowohl die bilaterale als auch die
unilateral-rechtsseitige irreversible Lasion des AC mittels Thermokoagulation zu einer massiven
Beeintriachtigung des FM-Diskriminierungsverhaltens fiihrte. Dagegen waren Lédsionen des
linken AC diesbeziiglich ohne Wirkung (Wetzel et al., 1998a; Ohl et al., 1999). Wie in der
vorliegenden Arbeit beschrieben, flihrte die unilateral rechtshemisphirische Applikation von ANI
5 min und 2 h nach FM-Diskriminierungstraining von Gerbils zu keiner messbaren
Beeintriachtigung der Diskriminierungsleistung an den nachfolgenden Trainingstagen. Die
Befunde sprechen dafiir, dass die funktionelle Integritdt dieser Hirnstruktur durch die

Behandlung nicht zerstort wurde.

4.1.2. Injektionen von Anisomycin und Emetin

Nachdem die Notwendigkeit beidseitiger Applikationen gezeigt worden war, wurden die
Inhibitoren der Elongation der Translation ANI und EME (Grollman, 1967; Goodman Gilman et
al., 1985) bilateral in drei Felder des AC, nidmlich AI, AAF und DP/VP, injiziert. Die
verwendeten Dosierungen wurden aus der Literatur entnommen (Grecksch und Matthies, 1980;
Patterson et al., 1986; Rosenblum et al., 1993; Meiri und Rosenblum, 1998). Es konnte gezeigt
werden, dass Gerbils, denen der Proteinsyntheseinhibitor ANI zu verschiedenen Zeiten nach
einem Training zum Erwerb der Diskriminierungsreaktion bilateral in den AC appliziert wurde,
im Vergleich zu Kontrolltieren, an den nachfolgenden Trainingstagen Defizite in der
Diskriminierungsleistung aufwiesen. Die ANI-behandelten Gerbils waren in der Lage, ihre
Diskriminierungsleistung innerhalb einer Trainingssitzung deutlich zu verbessern. Im Gegensatz
zu den Kontrolltieren begannen sie jedoch jede neue Trainingssitzung auf niedrigerem Niveau.

Wurde ANI an bereits {iber mehrere Tage trainierte Tiere verabreicht, so blieb die vor der
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Injektion erreichte Diskriminierungsleistung erhalten, wahrend eine Verbesserung der Reaktion,
wie in den Kontrolltieren, liber mehrere Trainingstage hinweg gestort war. Die Injektion eines
weiteren Inhibitors der Proteinsynthese, EME, zeigte eine dhnliche Wirkung. Weder ANI noch
EME beeinflussten die Diskriminierungsleistung der Gerbils, wenn sie einige Tage vor dem
initialen Training appliziert wurden.

Verschiedene Kontrollexperimente wurden durchgefiihrt, um mdgliche unspezifische
Nebenwirkungen der pharmakologischen Behandlung auszuschlieen. Wie bereits beschrieben,
fiihrten Operation, Narkose und Injektionsprozedur zu keiner signifikanten Beeintrdchtigung des
Erlernens und der Durchfiithrung der FM-Diskriminierungsreaktion. Funktionelle Schadigungen
des AC durch die Injektion der Substanzen konnten ausgeschlossen werden, da unilaterale
Injektionen von ANI nach Training keinen Einfluss auf die Diskriminierungsleistung hatten,
wihrend unilaterale Lasionen zu einer starken Beeintrichtigung der Tiere fiihrten. Das
Diskriminierungsverhalten war nicht beeinflusst, wenn die Inhibitoren ANI oder EME 2 bzw.
3 Tage vor dem initialen Training appliziert wurden. Keinen Effekt hatte die Applikation von
ANI oder EME in den AC von bereits vortrainierten Tieren auf die vor der Injektion etablierte
Diskriminierungsreaktion in den nachfolgenden Trainingssitzungen. Zusammenfassend zeigen
die Ergebnisse, dass weder die Operation, noch Narkose, die Injektion, die Hemmstoffe selbst
oder die Inhibition der Proteinsynthese sich storend auf Mechanismen auswirken, die in die
Durchfithrung, = Abrufung,  Retention @ und  Expression der  etablierten @ FM-
Diskriminierungsreaktion involviert sein konnten und so moglicherweise einen amnestischen
Effekt verursachen.

Die Resultate zeigen, dass die Applikation von Inhibitoren der Proteinsynthese in den AC des
Gerbils in zeitlicher Ndhe zum Lernexperiment notwendig ist, um einen amnestischen Effekt
auszuldsen. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits in verschiedenen Spezies, Paradigmen und
Hirnregionen von anderen Autoren beschrieben (Ubersicht sieche Davis und Squire, 1984; Stork
und Welzl, 1999). In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass Proteinsynthese-abhingige
Prozesse im auditorischen Kortex des Gerbils fiir Aspekte der FM-Verarbeitung, die in die
Konsolidierung und lang anhaltende Stabilisierung eines Langzeitgedidchtnisses involviert sind,
eine Rolle spielen.

Fiir ANI wurden neben der Inhibition der Proteinsynthese auch weitere Wirkmechanismen
beschrieben. Durch die Gabe von ANI kann es zur Aktivierung von Stress-aktivierten mitogen-
activated protein kinase (MAPK) kommen, wie z. B. der c-Jun N-terminal kinase, die p38 sowie

der extracellular regulated kinase (ERK) und zu einer transkriptionellen Induktion der Zielgene
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dieser Kinasen, wie der IEGs c-fos, c-jun und Zif268 (Edwards und Mahadevan, 1992; Torocsik
und Szeberenyi, 2000). Die Wirkung von ANI auf die Diskriminierungsleistung konnte daher auf
zusitzliche unspezifische physiologische Einfliisse zuriickzufithren sein. Deshalb wurde
anlehnend an vorhergehende Befunde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt. Von Barea-
Rodriguez et al. (2000) wurde im Hippokampus der Ratte gezeigt, dass die Applikation von 1 pl
einer 10 mM ANI-Losung die Proteinsynthese signifikant beeintrichtigte, wohingegen fiir eine
0,04 mM Losung nur ein geringfiigiger Effekt nachweisbar war. In unseren Experimenten hatte
die Injektion von 0,04 mM ANI 5 min und 2 h nach dem initialen Training keinen Einfluss auf
Diskriminierungsleistung in den nachfolgenden Trainingssitzungen im Vergleich zu
Kontrolltieren (Horst Schicknick, personliche Mitteilung). Der zu beobachtende amnestische
Effekt des ANI scheint somit dosisabhingig zu sein. Die verwendeten Konzentrationen von ANI
sollten laut Literatur mindestens 80 % der Proteinsynthese im AC des Gerbils hemmen. Dieses
Ausmall an Hemmung ist in anderen Spezies und Lernparadigmen notwendig, um einen
amnestischen Effekt hervorzurufen (Flood et al., 1973; Flood et al., 1975; Barea-Rodriguez et
al., 2000). Dariiber hinaus beeintrachtigte die Applikation von EME, eines anderen Inhibitors der
Translation, in vergleichbarer Weise wie ANI die Diskriminierungsleistung der Gerbils. Der
Effekt von EME auf die oben beschriebenen von ANI beeinflussten Kinase-Signalwege ist
dagegen vernachldssigbar. Sowohl ANI als auch EME wurden als Inhibitoren der
Proteinsynthese identifiziert aber mit verschiedenen unspezifischen Nebeneffekten. Fiir beide
konnte aber ein dhnlicher Einfluss auf die Diskriminierungsleistung festgestellt werden. Dies legt
nahe, dass die beobachteten amnestischen Effekte durch eine Inhibition der Proteinsynthese
hervorgerufen wurden.

