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Vorwort 1

Vorwort

Das letzte Jahrhundert war im Bereich der Hirnforschung im Wesentlichen von zwei
unterschiedlichen und strikt voneinander getrennten Epochen geprégt. So beschaftigten sich
nahezu alle groflen Neurobiologen der ersten Halfte des vorangegangenen Jahrhunderts wie
Sherrington, Cannon, Papez oder Hebb mit den neuronalen Mechanismen emotionalen
Verhaltens. Arterhaltende und in allen Lebewesen immanente Verhaltensweisen wie die
Reaktion auf drohende Gefahr, die Interaktion mit Sexualpartnern sowie die Auseinandersetzung
mit Feinden standen im Mittelpunkt ihres Interesses. Bereits im Jahre 1878 beschrieb der
franzosische Neurologe Paul Broca anatomisch auffallige und sich dadurch vom restlichen
Kortex abhebende Strukturen im Bereich des medialen Temporallappens. Aufgrund ihres
ringférmigen Verlaufs um das Stammhirn und dadurch gewissermalien eine Grenze dessen
bildend, fasste er den unmittelbar dem Corpus callosum anliegenden Kortexbereich, u. a.
bestehend aus Gyrus cinguli und Hippocampus, mit dem lateinischen Wort fiir Grenze (limbus)
als limbischen Kortex zusammen. Bereits im Jahre 1930 hatten sich die Hinweise verdichtet,
dass ein grof3er Anteil dieser limbischen Strukturen in die Generierung und den Ausdruck von
Emotionen involviert ist. So postulierte der amerikanische Neurologe James Papez unter
Berufung auf Arbeiten vieler Vorgénger wie z. B. Cannon und Brad den nach ihm benannten
Papez-Kreis als die emotionale Funktionseinheit schlechthin, welche den Kortex mit dem
Hypothalamus verknipft. Wie auch viele Wissenschaftler der heutigen Zeit vermutete Papez
schon damals, dass der Kortex maligeblich daran beteiligt sei, Emotionen zu erfahren und
erfassen. Dies endete schliellich im Konzept des ,limbischen Systems* des amerikanischen
Physiologen Paul MacLean im Jahre 1952, in welchem die Strukturen des Gyrus cinguli,
Hippocampus, Hypothalamus und der vorderen Thalamuskerne zusammengefasst waren.
Ausschliel3lich diesen untereinander verbundenen Strukturen wurde von ihm die Funktion zur
Erfahrung und Expression von Emotionen zugeschrieben. In seine Theorie waren alle im letzten
halben Jahrhundert gewonnenen Forschungsergebnisse eingeflossen (LeDoux 1987, 1991). So
verlieB man das Feld der Emotionsforschung und widmete sich fortan hauptsachlich den
kognitiven Prozessen. Kognitive Prozesse wie Aufmerksamkeit oder Lernen und Gedéachtnis
schienen den Forschern aufgrund ihres unbewussten Ablaufs solider und objektiver zu erfassen
als die stark subjektiv gefarbten Emotionen und das sich daraus ergebende Verhalten der Tiere
(Kihlstrom 1987). Es erscheint als Ironie, dass ausgerechnet die kognitive Neurowissenschatft,
welche zundchst das Ende der Forschung um Emotionen und Verhalten bedeutete, dieser

entscheidend zur Wiedergeburt verhalf. Kontrdr zur allgemeinen Vorstellung sind nicht
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zwingend bewusste Geftihle notwendig, um emotionale Antworten auszulésen. Die Verarbeitung
emotionaler Informationen im Gehirn (z. B. Detektion von und Reaktion auf Gefahr) beinhaltet
wie kognitive Prozesse tiberwiegend unbewusste Mechanismen (Ohman 1992; LeDoux 1996).
Gedanken bestehen auBerdem sowohl aus kognitiven als auch emotionalen Anteilen. Auch das
Konzept des limbischen Systems (MacLean 1949, 1952; Isaacson 1982) offenbarte alsbald viele
Mangel. Es verdeutlichte sich namlich vor allem durch Lasionsstudien an Tieren (bereits 1950-
1960) sowie durch fMRI-Studien des menschlichen Gehirns in den 80iger und 90iger Jahren,
dass es Bereiche des sogenannten limbischen Systems wie beispielsweise den Hippocampus gibt,
welche entscheidend zum Langzeitgedachtnis beitragen. Zudem rickte vor allem die im
»limbischen System* von MacLean kaum beriicksichtigte Amygdala immer mehr in den Focus
als eine zentrale Struktur bei der Erfahrung von und Reaktion auf Angst. Deshalb gehen
fuhrende Wissenschaftler heute nicht mehr von einem starren emotionalen System in Form des
limbischen Systems aus (MacLean 1952) und fordern eine Revision des Begriffs (Brodal 1982;
LeDoux 1987, 1991; Kotter and Meyer 1992).