Veridnderungen im Verhalten der Tiere in den Trainingssitzungen nach dem initialen Training,
reflektieren moglicherweise viele Prozesse, einschlieBlich Akquisition, Konsolidierung,
Retention und Abrufung des Gedichtnisses (Abel und Lattal, 2001; Cahill et al., 2001). Um
Nebenwirkungen des ANI  auf Mechanismen, die mdglicherweise mit dem
Diskriminierungsverhalten interferieren, zu {iberpriifen, erfolgte parallel die Uberwachung und
Aufnahme weiterer Parameter, wie der Explorationsaktivitit (SA) und der Seitenwechsel
zwischen den Trainingsldufen (ITC). Diese Werte sollten Aussagen iiber den Aktivitdtsstatus,
mogliche Auswirkungen der Substanzapplikation auf die Sensorik wie auch auf das motorische
System geben. Fiir die ITC als auch die Explorationsaktivitdt konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen Inhibitor-behandelten und Kontrolltieren festgestellt werden. Ein sehr

wichtiges Ergebnis war, dass im Vergleich zum initialen Training, die Explorationsaktivitit in
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allen Versuchen abnahm und die Anzahl der bedingten Reaktionen anstieg. Diese Verdnderungen
spiegeln wahrscheinlich eine Gewohnung der Tiere an die Shuttle Box und die Prozedur wider,
was darauf hindeutet, dass die Gerbils unabhéngig von der Behandlung in der Lage sind, sich an
die experimentelle Situation zu erinnern. Die Inhibitoren verursachen keine Veridnderungen, die
Wachsamkeit, Aktivitdt oder Sensitivitit des sensorischen und motorischen Systems beeinflussen
und damit fiir die schlechtere Diskriminierungsleistung der ANI- oder EME-behandelten Tiere in
Vergleich zu den Kontrolltieren verantwortlich sein konnten.

Gerbils, denen unmittelbar und 2 h nach dem initialen Training ANI bilateral in den AC
appliziert worden war, zeigten eine deutliche Steigerung ihrer Diskriminierungsleistung zwischen
den ersten 24 Laufen (Block A) und den verbleibenden 36 Laufen (Block B, sieche Abb. 3.3). Die
Diskriminierungsrate der ANI-behandelten Gerbils unterschied sich an den Tagen nach der
Injektion im Block B nicht von der Kontrollgruppe. Die ANI-behandelten Tiere sind also in der
Lage, die sensorischen Prozesse auszufiihren, welche fiir die Richtungsdiskriminierung von FMs
erforderlich sind und die entsprechende Verhaltensantwort zu geben. Sie sind aber nicht fahig, in
den ersten Trainingsldufen nach Applikation der Substanzen die am Tag zuvor gezeigte
Diskriminierungsleistung wieder zu erbringen. Daraus konnte man schliefen, dass die erlernte
Reaktion zwischen den einzelnen Trainingssitzungen, wenn die Tiere wieder in ihrem Kéfigen
untergebracht sind, nicht stabilisiert wird und die Gerbils innerhalb einer jeden Trainingssitzung
ein Kurzzeitgedachtnis fiir die Diskriminierung von FMs ausbilden. Die beobachtete Steigerung
der Diskriminierungsleistung innerhalb einer Trainingssitzung nach Injektion von ANI konnte
aber auch darauf hinweisen, dass in der ersten Hélfte die Abrufung gestort war und wahrend des
Training wieder hergestellt wurde.

Da die bilaterale Applikation von ANI und EME die Expression einer bereits etablierten
Reaktion nicht beeintrachtigte, kann die amnestische Wirkung der Proteinsyntheseinhibitoren
nicht durch einen Effekt auf die generelle Fahigkeit des Behaltens und Abrufens erklért werden.
Die beobachteten Ergebnisse stehen allerdings im Widerspruch zu Befunden, nachdem die
erneute Aktivierung einer Erinnerung Prozesse der Rekonsolidierung initiiert, die anfallig sind
fiir Interventionen mit Proteinsyntheseinhibitoren und dadurch zu einer retrograden Amnesie
fiihren. Diese Hypothese wurde bereits in 60er und 70er Jahren aufgestellt, als gezeigt werden
konnte, dass die Gedichtnisleistung in einem bestimmten Zeitraum nach Reaktivierung sensitiv
ist fiir amnestisch wirkende Substanzen oder Behandlungen (Misanin et al., 1968; Howard und
Meyer, 1971; Przybyslawski und Sara, 1997; Nader et al., 2000; Sara, 2000). Die in der

vorliegenden Arbeit erhobenen Ergebnisse stimmen aber mit Studien iiberein, die zeigen, dass
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die Abrufung eines Gedéichtnisses keine Proteinsynthese-abhingigen Prozesse der
Rekonsolidierung aktiviert (Berman und Dudai, 2001; Lattal und Abel, 2001; Taubenfeld et al.,
2001; Vianna et al., 2001). Dies deutet darauf hin, dass Mechanismen, die der Stabilisierung von
reaktiviertem Gedédchtnis zugrunde liegen, wahrscheinlich spezifisch fiir die jeweilige
Gehirnregion und das Trainingsparadigma sind. Fiir Gerbils konnte 24 h nach der Injektion der
Inhibitoren kein Einbruch ihrer partiell etablierten Diskriminierungsleistung nachgewiesen
werden, sie war vergleichbar zum Vortag.

Im Vergleich zu den Kontrolltieren war eine weitere Verbesserung der Inhibitor-behandelten
Tiere mit partiell etablierter Diskriminierungsleistung iiber mehrere Trainingstage gestort. Dieses
Resultat ldsst vermuten, dass Prozesse der Speicherung von neuer Information in bereits
existierende  Speicher auf &dhnlichen Proteinsynthese-abhingigen Mechanismen der
Konsolidierung beruhen konnten, wie die Stabilisierung der Reaktion nach initialer Akquisition.
Fiir Gerbils, welchen ANI nach dem initialen Training appliziert wurde, konnte trotz der im
Vergleich zu Kontrolltieren schlechteren Diskriminierungsleistung in nachfolgenden
Trainingssitzungen eine Verbesserung der Diskriminierungsrate ermittelt werden. Eine vollige,
irreversible Blockierung der Konsolidierung des Gedéchtnisses fiir die Diskriminierung der
Richtung von FMs kann daher ausgeschlossen werden. Dennoch war im Vergleich zu
Kontrolltieren fiir die ANI-behandelten Tiere ein Defizit in der Diskriminierungsleistung iiber
mehrere Trainingstage nachweisbar. Bereits in anderen Lernparadigmen war nach Applikation
von ANI in verschiedene Gehirnregionen ein Effekt des Inhibitors liber mehrere Tage
nachweisbar, wie z. B. nach der Konditionierung des Lidreflexes bei Kaninchen sowie dem
Ausloschen eines einmaligen inhibitorischen Vermeidungstrainings bei Ratten (Bracha et al.,
1998; Vianna et al., 2001). Im Gegensatz zum letzten Beispiel konnte das Ausldschen einer
Gedédchtnisleistung filir die conditioned taste aversion mittels ANI nicht liber mehrere Tage
verhindert werden (Berman und Dudai, 2001). Eine lang anhaltende Wirkung der
Proteinsyntheseinhibitoren scheint also abhéngig vom gewédhlten Lernparadigma, der Spezies
und der Gehirnregion zu sein. Eine Studie im AC des Meerschweinchens nach
Tonkonditionierung zeigte, dass sich neuronale Filtereigenschaften {iber mehrere Tage
verdnderten, was als ein Beleg fiir lang dauernde Konsolidierungsprozesse gewertet wird (Galvan
und Weinberger, 2002). Diese Verdnderungen der Filtereigenschaften erreichten erst 3 Tage nach
der Konditionierung ein asymptotisches Niveau. Die Autoren vermuten, dass es sich dabei um

Prozesse der Konsolidierung eines Gedichtnisses im AC des Meerschweinchens nach klassischer
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Konditionierung handelt, deren Ausbildung bis zu 3 Tagen andauert. Dies wiirde sehr gut mit den
in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnissen korrespondieren.