Vielmehr geht es heute und in Zukunft darum, die getrennte Betrachtung von kognitiven und
emotionalen Vorgangen aufzuheben und diese miteinander zu verkniipfen. So kénnen Emotion
und Kognition als zun&chst unbewusst ablaufende Prozesse begriffen werden, welche zu
bewussten Erfahrungen filhren konnen, jedoch nicht miissen. Und tatsachlich, das ,,Fear
Conditioning* (FC) (siehe Punkt 1.2) leitete im letzten Jahrzehnt eine Renaissance der
Forschung um Emotionen einerseits und einen ersten sehr wichtigen Schritt zur Vernetzung von
emotionalen und kognitiven VVorgangen andererseits ein. So kann in diesem Versuchssystem eine
Operationalisierung, sprich eine objektive Messbarkeit, von Angst erreicht werden. In fMRI-
Studien an menschlichen Gehirnen wurde beim FC eine Aktivitdtszunahme vor allem in der
Amygdala festgestellt (Buchel et al. 1998; LaBar et al. 1998), welche auch bei unterschwelligen
Stimuli ausgemacht werden kann (Morris et al. 1998). Daher ist anzunehmen, dass auch beim

Menschen diese Gehirnstruktur die entscheidende Rolle fiirs Angstlernen spielt.
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1 Einleitung

1.1 Die Amygdala und ihre Bedeutung beim emotionalen Lernen

Die Amygdala, ein phylogenetisch &lterer Teil des Kortex, weckt im Zusammenhang mit
Emotionen und emotionalem Lernen zunehmend das Interesse der modernen Neurobiologie. Sie
ist eine bilateral angelegte, symmetrische Hirnstruktur im vorderen, medialen Bereich des Lobus
temporalis (Abb. 1.1).

Abb. 1.1: Lage der Amygdala

Gezeigt ist die Amygdala im
menschlichen Gehirn, im vorderen
medialen Temporallappen.

Der Name ,,Amygdala“ stammt aus dem Griechischen und bedeutet Ubersetzt ,,Mandelkern®.
Aufgrund der duBeren Ahnlichkeit mit diesem wurde ihr dieser Name zuteil.

Sie formiert sich aus 12 zum Teil sehr heterogenen Regionen, welche sich wiederum in
verschiedene Subregionen unterteilen lassen. Die fiir die Angstkonditionierung (,,Fear
Conditioning* = FC) und somit fur diese Arbeit bedeutendsten Teilbereiche der Amygdala
stellen der laterale (LA), basale (B), akzessorisch basale (AB) sowie der zentrale Kern (CE) und
die Verbindungen zwischen diesen dar (Abb. 1.2). Neuroanatomische Studien mehrerer Spezies
wie Ratten, Katzen und Primaten zeigen Ubereinstimmende synaptische Verknupfungen von LA,
B, AB und CE (Amaral 1992; Pare et al. 1995; Pitkanen et al. 1997; Cassell et al. 1999). Kurz
gesagt projiziert die LA gleichermallen zur B, AB und CE, und beide sowohl B und AB

wiederum projizieren zur CE. Es gilt dabei anzumerken, dass die Verbindungen in diesem
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intraamygdaldren Netzwerk eher auf dem Level von Subnuclei in jeder dieser Regionen als auf
dem Level der Kerngruppen selbst organisiert sind (Pitkanen et al. 1997). Aus Grinden der
Einfachheit jedoch werde ich im weiteren Verlauf eher von den Kerngebieten als den einzelnen

Subregionen sprechen.

Abb. 1.2: Wichtige Kerngebiete der Amygdala bei der Angstkonditionierung und ihre Verknipfung

Dargestellt sind der laterale (LA), basale (B), akzessorisch basale (AB) sowie der zentrale Kern (CE) der
Amygdala und der lateral angrenzende Cortex piriformis (PIR) sowie das dorsal angrenzende Caudate-
Putamen (CPU) in einer Nissl-Farbung (oben links) sowie einer Acetylcholinesterase-Farbung zur besseren
Abgrenzung der einzelnen Kerngebiete (oben rechts).

Beim FC relevante intraamygdalare Verknlipfungen (unten links) sowie eine VergréRerung des lateralen Kerns
(LA) und seine weitere Unterteilung in den dorsalen (LAd), medialen (LAm) sowie ventralen Subnucleus
(LAV) (unten rechts) (LeDoux 2000).

Die Amygdala steht zu einer Vielzahl von Gehirnstrukturen in wechselseitigem Kontakt. So
gehen Afferenzen vor allem aus sensorischen Kortexarealen samtlicher Modalitaten und direkt
aus dem Thalamus zu ihr ein. Efferenzen aus der Amygdala projizieren unter anderem in diese
Gebiete zurilick, sowie zum Hippocampus, Gyrus cinguli, Hypothalamus und den verschiedenen
modulatorischen Systemen wie dem cholinergen Ncl. basalis Meynert im basalen Vorderhirn
und dem noradrenergen Locus coeruleus im Hirnstamm (LeDoux 2000). Allein dies lasst

vermuten, dass die Amygdala zumindest modulierend an einer Vielzahl von sowohl vegetativen



Einleitung 3)

Vorgangen wie Nahrungsaufnahme, Hormonsekretion oder Kreislaufregulation als auch héheren
kognitiven Leistungen wie Aufmerksamkeit und Gedachtnisbildung beteiligt ist.

Zudem gibt es aus Lé&sionsstudien an Tieren und Menschen zahlreiche Hinweise fir eine zentrale
Rolle der Amygdala bei der Erfassung und Expression von Emotionen. Bekanntestes Beispiel
hierflr ist die 30jahrige Patientin S. M., bei welcher es aufgrund des sehr selten vorkommenden,
genetisch bedingten Urbach-Wiethe-Syndroms zu einer isolierten, bilateralen Degeneration der
Amygdalae kam. lhre Intelligenz war vollkommen normal und sie zeigte keine kognitiven
Einschrankungen. Auch ihre visuelle Wahrnehmung war unbeeintrachtigt und sie konnte den
Ausdruck von Freude, Traurigkeit und Ekel auf Gesichtern in Bildern, die ihr vorgelegt wurden,
problemlos erkennen. Allerdings hat man bei ihr festgestellt, dass sie keine angstvollen
Gesichtsausdriicke erkennen kann und Defizite bei der Pawlowschen Konditionierung, auf
welche spater noch genauer eingegangen wird, zeigt (Bechara et al. 1995; Tranel et al. 2006).
Gleiche Befunde wurden auch bei Patienten beobachtet, bei denen die Amygdala chirurgisch
zum Zwecke einer Epilepsie-Behandlung entfernt wurde (LaBar et al. 1995; Phelps et al. 1997).
Die elektrische Stimulation der lateralen Bereiche der Amygdala bei Katzen fiihrte, wie
zumindest teilweise zu erwarten, zu einer Kombination von Angst und aggressivem Verhalten.
Der gleiche Versuch beim Menschen fuhrte ebenfalls zu gesteigertem Angstverhalten.
Unterstutzt wird diese These auch von neueren Ergebnissen aus fMRI-Studien an menschlichen
Gehirnen, bei denen der Anblick angstvoller Gesichter mit einer erh6éhten neuronalen Aktivitét in
der Amygdala der Probanden einhergeht (Breiter et al. 1996).

Von grofter Bedeutung fiir diese Arbeit jedoch ist die etablierte Rolle der Amygdala beim
Angstlernen im Rahmen des ,,Fear Conditioning* (siehe Punkt 1.2). So steht fest, dass eine
Inaktivierung der Amygdala wéhrend der Trainingsphase des FC den assoziativen Lernprozess
verhindert (Helmstetter and Bellgowan 1994; Muller et al. 1997). Dagegen (bt eine
Inaktivierung derselben unmittelbar nach der Trainingsphase keinen Einfluss auf die erlernten
Gedachtnisinhalte aus (Wilensky et al. 1999). Dadurch ist sichergestellt, dass es sich bei dem
von Muller et al. (1997) beobachteten Effekt in der Tat um eine verminderte Geddchtnisbildung
und nicht eine mangelhafte Fahigkeit zur Expression der Angst handelte. Gleichzeitig widerlegt
dies den Einwand, dass die Amygdala lediglich zur Modulation des anderswo erlernten und
abgelegten Geddachtnisinhaltes beitrage und selbst keinen Ort darstelle, an dem synaptische
Verdnderungen im Sinne des Lernens auftreten konnen (Cahill and McGaugh 1998;
Vazdarjanova and McGaugh 1998). Bei der Vielzahl verschiedener Arten von Gedéchtnis, die
im Gehirn zu finden sind (Abb. 1.3), wird in der Tat von einem modulierenden Einfluss der