Die dargestellten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Applikation von
Proteinsyntheseinhibitoren in den Horkortex des Mongolischen Gerbils in zeitlicher Ndhe zum
Lernexperiment mit Aspekten der FM-Verarbeitung, die in die Konsolidierung, also
Stabilisierung und Sicherung der Abrufbarkeit, eines Langzeitgedidchtnisses fiir die

Diskriminierungsreaktion involviert sind, interferieren.

4.1.3. Injektion von Rapamycin und FK506

Am Modell des Mantelriickzugreflexes der Meeresschnecke Aplysia wurde erstmals ein bisher an
Neuronen zum ersten Mal verwendeter Inhibitor der Regulation der Translation, RAPA, im
Zusammenhang mit Mechanismen von synaptischer Plastizitit untersucht. Wird ein Axon eines
sensorischen Neurons von Aplysia mit 5 Pulsen Serotonin (5-HT) stimuliert, induziert dies eine
synaptische Langzeitverstirkung, welche Transkription sowie die Synthese von neuen Proteinen
benoétigt. Wenn gleichzeitig ein einzelner Stimulus 5-HT, welcher sonst nur eine Proteinsynthese-
unabhingige Kurzzeitverstirkung induziert, auf ein zweites Axon des sensorischen Neurons
appliziert wird, dann fiihrt dies zu einer Langzeitverstarkung an der Synapse (Martin et al., 1997,
Casadio et al., 1999). Die Autoren vermuten, dass diese Synapse markiert wurde, dhnlich dem fiir
adulte Hippokampus-Schnitte beschriebenen synaptischen fagging (Frey und Morris, 1997).
Diese Langzeitverstirkung kann 24 h nach Induktion sowohl morphologisch als auch
elektrophysiologisch nachgewiesen werden. Die durch den einzelnen 5-HT Puls hervorgerufene
Langzeitverstarkung ist bei nachfolgender Applikation von RAPA oder EME 72 h spiter nicht
mehr nachweisbar (Casadio et al., 1999). Die an dem Axon des sensorischen Neurons durch fiinf
Pulse 5-HT induzierte Langzeitverstirkung wird ebenfalls durch die Applikation von RAPA 72 h
spater blockiert. Diese Stabilisierung der synaptischen Langzeitverstirkung in beiden Axonen
des sensorischen Neurons erfordert RAPA-sensitive Mechanismen, deren Fehlen lang anhaltende
funktionelle und strukturelle Verdnderungen an den Synapsen blockiert.

RAPA bindet im Komplex mit FKBP12 an die Kinase mTOR. Durch den Komplex werden
verschiedene Signalwege, die an der Regulation der Initiation der Translation beteiligt sind,
inhibiert. Konnten die beobachteten lang anhaltenden Effekte von ANI oder EME eine RAPA-

sensitive Komponente enthalten?
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Die Applikation von RAPA nach dem initialen Training fiihrte zu keinerlei Beeintrdchtigung der
nach 24 h im Vergleich zu Kontrolltieren gemessenen Diskriminierungsleistung. In der darauf
folgenden Trainingssitzung waren jedoch Diskriminierungsdefizite bei RAPA-behandelten
Tieren nachweisbar.

Zu Beginn der Experimente war noch nichts bekannt iiber die Wirkung von intrazerebral
injizierten RAPA. Wie erst kiirzlich publiziert wurde, fiihrt die intrakraniale Injektion von 50 nM
RAPA unmittelbar nach einem passiven Vermeidungslernen in Kiiken zu einer Beeintrichtigung
des Kurzzeitgedéchtnisses (Bennett ef al., 2002). Nach Perfusion eines hippokampalen Schnittes
der Ratte mit RAPA kommt es zu keiner Verdanderung der basalen Transmission (Tang et al.,
2002). Um Nebenwirkungen des RAPA und FK506 auf Mechanismen, die moglicherweise mit
dem Diskriminierungsverhalten interferieren, zu iiberpriifen, erfolgte die Uberwachung und
Aufnahme weiterer Parameter, wie der SA und der ITC. Fiir die ITC wie auch die SA konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen nachgewiesen werden. Die
Explorationsaktivitit nahm im Vergleich zum initialen Training ab und die Anzahl der bedingten
Reaktionen stieg an. Wie bereits fiir die analogen ANI-Experimente beschrieben, spiegeln diese
Verdnderungen wahrscheinlich eine Gewohnung der Tiere an die Trainingsbox und an die
allgemeine Prozedur wider. Die Gerbils sind also unabhingig von der Behandlung in der Lage,
sich an die experimentelle Situation zu erinnern. RAPA oder auch FK506 verursachen keine
Veridnderungen, welche die Wachsamkeit, Aktivitdt oder Sensitivitit des sensorischen und
motorischen Systems beeinflussen und damit fiir die sinkende Diskriminierungsleistung der
RAPA-behandelten Tiere im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen verantwortlich sein
konnten.

Der Effekt von RAPA war aber erst 48 h nach der Injektion zu beobachten. Dies deutet darauf
hin, dass bei diesen Gerbils die Applikation von RAPA nach der Akquisition zu einer Inhibition
von Komponenten oder Strukturen fiihrt, welche fiir die Stabilisierung und/oder die Moglichkeit
der Abrufung des Langzeitgedédchtnis liber 24 h hinaus benétigt werden. Wie bereits flir Aplysia
vermutet, konnte dies auf einer Hemmung der lokalen synaptischen Proteinsynthese beruhen.
Welche intrazelluliren Signalwege werden moglicherweise durch RAPA beeinflusst? Der
intrazelluldre Rezeptor fiir RAPA in Eukaryoten ist FKBP12. FKBP12 ist eine Peptidyl-prolyl-
cis/trans-Isomerase, welche die cis/trans bzw. trans/cis Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-
Bindungen in prolinhaltigen Peptiden oder Proteinen katalysiert.

FKBP12, der Hauptbindungspartner fiir RAPA, wurde als integraler Bestandteil zweier
Ca’*-Kanile identifiziert. So liegt FKBP12 im Komplex mit dem Inositol-1,4,5-triphosphat-

&3



Diskussion

Rezeptor (IP3R) und Ryanodin-Rezeptor (RyR) vor (Schiene-Fischer und Yu, 2001). FKBP12
scheint weiterhin eine Funktion bei der Regulation der Wirkung von Wachstumstfaktoren wie
dem transforming growth factor B (TGFB) und dem epidermal growth factor (EGF) zu haben
(Schiene-Fischer und Yu, 2001). Sowohl RAPA als auch FK506, sind in der Lage, FKBP12 vom
RyR sowie vom IP3R zu verdringen sowie die Phosphorylierung und damit Aktivierung von
TGFB und EGF zu verstirken (Schiene-Fischer und Yu, 2001). Die Isomerase-Aktivitdt von
FKBP12 kann durch Bindung von RAPA wie auch FK506 inhibiert werden. FK506 kompetitiert
mit RAPA um die Bindungsstelle in FKBP12, wobei die Affinitdt fiir FKBP12 von RAPA ca.
2fach hoher ist als die von FK506 (Abraham und Wiederrecht, 1996). Der FKBP12/RAPA-
Komplex bindet mit hoher Affinitdt an das evolutiondr hoch konservierte 289 kDa Protein mTOR
(Synonyme: TOR, RAFT, FRAP, SEP oder RAPT), wéhrend der FKBP12/FK506-Komplex die
Aktivitit der Ca**-Calmodulin-abhingigen Proteinphosphatase Calcineurin inhibiert (Liu ef al.,
1991).

mTOR ist eine Serin/Threonin Kinase und gehort zur Familie der Phosphatidylinositolkinase-
dhnlichen Kinasen (Schmelzle und Hall, 2000). Ob der Komplex RAPA/FKBP12 die
Kinaseaktivitdt von mTOR direkt inhibiert, konnte bisher nicht eindeutig gekliart werden (Raught
et al., 2001). mTOR reguliert die Translation von bestimmten Subklassen von mRNAs durch die
Regulation der Phosphorylierung von verschiedenen Proteinen in der Zellkultur (Raught et al.,
2001). Diese Komponenten der Translation sind die ribosomalen S6 Kinasen, S6K1 und S6K2,
4E-BPs (4IF4E-Bindungsproteine), elF4GI, elF4B und eEF2. Die ribosomalen S6 Kinasen
regulieren die Translation einer Klasse von mRNAs, welche an ihrem 5°-Ende mehrere
Pyrimidine besitzt (5°-TOP). Zu dieser Klasse gehoren mRNAs von ribosomalen Proteinen,
andere Komponenten der Translation sowie Proteine, die fiir die Prozessierung von mRNA
verantwortlich sind (Meyuhas und Hornstein, 2000). Die Aktivierung der S6K resultiert in der
Phosphorylierung des 40S ribosomalen S6 Proteins und des Initiationsfaktor elF4B (Fumagalli
und Thomas, 2000; Meyuhas und Hornstein, 2000). Die S6K konnen durch RAPA gehemmt
werden (Thomas und Hall, 1997). mTOR moduliert ebenfalls die Phosphorylierung des 4E-BPs
(Gingras et al., 1999; Mothe-Satney et al., 2000). 4E-BP1 ist ein e[F4E Inhibitor. Durch die
Phosphorylierung von 4E-BP1 reduziert sich seine Affinitit zu eIF4E, welches im
hypophosphorylierten Zustand mit hoher Affinitit an e[F4E bindet. Dadurch wird die Interaktion
von elF4E mit elF4G verhindert und die Entstehung des aktiven elF4F-Multiproteinkomplexes,
welcher an die Cap-Struktur am 5'-Ende der mRNA bindet und die Translation initiiert, gechemmt
(Hershey und Merrick, 2000; Raught et al., 2000; Miron et al., 2001). Zusétzlich zur Modulation

84



Diskussion

der Translation wéhrend der Initiationsphase kann diese auch wihrend der Elongation bei
Eukaryoten beeinflusst werden. Der Elongationsfaktor eEF2 fordert die Translokation der mRNA
vom ribosomalen Ort H zu P (Merrick und Nyborg, 2000; Proud, 2000). Phosphoryliertes eEF2
inhibiert diesen Prozess und die RAPA-Behandlung verhindert die Dephosphorylierung (Redpath
et al., 1996). Ob mTOR die Aktivitit von eEF2 reguliert ist unklar.

mTOR reguliert also u. a. den Phosphorylierungszustand von Proteinen, die in die
Translationskontrolle involviert sind. Welche Rolle kénnte mTOR bei Lern- und
Gedédchtnisvorgdngen spielen? RAPA inhibiert die Langzeitverstirkung in Aplysia-Neuronen
(Casadio et al., 1999), die frithe Phase einer BDNF induzierten LTP sowie die spidte Phase
(2 — 3 h nach Tetanus) einer LTP in hippokampalen Schnitten von Ratten (Raymond et al., 2002;
Tang et al., 2002). 5-HT-Behandlung von Aplysia-Neuronen steigert die Phosphorylierung der
S6K1. Dieser Signalweg ist RAPA-sensitiv (Khan et al, 2001). Dopamin-Applikation in
Zellkultur aktiviert RAPA-abhéngig ebenfalls die S6K1 (Polakiewicz et al., 1998).

mTOR interagiert mit Gephyrin, welches in das Gruppieren von GABA- und Glyzin-Rezeptoren
involviert ist. Diese Bindung ist notwendig fiir das Signal zur S6K1 sowie zu 4E-BP1 (Essrich et
al., 1998; Sabatini et al., 1999). Neurabin, ein neuronenspezifisches F-Aktin-bindendes Protein,
bindet iiber seine PDZ-Domine an den C-terminalen Teil der S6K 1 und transportiert die S6K 1 zu
Nervendigungen (Nakanishi et al., 1997; Burnett ef al., 1998). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass mTOR, Gephyrin, S6K1 und Neurabin sich in einer synaptosomalen Fraktion anreichern
(Burnett et al., 1998; Sabatini et al., 1999). Studien in kultivierten Hippokampus-Neuronen
deuten darauf hin, dass elF4E, 4EBP1, 4EBP2 und mTOR an der Postsynapse angereichert sind
(Tang et al., 2002). Diese Ergebnisse sprechen fiir eine lokale Funktion von mTOR in der
Regulation von synaptischer Proteinsynthese. Eine andere Verbindung zwischen mTOR und
lokaler Translation konnte die Modulation der Phosphorylierung von eEF2 {iber verschiedene
Neurotransmitter sein. Glutamat- und NMDA-Behandlung von kortikalen Neuronen in Zellkultur
flihrt zu einer verstirkten Phosphorylierung von eEF2 und zu einer Verringerung der
Translationsrate in Zellkérpern sowie in proximalen aber nicht distalen Zellfortsidtzen (Marin et
al., 1997; Scheetz et al., 2000). Weitere Studien weisen darauf hin, dass die Phosphorylierung
des Elongationsfaktors die Translation von bestimmten mRNAs, wie die der alpha-
Ca”*/Calmodulin-abhingige Kinase II (aCaMKII), in Dendriten verstirkt (Scheetz et al., 1997;
Scheetz et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit, war der Effekt von RAPA 48 h nach dem initialen Training

nachweisbar. Es stellte sich die Frage, ob der beobachtete Einfluss von RAPA auf seine Bindung
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an FKBP12 und damit moglicherweise auf die Inhibition der Aktivitit vom mTOR sowie die
Hemmung der Translation zuriickzufiihren ist. In einem parallelen Kompetitionsversuch wurden
dazu die Bindungsstellen von FKBP12 mit FK506 abgesittigt und anschliefend RAPA appliziert.
Es sollte getestet werden, ob durch die Blockade der FKBP12-Bindungsstelle fiir RAPA sein
Effekt auf die Diskriminierungsleistung unterdriickt werden kann. Der 100fache Uberschuss von
FK506 hob den durch RAPA verursachten Effekt vollstindig auf. Die Injektion von FK506
gefolgt von einer Doppel-Injektion NaCl beeinflusste dagegen die Diskriminierungsleistung der
Tiere nicht. Sowohl RAPA als auch FK506 hemmen durch die Bindung an FKBP12 dessen
Isomerase-Aktivitit und beide sind in der Lage, FKBP12 von den Rezeptoren zu verdringen. Der
RAPA-FKBP12-Komplex bindet aber im Gegensatz zu dem FK506-FKBP12-Komplex an
mTOR.