Amygdala auf anderswo gespeicherte Informationen wie etwa expliziter Gedachtnisinhalte des



Einleitung 6

Hippocampus oder habitueller des Striatum ausgegangen (Packard et al. 1994). Jedoch schlief3t
dies nicht aus, dass die Amygdala selbst als Ort fir synaptische Plastizitdt und

Gedachtnisspeicherung beim Angstlernen fungiert (Fanselow and LeDoux 1999).

‘ Langzeitgedachtnis ‘

‘ deklarativ (explizit) ‘ ‘ nicht-deklarativ (implizit)

Fakten Ereignisse prozedurale Priming einfache klassische nicht-assoziatives
Fahigkeiten Kornditiomierung Lermen

und
Gewohnheiten

emotionale Skelett-
Antwort muskulatur
medialer Temparallappen ; T el Hexbah
Diericephalon ‘ Striatum ‘ ‘ MNeocortex ‘ Amygdala ‘ Cerebellum ‘ ‘ Reflexbahnen

L

Abb. 1.3: Taxonomisches Schema zum Langzeitgedéchtnis von Saugetieren

Dargestellt ist die Verteilung verschiedener Gedéchtnisfunktionen auf bestimmte Gehirnregionen. Die
Speicherung emotionaler Antworten nach vorheriger klassischer Konditionierung findet in der Amygdala statt
(rot hervorgehoben) (Milner et al. 1998).

1.2  Angstkonditionierung als bewdahrtes in vivo Modell fir Amygdala

abhangige Lernvorgange

Seit den Arbeiten des St. Petersburger Physiologen Iwan Pawlow (1927) weild man, dass ein
zundchst neutraler Reiz (CS) dasselbe Verhalten wie ein biologisch bedeutender Reiz (US)
hervorrufen kann, vorausgesetzt die beiden Reize werden dem Versuchsobjekt zeitlich
uberlappend dargeboten. Dies beruht auf assoziativen Lernvorgéngen, welche wahrenddessen
stattfinden, und unter dem Begriff der klassischen Konditionierung in die Wissenschaft
eingegangen sind. Die in dieser Arbeit verwendete Angstkonditionierung (,,Fear Conditioning*
= FC) ist auch eine typische Form dieses assoziativen Lernens, bei dem ein Versuchstier einen
Reiz mit Gefahr und Bedrohung zu verknipfen lernt. Dabei wird ein zundchst neutraler,
konditionierter Stimulus (CS), hier ein Ton, mit einem aversiven, nicht konditionierten Stimulus

(US) in Form eines leichten FulRschocks zeitlich gepaart den Tieren verabreicht. Als Resultat
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eines erfolgreichen Lernprozesses ruft in Zukunft der konditionierte Reiz (Ton) bei dessen
alleiniger Darbietung &hnliche Angstreaktionen wie der unkonditionierte Reiz (Fullschock) bei
den Versuchstieren hervor. Wichtig dabei ist, dass bei der Konditionierung die beiden Reize (CS
+ US) wirklich zeitlich Gberlappend dargeboten werden (Abb. 1.4).

A
konditionierter Reiz (CS) I
(Ton)
unkonditionierter Reiz (US) r
(FuBschock)
Zeit s
B
bedrohliche Reize Angstantworten

Defensivverhalten
Autonome Erregung

natiirliche Gefahr

konditionierter Hypoalgesie _
Reiz (CS) Reflexpotenzierung
Stresshormone

Abb. 1.4: Zeitlicher Ablauf der Angstkonditionierung und Vielfalt der gezeigten Angstreaktionen

Im Zentrum einer erfolgreichen Konditionierung steht die sich zeitlich Uberlappende Prasentation des
aversiven, nicht konditionierten Stimulus (US), hier FuBschock, gegen Ende des neutralen, konditionierten
Stimulus (CS), hier Ton (oben). Nach gelungener Konditionierung ruft der konditionierte Reiz (CS) alleine
dieselben Angstreaktionen beim Versuchstier hervor wie eine natirliche Gefahr (unten) (LeDoux 2000).