Die Ergebnisse dieses Versuches deuten darauf hin, dass der durch RAPA hervorgerufene
amnestische Effekt iiber den RAPA-FKBP12-mTOR-Signalweg vermittelt wird. Es ist daher zu
vermuten, dass RAPA-sensitive Mechanismen der Regulation der Initiation der Translation fiir
die lang anhaltende Stabilisierung eines Geddchtnisses fiir die Diskriminierung von FM im AC

des Gerbils eine wichtige Rolle spielen.

4.2. Veranderungen in der Genexpression nach FM-Diskriminierungstraining

4.2.1. Erhohte Expression von Arc (Arg3.1)-mRNA nach FM-Diskriminierungstraining

Um einen ersten Hinweis zu erhalten, ob es im Horkortex des Gerbils nach FM-
Diskriminierungslernen zu Anderungen in der Genexpression kommt, wurde zu Beginn die
Expression von Arc untersucht. Fiir die mRNA von Arc konnte bereits in kortikalen Strukturen
der Maus 4,5 h nach Présentation eines neuen Stimulus eine erhohte Expression nachgewiesen
werden (Montag-Sallaz et al., 1999). Arc wurde als ein IEG identifiziert (Link et al., 1995;
Lyford et al., 1995). Fiir verschiedene IEGs ist eine Erhohung der Expression unmittelbar nach
Lernexperimenten gezeigt wurden, so auch fiir Arc (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995;
Guzowski et al., 2000). Die Expression von Arc wird massiv durch synaptische Aktivitit (Link et
al., 1995; Lyford et al., 1995; Ying et al., 2002) sowie verschiedenste biochemische Stimuli
induziert (z. B. Nakahara et al., 2000; Pei et al., 2000; Klebaur et al., 2002). Arc-mRNA sowie
auch das Protein wurde in Dendriten von aktivierten Synapsen nachgewiesen (Steward et al.,
1998; Wallace et al., 1998). Durch die Blockierung der Proteinexpression mittels antisense-

Oligonukleotiden konnte gezeigt werden, dass Arc flir die Aufrechterhaltung einer LTP sowie die
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Konsolidierung eines Langzeitgedichtnis fiir riumliches Lernen wichtig ist. In Neuronen kann
durch Ca®" und zyklisches Adenosin-3’5’-monophosphat (cAMP) die mRNA von Arc induziert
werden. Die Induzierbarkeit ist dabei von der Aktivierung der PKA und des MAPK/ERK-
Signalweges abhingig (Waltereit et al., 2001). Weitere Studien deuten darauf hin, dass BDNF
ein Regulator der Arc-Induktion bei lang anhaltender synaptischer Plastizitit ist (Ying et al.,
2002). Es ist bisher wenig bekannt iiber die Funktion von Arc. Es wird vermutet, dass Arc an der
Reorganisation des Zytoskeletts sowie der Regulation der Lokalisation von aCaMKII in die
Dendriten beteiligt ist (Guzowski et al., 2001).

Nach der Auswertung der ISH mit einer Sonde fiir Arc konnte im Horkortex des Gerbils 5 h nach
FM-Diskriminierungstraining eine erhohte mRNA-Expression im Vergleich zu untrainierten
Tieren ermittelt werden. In der Tendenz war ein dhnliches Resultat nach der Auszéhlung der
Zellen fiir den SCo nachweisbar. Der SCo ist nach der Akquisition des FM-
Diskriminierungstrainings vermutlich auch fiir die somatosensorische Integration verantwortlich.
Nach Tonkonditionierung war eine Erhohung metabolischer Aktivitit (2DG) auch in dieser
Kortexregion nachweisbar (Scheich ef al., 1993a). Eine Erhéhung des Arc-Transkriptes im SCo
spricht somit nicht gegen eine spezifisch induzierte Expression von Arc-mRNA im AC im

Kontext zum FM-Diskriminierungslernen.

4.2.2. Subtraktive Hybridisierung zur Detektion differentiell exprimierter Gene

Zur Detektion von Verdnderungen der Genexpression auf der Ebene der mRNA finden
verschiedene Techniken ihre Anwendung. Héaufig genutzte sind das Differential Display und die
subtraktive Hybridisierung. Erstmals wurde die Methode des Differential Displays 1992
beschrieben (Liang und Pardee, 1992). Durch die SSH werden vorzugsweise solche Gene erfasst,
die in einem von zwei zu vergleichenden Zell- oder Gewebetypen eine verdnderte Expression
aufweisen. Vorteile der SSH sind: 1.) differentiell exprimierte Gene konnen sich stark anreichern
(bis 1000fach), 2.) fiir die Durchfiihrung sind nur wenige (3 — 4) Tage notwendig, 3.) erhaltene
cDNAs konnen sehr schnell kloniert oder der subtrahierte cDNA-Mix direkt als Probe fiir eine
Hybridisierung eingesetzt werden, 4.) die hohe Sensitivitit sowie 5.) die Moglichkeit der
Isolierung gewebespezifischer und seltener mRNAs, da der Hintergrund abundanter mRNAs (z.
B. Haushaltsgene) in der subtrahierten Probe reduziert wird (Diatchenko et al., 1996; Gurskaya et
al., 1996). Als methodischer Nachteil ist der Einsatz grofler poly-A-RNA Mengen (0,5 — 2 ng)

bei geringer cDNA Ausbeute seltener RNA-Transkripte zu nennen, wobei letzteres durch die
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PCR-Amplifikationsrunden kompensiert werden kann. Da die SSH eine kinetische Reaktion ist,
werden in beiden zu vergleichenden Gewebeproben vorkommende mRNAs nicht vollstindig
subtrahiert, weshalb cDNAs von im Zielgewebe 5 — 10fach erhoht exprimierter RNAs isoliert
werden konnen.

Fiir die in dieser Arbeit bearbeitete Fragestellung wurde die SSH aus folgenden Griinden
verwendet: nur zwei Proben sollten miteinander verglichen werden (trainiert minus untrainiert),
die schnelle Durchfiihrbarkeit des Experimentes (3 — 4 Tage) und die in der Literatur
beschriebene geringe Anzahl falsch positiver PCR-Produkte (zum Teil weniger als 10 %) (Bole-
Feysot et al., 2000). Durch die vorherige Verwendung des SMART ~ PCR ¢cDNA Synthesis Kits
stand geniigend Ausgangsmenge zur Verfiigung. Dieses System bietet die Moglichkeit, cDNA
iiber die gesamte Linge der mRNA-Molekiile herzustellen, was eine Identifizierung der
erhaltenen cDNAs vereinfacht. Weiterhin bestanden bereits gute Erfahrung in der Anwendung
dieser Methode innerhalb der Abteilung (Dieterich et al., 2002). Ferner wurde die SSH bereits
zur Identifizierung differentiell exprimierter Gene in der Amygdala nach Angstkonditionierung
genutzt (Stork et al., 2001). Nach Auswertung der identifizierten Klone mittels Northern-Blot-
Hybridisierung konnten aber keine trainingsbedingten Expressionsdnderungen nach Erwerb der
FM-Diskriminierungsreaktion im AC des Gerbils gefunden werden.

In verschiedenen Spezies wurde bereits nachgewiesen, dass Langzeitgeddchtnis eine zweite
Phase intakter Proteinsynthese bendtigt, die 3 — 5 h oder 6 — 7 h nach Training beginnt (Grecksch
und Matthies, 1980; Chew et al., 1995; Freeman et al., 1995; Bourtchouladze et al., 1998;
Tiunova et al., 1998; Quevedo et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass im Vergleich zu Kochsalz-behandelten Tieren, Gerbils, denen 4 und 6 h nach dem initialen
Training ANI in den AC verabreicht worden war, in den nachfolgenden Trainingssitzungen
Defizite in der Diskriminierungsleistung aufwiesen. Verdnderungen in der Expression auf Ebene
der Transkription wurden daher 5 h nach Akquisition, in der moglichen zweiten Phase erhohter
Proteinsynthese, untersucht. Es war aber keine Induktion auf mRNA-Niveau mittels SSH
detektierbar.