Wenig Uberraschend ist das FC eine hochkonservierte Form des Lernens, welche in einer
Vielzahl verschiedener Arten von Reptilien bis hin zum Menschen vorgefunden werden kann
(LeDoux 1994). SchlieRlich ist sie von eminenter Bedeutung fiirs Uberleben, indem sie
Lebewesen ermdglicht, bedrohliche Situationen zu erahnen und diese deshalb zu meiden. Neben
interessanten Gesichtspunkten als Modell fiir pathologische emotionale Zustande stellt das FC
vor allem ein attraktives Modell zum Studium neuronaler Mechanismen von Lernen und
Gedachtnis dar. Denn es tritt unmittelbar, meist schon nach einer einzigen CS-US Paarung, auf
und produziert sehr langanhaltende Gedéchtnisinhalte. Zudem unterliegt die Induktion und

Expression der Angst diskreten Reizen (CS, US), welche vom Versuchsleiter gut kontrolliert
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werden konnen. Grundsatzlich kénnen als solche Stimuli verschiedene Modalitdten wie Licht,
Gerliche, Téne sowie die unmittelbare Versuchsumgebung, in der die Konditionierung stattfand
(Kontext), dienen. In dieser Arbeit wurden zum einen ein Ton sowie der Versuchskontext als
konditionierte Reize verwendet.

Im Mittelpunkt des neuronalen Netzwerks beim FC steht die laterale Amygdala (LA). Denn
genau dort laufen die Informationen des Tones (CS) sowie FuBschocks (US) sowohl direkt Gber
den Thalamus (LeDoux et al. 1990b; LeDoux et al. 1990a; Doron and LeDoux 2000; Linke et al.
2000) als auch indirekt Uber somatosensorische Kortexareale (Mascagni et al. 1993; Romanski
and LeDoux 1993; Shi and Cassell 1997; McDonald 1998) parallel ein. Der Schmerzreiz wird
dann von der LA einerseits direkt, andererseits indirekt tGber die Zwischenstationen des basalen
(B), akzessorisch basalen (AB) und der interkalierenden Kerngebiete der Amygdala an den
zentralen Kern (CE) weitergeleitet (Royer et al. 1999; Pitkanen 2000). Der zentrale Kern
wiederum bildet den Hauptausgang der integrierten Signale aus der Amygdala und projiziert zu
nachgeschalteten Hirnregionen wie Hypothalamus und Hypophyse, welche autonome (z. B.
Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz) und endokrine Angstreaktionen (z. B. Ausschittung
des Stresshormons Cortisol) ausldosen kdnnen (Abb. 1.5). Die wichtigste zu beobachtende
Reaktion nach der Konditionierung beim FC mit Nagetieren stellt fir den Experimentator jedoch
das ,,freezing* (Angststarre) dar. Es dient als Parameter bei der Auswertung fiir das Angstlernen.
Denn dieses arttypische Angstverhalten zeigt sich durch ein Erstarren des Versuchstieres in
vollkommener Bewegungslosigkeit und ist daher fur den Experimentator gut auszuwerten.
Aullerdem kann dadurch die Angstreaktion beim FC quantifiziert werden. Vermittelt wird die
Freezing-Reaktion Uber das periaquaduktale Grau (PAG, lat. Substantia grisea

periaqueductalis), welches Angst- und Fluchtreaktionen steuert.
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CS 4 4 us
Ton » . * Fult Schock
~ 6
A% i J o — ,\
Auditorischer Somato-
Thalamus | sensorischer
| ) Thalamus
| \ Somato-
SackiaiacTas sensorischer
| Cortex | ey
LA Meuron
CE

cCG I LH PV
Erstarren Blutdruck Hormone

Abb. 1.5: Neuroanatomischer Schaltkreis wahrend der auditorischen Angstkonditionierung

Dargestellt sind die wesentlichen Stationen der Verarbeitung des neutralen, konditionierten (CS) und aversiven,
nicht konditionierten (US) Stimulus. Entscheidend ist die Konvergenz und zeitliche Koinzidenz beider Stimuli auf
einzelne Nervenzellen in der lateralen Amygdala (LA). Diese projizieren wiederum direkt zum zentralen Kern
(CE), welcher Uber seine Projektionen zu verschiedenen Hirnregionen wie Hypothalamus und Hypophyse die
Expression der Angstantwort maligeblich steuert. Das ,,freezing®, d. h. das Erstarren, der Versuchstiere mediiert
das periaquéduktale Grau (CG), den Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz der laterale Hypothalamus (LH) und
die vermehrte Ausschittung vor allem des Stresshormons Cortisol der paraventrikuldre Hypothalamus (PVN).
Nach erfolgreicher Konditionierung konnen alle diese Angstreaktionen durch alleinige Présentation des CS
ausgeldst werden. Denn durch die oben im Text erwéhnte Konvergenz und zeitliche Koinzidenz von CS und US
auf Prinzipalneurone in der LA kommt es zu einer maligeblichen, dauerhaften Potenzierung der Antwort auf den
CS im Sinne des assoziativen Lernens (Sigurdsson et al. 2007).

Wie schon erwéhnt, erhalt die LA beim FC zwei verschiedene auditorische Inputs, einen vom
Corpus geniculatum mediale und posterioren intralaminaren Nucleus des Thalamus und den
anderen vom auditorischen Assoziationskortex TE3. Diese beiden innervieren in der LA
Uberlappende Bereiche (LeDoux et al. 1991) und eine GrofRRzahl der Neurone in der LA zeigen
Aktivitat nach der Stimulation von einem der beiden Inputs (Li et al. 1996). Man nimmt an, dass
das zellulare Korrelat des assoziativen Lernvorgangs wahrend des FC in einer LTP-ahnlichen,
dauerhaften Verstarkung der Ubertragung an den Synapsen, welche die Information des CS an
die Prinzipalneurone in der LA Ubermitteln, besteht (Rogan and LeDoux 1995; Rogan et al.
1997; LeDoux 2000; Blair et al. 2001; Maren 2001; Rogan 2001). Diese Hypothese geht davon
aus, dass die vor der Konditionierung schwachen, auditorischen Afferenzen zur LA im

Gegensatz zu den Afferenzen, welche den aversiven Fullschock Ubermitteln, priméar keine



Einleitung 10

Angstreaktionen auslésen kdnnen. Wahrend der Konditionierung treffen diese beiden erregenden
Inputs (CS und US) zeitgleich auf dieselben LA-Neurone. Das bedeutet, dass gleichzeitig zu
einer starken postsynaptischen Depolarisation der LA-Neuronen durch die Afferenzen des
Schmerzreizes auch die Prasynapsen aktiv sind, welche den Ton vermitteln. Durch diese
koinzidente Aktivitat eines schwachen und eines starken Inputs der LA ist die Voraussetzung
gegeben, dass Anderungen der synaptischen Plastizitat im Sinne der Hebb'schen Regel (siehe
Punkt 1.3) stattfinden. Fortan l&sst diese Verstarkung der CS-Synapse die Prinzipalneurone in
der LA so stark erregen, dass die Présentation des Tons alleine eine Angstreaktion hervorrufen
kann (Abb. 1.5). Unterstiitzung erféhrt diese Hypothese durch zahlreiche in vivo Messungen von
z. B. Feldpotentialen, Single-Unit Antworten oder intrazelluldren Antworten in der LA wéhrend
des FC (Quirk et al. 1995; Rogan et al. 1997; Collins and Pare 2000; Repa et al. 2001,
Rosenkranz and Grace 2002; Goosens et al. 2003). Denn all diese Studien zeigen einen
signifikanten Anstieg der neuronalen Antwort spezifisch auf einen Ton (CS™), der mit einem US
gepaart wurde, wahrend die Antwort eines ungepaarten Tons (CS’) unverandert bleibt. Dies legt
die Vermutung nahe, dass die Plastizitat, welche wahrend des FC in der LA auftritt, spezifisch
die CS-US Assoziation enkodiert. Auch das zurecht gedul3erte Bedenken, dass die verstarkte CS-
Antwort die synaptische Plastizitdt in sensorischen Zentren oberhalb der LA wie beispielsweise
im auditorischen Thalamus (CGM/PIN) reflektiert (Cahill et al. 1999), konnte ausgeschlossen
werden. Zum einen entwickelt sich die Plastizitat der CS-Antwort in der LA wesentlich schneller
als etwa im auditorischen Kortex (Repa 2002) oder im auditorischen Thalamus (Quirk et al.
1997), zum zweiten konnte anhand lokaler pharmakologischer Manipulationen der LA, welche
das Auftreten einer erfolgreichen Konditionierung verhindern, eine selektive Reduktion in der
Verstarkung der CS-Antwort in der LA gezeigt werden (Schafe et al. 2005b). All diese Befunde
etablierten das laterale Kerngebiet der Amygdala als den priméren Ort, an dem beim FC eine
lokale Verstarkung in der synaptischen Ubertragung stattfindet, welche die Grundlage zur
Ausbildung des Angstgedéachtnisses darstellt (Sigurdsson et al. 2007). So stellt das Pawlow’sche

FC ein geeignetes in vivo Modell zum Studium von Lernvorgangen dar.