Es besteht die Moglichkeit, dass sich unter den trainierten Tieren, deren AC spéter fiir die SSH
eingesetzt wurden, Gerbils mit unterschiedlicher Lerndynamik befanden, d. h. die Tiere erlernten
innerhalb der ersten Trainingssitzung die Diskriminierung der FMs unterschiedlich gut. Dies
konnte moglicherweise in verschiedenen Expressionsniveaus resultieren. In anderen Studien
konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in der Expression von mRNAs zwischen guten und

schlechten Lernern moglich sind. Die Arc mRNA-Expression im dorsalen Hippokampus der
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Ratte von guten Lernern nach rdumlichem Lernen war stirker als die von schlechteren Lernern
(Guzowski et al., 2001). Eine hohere Menge des Arc Transkriptes in der CA3-Region wurde bei
Wasser-deprivierten Ratten ermittelt, die ldnger dafiir bendétigten ein leverpressing operant
conditioning paradigm (Hebel wird nach Ton gedriickt, um an Wasser zu gelangen) zu erlernen.
Im Gegensatz dazu war eine geringere Arc Expression in der CA3-Region bei schnelleren Lerner
nachweisbar (Kelly und Deadwyler, 2002). Wenn also die mRNA aus dem ACs von guten und
schlechten Lernern 5 h nach FM-Diskriminierungstraining vermischt wurde, dann besteht die
Moglichkeit, dass eine verdnderte Expression mittels SSH nicht mehr detektierbar war. Weiterhin
wird eine unterschiedliche Aufgabenverteilung der einzelnen Felder des AC diskutiert (Budinger
et al., 2000a; Budinger et al., 2000b). Das konnte zu unterschiedlichen Expressionsmustern in
diesen Feldern fiihren, die mittels SSH nicht detektiert werden konnten, da mRNA vom gesamten

AC isoliert wurde.

4.2.3. Verianderungen der Genexpression nach FM-Diskriminierungstraining und

Stimulation mit Kainat
4.2.3.1. Northern-Blot-Hybridisierung

Die nach der SSH identifizierten Klone wurden mit Ausnahme der Haushaltsgene und
mitochondrialen Gene mittels Northern-Blot-Hybridisierung hinsichtlich trainingsbedingter
Expressionsdnderungen TUberpriift. Keines der getesteten Gene zeigte 5 h nach FM-
Diskriminierungstraining eine erhdhte mRNA-Expression. Fiir VILIP-1-mRNA konnte eine
Reduktion ermittelt werden. Parallel dazu erfolgte eine weitere Northern-Blot-Hybridisierung der
Klone, bei welcher Gesamt-RNA aus Kortex und Hippokampus von Tieren, denen 6 h zuvor
intraperitoneal Kainat oder physiologische Kochsalzlosung injiziert wurde, Verwendung fand.
Durch Behandlung mit Kainat kommt es zur Depolarisation von Neuronen, gefolgt von
epileptischen Anfillen, Neurodegeneration, Plastizitit sowie Gliosis, welche besonders im
Hippokampus, aber auch in kortikalen und subkortikalen Arealen ausgeprigt sind (Ben-Ari,
1985; Zagulska-Szymczak et al., 2001). Durch systemische oder intrazerebrale Applikation von
Kainat konnen bei Versuchstieren Symptome ausgelost werden, die sehr dhnlich zu
Temporallappenepilepsien des Menschen sind (Ben-Ari, 1985). Gleichzeitig konnen Anderungen
in der Genexpression zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Injektion der Substanz detektiert
werden (z. B. Pazman et al., 1997; Hevroni et al., 1998; Zagulska-Szymczak et al., 2001). Fiir
BDNF wie auch Activin-BA waren bereits erhohte mRNA-Mengen im Hippokampus der Ratte
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6 h nach intraperitonealer Applikation von Kainat beschrieben worden (Zafra et al., 1990;
Inokuchi et al., 1996). Daher wurden Gerbil-spezifische cDNA-Sonden in der Northern-Blot-
Hybridisierung als Positivkontrolle genutzt, um nachzuweisen, dass die Stimulation mit Kainat
im Gerbil dhnliche Verdnderungen auf Ebene der Transkription hervorruft, wie bei der Ratte.
Tatsdchlich war die Expression beider Gene deutlich erhoht, wodurch sowohl die Sensitivitit
plastizitétsrelevanter Mechanismen der Regulation der Transkription im Gerbilhirn, als auch die
Eignung der Methode zur Erfassung von Anderungen der mRNA-Expression bestitigt wurde. In
den untersuchten Hirnstrukturen von trainierten Gerbils wie auch von Kontrolltieren iiberstieg
das Expressionsniveau beider Gene allerdings nicht die Nachweisgrenze der Methode. Eine
Erhohung der mRNA-Expression nach Applikation von Kainat wurde weiterhin fiir Nurrl/2,

Translin und Klon 2.2.69 detektiert.

4.2.3.2. Nicht-radioaktive in situ-Hybridisierung

Mit Ausnahme von VILIP-1, fiir das eine Reprimierung der mRNA nachweisbar war, konnte fiir
keinen weiteren Klon aus der SSH eine Expressionsinderung 5 h nach FM-
Diskriminierungstraining ermittelt werden. Dies konnte auch an der fehlenden Sensitivitdt der
Methode der Northern-Blot-Hybridisierung liegen. Daher wurden interessante Klone mittels
nicht-radioaktiver ISH untersucht. Die nicht-radioaktive ISH bietet im Vergleich zur radioaktiven
eine bessere zelluldre Auflosung, bei gleich guter Detektion von RNA-Transkripten. Es muss
aber darauf hingewiesen werden, dass im Vergleich zur radioaktiven ISH, keine Erhéhung der
Expressionsrate von mRNAs innerhalb einer Zelle nachweisbar ist, sondern nur eine Steigerung
der Anzahl an Zellen, welche die jeweilig nachzuweisende mRNA transkribieren. Bei
hochabundanten Transkripten, welche in fast allen Zellen zu finden sind, kann daher keine
Verdnderung mehr detektiert werden. Deshalb wurde zusétzlich mittels Nissl-Farbung die Anzahl
neuronaler Zellen bestimmt und mit den Zellzahlen, welche nach Auszdhlung der einzelnen ISH

ermittelt wurden, verglichen.

VILIP-1

Fiir VILIP-1 war eine Senkung der mRNA-Expression im AC des Mongolischen Gerbils 5 h
nach FM-Diskriminierungstraining sowohl durch Northern-Blot-Hybridisierung als auch durch
die Detektion der mRNA im Gewebe nachweisbar. Im Vergleich dazu konnten keine

Unterschiede zwischen trainierten und untrainierten Gerbils im SCo ermittelt werden. Dies
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spricht fiir eine spezifische Regulation der Expression von VILIP-1-mRNA im AC des Gerbils
nach FM-Diskriminierungstraining. Im Kortex bzw. Hippokampus fanden sich keine
Unterschiede 6 h nach der intraperitonealen Applikation von Kainat im Vergleich zu NaCl-
behandelten Gerbils.

Bereits fiir andere Ca’"-bindende Proteine konnten nach einem Lernexperiment Anderungen in
der Genexpression nachgewiesen werden. In der Amygdala der Ratte wurde 6 h nach einer
Angstkonditionierung eine erhohte mRNA-Menge fiir Neurocalcin 0, einem Mitglied der NCS-
Familie, beschrieben (Stork et al., 2001). Die Sensitisierung von Aplysia fiihrte zu einer
Steigerung der mRNA-Konzentration von Calreticulin, einem Ca*"-bindenden Protein im
endoplasmatischen Retikulum der Priasynapse des sensorischen Neurons (Kennedy et al., 1992).
Nach Hell-Dunkel-Diskriminierungslernen in der Y-Kammer wurde 24 h spiter eine signifikante
Verringerung der Parvalbumin-Protein-Konzentration gegeniiber passiven Kontrollen im
Hippokampus der Ratte gemessen (Handschack, 1995). Eine deutliche Steigerung der VILIP-1-
Protein- und mRNA-Expression konnte einen Tag nach der Induktion einer LTP im Gyrus
dentatus festgestellt werden (Manahan-Vaughan und Braunewell, 1996). Die Aktivierung von
Gruppe 1 metabotropen Glutamatrezeptoren (mGluR) durch (R,S)-3,5-Dihydroxyphenylglycin
fithrte zu einer verstirkten Expression von VILIP-1 im Gyrus dentatus sowie der CA1- und CA3-
Region 24 h nach Substanzapplikation (Manahan-Vaughan und Braunewell, 1996). VILIP-1
spielt moglicherweise bei den molekularen Verdnderungen, die bei LTP auftreten, eine Rolle und
die Aktivierung von mGluRs kdnnten bei der Regulation der VILIP-1-Expression eine Rolle
spielen. Eine weitere Studie wies nach, dass VILIP-1 Ca*'-abhingig doppelstringige RNA
binden kann (Mathisen et al., 1999). Eine solche Interaktion wurde gezeigt mit der 3°UTR der
mRNA von TrkB, des Rezeptors fiir BDNF. Das konnte auf einen neuen Mechanismus zur
mRNA-Lokalisierung im Zentralnervensystem hinweisen. Die physiologische Funktion von
VILIP-1 ist noch weitergehend ungeklirt. Es waren auch Ca*"-abhingig Effekte von VILIP-1 auf
verschiedene Zyklaseenzyme nachweisbar (Boekhoff et al., 1997; Braunewell et al., 1997,
Braunewell et al., 2001). Dies konnte darauf hindeuten, dass VILIP-1 an der Modulation von
lernrelevanten Signalwegen, wie dem cAMP- oder cGMP-Signalweg beteiligt ist. Sowohl den
Adenylatzyklasen (Hanoune und Defer, 2001) als auch den Guanylatzyklasen (Wang und
Robinson, 1997) werden eine wichtige Rolle innerhalb gedéachtnisbildender bzw.

plastizititsabhidngiger Prozesse zugeschrieben.
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Nurrl/Nurr2

Eine Steigerung der Expression der Nurrl/2-mRNA konnte 6 h nach krampfauslésender
Stimulation mit Kainat im Kortex und Hippokampus des Gerbils im Vergleich zu NaCl-
behandelten Tieren detektiert werden. Diese Daten bestitigen die von Crispino et al. (1998)
beschriebene Induktion von Nurrl im Kortex und Hippokampus der Ratte nach Injektion von
Kainat. Keine Unterschiede fanden sich dagegen mittels Northern-Blot-Hybridisierung und ISH
5 h nach FM-Diskriminierungstraining im Vergleich zu Kontrolltieren. Es war aber eine
signifikant erhdhte Anzahl Nurrl/2 positiver Zellen im rechten AC im Vergleich zum linken AC
trainierter Tiere nachweisbar. Nach Lasionsexperimenten wurden fiir die beiden Hemisphéren
unterschiedliche Funktionen fiir die FM-Diskriminierungsreaktion vermutet. Dass fiir Nurrl/2
erhobene Resultat konnte moglicherweise ein Hinweis darauf sein, dass bereits auf Ebene der
Transkription Lateralisierungsphdnome detektiert werden konnten. Das Ergebnis miisste aber mit
weiteren molekularbiologischen und biochemischen Experimenten verifiziert werden.

Der Orphan-Rezeptor Nurrl ist ein Mitglied der NGFI-B Familie, einer Familie von
Hormonrezeptoren, welche als Monomere an eine bestimmte DNA-Sequenz (AAAGGTCA)
binden. Sie regulieren so die Expression ihrer Zielgene, ohne dass sie eine Ligandenbindung
benotigen (Murphy und Conneely, 1997). Nurr2 kann méglicherweise als kompetitiver Repressor
fiir Nurrl wirken (Ohkura et al., 1999). Es wird vermutet, dass Nurrl eine wichtige Rolle in der
Koordination der Regulation von Neuroendokrinen spielt. Die Analyse von Nurrl”-Miusen
zeigte, dass dieses Molekiil essentiell fiir die Entwicklung von dopaminergen Neuronen des
Mesenzephalons ist (Zetterstrom et al., 1997; Castillo et al., 1998; Saucedo-Cardenas et al.,
1998). Das fiir Nurrl kodierende Gen ist ein IEG, welches nach Stimulation sehr schnell
induziert wird (Davis und Lau, 1994; Murphy und Conneely, 1997). Pena de Ortiz et al. (2000)
wiesen eine erhohte Expression von Nurrl-mRNA in den Regionen CA1l und CA3 des dorsalen
Hippokampus der Ratte nach rdumlichem Lernen nach. Dies legt eine Rolle fiir Nurrl bei

Plasizitdtsprozessen nahe, die ndher untersucht werden sollte.

4.3. Zusammenfassung und Ausblick

Die Ausbildung eines Langzeitgedichtnisses fiir die FM-Diskriminierungsreaktion ist, wie
gezeigt werden konnte, abhingig von intakter Proteinsynthese im Horkortex des Gerbils. Fiir die
zugrunde liegenden Mechanismen konnen Proteinsynthese-abhidngige Prozesse mit

verschiedenen Zeitcharakteristiken angenommen werden, die sich in unterschiedlicher Weise
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pharmakologisch beeinflussen lassen. Die Befunde lassen vermuten, dass in zeitlicher Ndhe zum
Lernexperiment die Translation unterschiedlicher Klassen von mRNAs erfolgen muss, deren
Proteinprodukte offenbar fiir verschiedene Phasen der Langzeitgedédchtnisbildung von Bedeutung
sind. Die Konsolidierung eines Gedachtnisses fiir die FM-Diskriminierung fiir die Dauer von 1 -
2 Tagen erfordert die Expression von Proteinen, deren Synthese nicht durch RAPA beeintriachtigt
werden kann. Fiir eine iliber diesen Zeitraum hinausgehende Stabilisierung des Gedichtnisses
wird dagegen zusdtzlich RAPA-sensitive Proteinsynthese benotigt.

Erste Ergebnisse zeigen, dass es auch zu trainingsbedingten Verdnderungen in der Genexpression
auf Ebene der Transkription im AC des Gerbils 5 h nach FM-Diskriminierungstraining kommt.
Es war sowohl die Induktion als auch die Reprimierung von mRNAs nachweisbar.

Bisherige Resultate aus der Literatur weisen darauf hin, dass der AC von Sdugetieren eine
wichtige Funktion in der Prozessierung von auditorischen Stimuli hat und verschiedene Formen
von auditorischen Antwortverhalten vermittelt. Die pharmakologischen Studien sind das erste
experimentell vorliegende Ergebnis, dass intakte Proteinsynthese im AC des Gerbils fiir die
Konsolidierung und die Widerabrufbarkeit der FM-Diskriminierungsreaktion notwendig ist.
Ferner sind nach dem Erwerb der FM-Diskriminierungsreaktion Verdnderungen auf Ebene der
Transkription im AC nachweisbar. Die in dieser Arbeit vorgestellten Befunde sprechen dafiir, der
AC des Gerbils fiir Aspekte der FM-Verarbeitung, die in Mechanismen des Lernens und der
Gedédchtnisbildung involviert sind, von Bedeutung ist.