1.3 LTP als zellularer Mechanismus fur Lernvorgange bei der

Angstkonditionierung

Bereits im Jahre 1949 stellte der kanadische Physiologe Donald Hebb die Hypothese auf, dass
Lernen und Gedachtnis auf einer lang anhaltenden Verstarkung der synaptischen Ubertragung im
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neuronalen Netzwerk beruhen. Ferner machte er die Annahme, dass diese Verstarkung
aktivitatsabhangig auftrete, z. B. durch die gleichzeitige Aktivierung benachbarter Neurone bzw.
Inputs. Anfang der 70er Jahre beobachteten Bliss and Lomo (1973) in elektrophysiologischen
Untersuchungen am Hippocampus anasthesierter Kaninchen, dass die synaptische Ubertragung
nach vorheriger hochfrequenter elektrischer Stimulation afferenter Fasern persistent erhéht war.
Die von diesen Autoren zunéchst im Tractus perforans beobachtete aktivitatsabhéngige und
langanhaltende Verstarkung der synaptischen Ubertragung ging als Langzeitpotenzierung (LTP)
in die Literatur ein (Bliss and Collingridge 1993). Durch die intensive Forschung in diesem
Gebiet ist bekannt, dass es verschiedene Formen der synaptischen Plastizitat gibt, welche in
diversen neuronalen Schaltkreisen zu beobachten sind (Citri and Malenka 2008). Ein wichtiges
Kriterium der synaptischen Plastizitat besteht darin, dass sie bidirektional ist, das bedeutet, dass
die Effizienz an den Synapsen in Abhdngigkeit vom Aktivitdtsmuster einerseits gesteigert,
andererseits gedrosselt werden kann. Sinngemé&ld bezeichnet man die beiden Phédnomene als
Langzeitpotenzierung (LTP) und Langzeitdepression (LTD). Fur die exponentielle Ausldsung
von LTP verwendet man in der Regel einen hochfrequenten Tetanus (meist 100 Hz). LTD kann
hingegen durch eine niederfrequente tetanische Reizung (900 Pulse mit 1-5 Hz) ausgeldst
werden. Da in dieser Arbeit ausschlieBlich Untersuchungen zur LTP gemacht wurden, wird im
Folgenden nur auf diese genauer eingegangen. Man weil} heute, dass die LTP als ein universelles
Phanomen der synaptischen Ubertragung neben vielen anderen Gehirnregionen (z. B.
Hippocampus, Kortex) auch in der Amygdala vorhanden ist. So kann dort in vitro LTP sowohl
durch die alleinige hochfrequente, elektrische Reizung prasynaptischer Fasern in Form des
thalamischen und kortikalen Inputs (Chapman and Bellavance 1992; Huang and Gean 1994;
Watanabe et al. 1995; Huang and Kandel 1998; Weisskopf et al. 1999; Weisskopf and LeDoux
1999) als auch durch die Paarung einer schwachen prasynaptischen Stimulation mit einer starken
postsynaptischen Depolarisation (Weisskopf and LeDoux 1999; Huang et al. 2000; Tsvetkov et
al. 2004; Humeau et al. 2005) induziert werden. Auch in vivo bei andsthesierten Tieren konnte
durch die tetanische Stimulation der thalamischen Afferenzen zur LA mehrfach LTP
demonstriert werden (Clugnet and LeDoux 1990; Rogan and LeDoux 1995; Yaniv et al. 2001).
Doyere et al. (2003) konnten LTP der beiden Inputs (thalamischer und kortikaler) sogar an
wachen, frei beweglichen Tieren zeigen.