Ein Ziel weiterfiihrender Arbeiten konnte die Identifizierung von Neurotransmittersystemen und
Charakterisierung von Signalkaskaden sein, die in die Konsolidierung des Langzeitgedédchtnisses

fiir die FM-Diskriminierungsreaktion im AC involviert sind.
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5. Zusammenfassung

Die Konditionierung des Mongolischen Gerbils zur Diskriminierung von linear
frequenzmodulierten Toénen (FM) ist ein wichtiges Tiermodell fiir die auditorische
Hirnforschung. In der hier vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung des Horkortex fiir die
Richtungsdiskriminierung von FMs untersucht werden.

Um die Rolle von zerebraler Proteinsynthese fiir das Gedéchtnis der FM-Diskriminierung zu
untersuchen, erhielten Gerbils nach dem Lernexperiment bilaterale Injektionen des
Proteinsyntheseinhibitors Anisomycin (ANI) in den auditorischen Kortex (AC). Im Vergleich zu
Kontrolltieren zeigten die ANI-behandelten Gerbils Defizite in der Diskriminierungsleistung in
nachfolgenden Sitzungen. Sie waren zwar in der Lage, innerhalb einer Trainingssitzung ihre
Diskriminierungsleistung deutlich zu verbessern, im Gegensatz zu Kontrolltieren begannen sie
jedoch jede neue Sitzung wieder auf niedrigem Niveau. Wenn vortrainierten Tieren nach dem
Training ANI appliziert wurde, dann war die Diskriminierungsleistung an den nach folgenden
Tagen dhnlich der an den Tagen vor der Injektion gemessenen. Das deutet darauf hin, dass die
Retention, Abrufung und die Expression der etablierten Reaktion nicht beeintrichtigt waren. Eine
Verbesserung der Reaktion, wie sie flir Kontrolltiere beobachtet werden konnte, war jedoch tliber
Tage gestort. Intrakortikale Injektionen eines weiteren Inhibitors der Proteinsynthese, Emetin
(EME), Dbestdtigten dieses Ergebnis. ANI oder EME beeinflussten nicht die
Diskriminierungsleistung, wenn sie einige Tage vor dem initialen Training appliziert wurden. Die
Befunde belegen, dass Inhibitoren der Proteinsynthese, die nach Akquisition der
Diskriminierungsreaktion in den AC des Gerbils verabreicht werden, mit Aspekten des Lernens
und der Gedichtnisbildung interferieren. Das daraus resultierende Defizit in der
Diskriminierungsleistung war iiber mehrere Tage nachweisbar und beruht wahrscheinlich auf
einer Beeintrachtigung der Gedichtniskonsolidierung, d. h., von Prozessen, die fiir Langzeit-
Stabilisierung und/oder Abrufung des Geddchtnisses bendtigt werden, wihrend das
Kurzzeitgedéchtnis intakt bleibt.

Wird Rapamycin (RAPA), dass mit der Translationsaktivitdt nur bestimmter mRNA-Subgruppen
interferiert, nach dem Training von Gerbils zum Erwerb einer FM-Diskriminierungsreaktion in
den Horkortex verabreicht, so fiihrte dies zu keinerlei Beeintrichtigung der nach 24 Stunden im
Vergleich zu Kontrolltieren gemessenen Diskriminierungsleistung. Am darauf folgenden Tag
sind jedoch Diskriminierungsdefizite nachweisbar. Ein Kompetitionsversuch mit FK506 zeigte,
dass der Effekt von RAPA aufgehoben werden kann. Dies konnte bedeuten, dass Mechanismen
der Regulation der Initiation der Translation fiir die langfristige Stabilisierung der FM-
Diskriminierungsreaktion bendtigt werden.

Ferner konnte gezeigt werden, dass es zu Verdnderungen in der Expression von mRNAs im AC
des Gerbils flinf Stunden nach initialem FM-Diskriminierungstraining kommt. Was zu der
Annahme fiihrt, dass auch transkriptionelle Prozesse an der Konsolidierung einer
Diskriminierungsreaktion im AC des Gerbils beteiligt sind.

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass transkriptionelle Verdnderungen und
Proteinsynthese-abhidngige Prozesse sowie moglicherweise Mechanismen der Regulation der
Initiation der Translation im AC des Gerbils fiir Konsolidierung, langfristige Stabilisierung
und/oder Abrufung eines Gedéchtnisses fiir die FM-Diskriminierungsreaktion eine Rolle spielen.
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Abkiirzungen

7. Abkiirzungen

2DG
Al
Ald
AAF
AC
ANI
ANOVA
AV
BCIP
bp
BSA
Cb
cDNA

CPu
CR+

cRNA
CS+
CS-

DEPC
DG
DIG
DNA
dNTP
DP
DTT
EDTA
EME
Ent
FM
FS
GCL
HCI
HF
HzOz
IEG
ISH
ITC
LB
mca
MGB
ML

2-Desoxyglukose Verfahren

priméres auditorisches Feld

dorsaler Teil des priméren auditorischen Kortex
anteriores auditorisches Feld

auditorischer Kortex (auditory cortex)
Anisomycin

Varianzanalyse

anteroventrales auditorisches Feld
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat
Basenpaare

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Cerebellum

komplementére Desoxyribonukleinsédure (complementary
DNA)

Caudatoputamen

korrekte konditionierte Reaktion (correct conditioned
response)

falsche Antwort auf den abwartsmodulierten Ton
komplementire Ribonukleinsdure (complementary RNA)
aufwirtmodulierter Ton 1-2 kHz, bedingter Reiz
abwirtsmodulierte Ton 2-1 kHz, bedingter Reiz
dorsales auditorischen Feld

Diethylpyrocarbonat

Gyrus dentatus

Digoxygenin

Desoxyribonukleinsiure (desoxyribonucleic acid)
Desoxynukleotidtriphosphat

dorsoposteriores auditorisches Feld
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsiure

Emetin

entorhinaler Kortex

frequenzmodulierte Tone

FuB3schock, Intensitit des Strafreizes
Kornerzellschicht

Salzsédure

Hippokampusformation

Wasserstoffperoxid

immediate early gene

in situ-Hybridisierung

intertrial crossing, Intertrial-Aktivitét

Lauria Bertani

mittlere Cerebralarterie

Corpus geniculatum mediale (mediales Genikulatum)
Molekularschicht
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Abkiirzungen

MMLV
MOPS
mRNA
NaCl
NaOH
NBT
NMDA
PCL
PCR
RAPA
RNA
RNase

SA

SCo
SDS
SSH
TBE
TF
Tris

VM
VP

Moloney-Maus-Leukdmie-Virus
2-(N-Morpholino) propansulfonsédure
Messenger-RNA (messenger-RNA)
Kochsalz

Natronlauge
4-Nitroblue-Tetrazoliumchlorid
N-Methyl-D-aspartat
Purkinjezellschicht
Polymerasekettenreaktion
Rapamycin

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
Ribonuklease

Subiculum

Startaktivitidt (Explorationsaktivitit, Seitenwechsel in der

Habituationszeit)

somatosensorischer Kortex
Natriumdodecylsulfat

suppression subtractive hybridization
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Transkriptionsfaktoren
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
ventrales auditorisches Feld
ventromediales auditorisches Feld
ventroposteriores auditorisches Feld
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