Allgemein wird postuliert, dass die kognitiven Phdnomene Lernen und Geddachtnis auf der
Plastizitat von Neuronen bzw. deren Verschaltungen im neuronalen Netzwerk beruhen, so auch
beim FC in der LA (siehe Punkt 1.2). Zur Ubersicht die Fakten dazu: 1) Beides, sowohl LTP als
auch Gedéachtnisfunktionen beim FC sind eng mit der LA assoziiert. 2) Die LTP in der LA wird
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ebenso wie das konditionierte Angstgedachtnis schnell induziert bzw. gebildet, hangt von der
Assoziation bestimmter Stimuli ab und ist langandauernd. So konnte bei elektrophysiologischen
Messungen in vivo eine Potenzierung der synaptischen Ubertragung beobachtet werden, welche
6 Tage anhielt (Doyere et al. 2003). 3) Ein weiteres gewichtiges Argument liefert die anhand
pharmakologischer Manipulationen und in verschiedenen Tiermodellen hdufig beobachtete
Korrelation von gestorter amygdalérer LTP und selektiven Defiziten im von der LA initiierten
Angstlernen (Schafe et al. 2001; Rodrigues et al. 2004). 4) Letztlich induziert das FC eine
Verstarkung der synaptischen Transmission derart, dass danach eine weitere Auslésung von LTP
in vitro mittels der Ublichen hochfrequenten elektrischen Stimulation an Amygdalaschnitten
nicht mehr méglich ist (McKernan and Shinnick-Gallagher 1997; Rogan et al. 1997; Tsvetkov et
al. 2002).

14 Molekulare Grundlagen und Lokalisation der LTP in der Amygdala

Wie die LTP in der CA1 Region des Hippocampus ist die in der lateralen Amygdala auch durch

Kooperativitat, Assoziativitdt und Inputspezifitdt gekennzeichnet. Kooperativitat heif3t, dass zur

Induktion von LTP eine ausreichend grofie Anzahl présynaptischer Fasern aktiviert werden
muss, um eine bestimmte Aktivitatsschwelle zu Uberschreiten. Aktivierung nur einer einzelnen
Faser kann vermutlich aufgrund unzureichender postsynaptischer Depolarisation keine
Langzeitpotenzierung auslosen (McNaughton et al. 1978). Diese kooperative Aktivitat tragt
assoziative Merkmale, d. h. ein starker Input kann einen benachbarten schwachen Input an der
gleichen Zelle potenzieren, vorausgesetzt, beide Inputs werden zeitgleich aktiviert. In vitro wird
dieses Aktivitdtsmuster am besten durch ein sogenanntes ,,pairing protocol* simuliert, bei dem
die préasynaptische Stimulation gewissermallen den zunédchst schwachen Input des
konditionierten Tons darstellt, welcher durch die zeitgleiche postsynaptische Depolarisation als
Modell fiir den starken Input des Schmerzreizes eine dauerhafte Verstarkung erfahrt (Blair et al.
2001). Die Tatsache, dass durch ,pairing® von prasynaptischer Aktivitat und einer
Depolarisation der postsynaptischen Membran zuverlassig LTP zu induzieren ist, macht es zu
einem besonders attraktiven in vitro Modell fur den Ablauf der CS-US Assoziation beim FC.
Eine wichtige Rolle beim FC nimmt auch das Merkmal der Inputspezifitat der LTP in der LA
ein. Dies bedeutet, dass es zu einer selektiven Verstarkung in der Ubertragung nur derjenigen
Inputs kommt, deren Aktivierung mit einer postsynaptischen Depolarisation (Weisskopf and

LeDoux 1999; Tsvetkov et al. 2004; Humeau et al. 2005) oder der Aktivierung anderer Inputs
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(Humeau et al. 2003) einhergeht. Diese Eigenschaft der LTP in der LA erlangt fur das FC
insofern groRe Bedeutung, da es synaptische Verdnderungen gezielt auf Afferenzen zur LA
begrenzt, welche den konditionierten Ton prozessieren. Kontrér dazu werden die Inputs, welche
Informationen uber nicht mit dem Fufl3schock zeitlich verknUpfte Sinnesreize vermitteln (z. B.
Préasentation eines nicht konditionierten Tons) nicht in ihrer Ubertragung potenziert. So kann
eine biologisch nicht sinnvolle Generalisierung der Angstantwort effektiv verhindert werden.
Eine solche wird als pathologisches Phdnomen unter anderem als Ursache fiir die generalisierte
Angststorung angenommen und wird bei Abwesenheit prasynaptischer Hemmung evident, wie
eine GABAGg1,-Rezeptor defiziente Mauslinie zeigt (Shaban et al. 2006). Das selektive Fehlen
dieses bestimmten Subtyps eines présynaptischen GABAg-Rezeptors im dorsalen Bereich der
LA hat namlich eine mangelnde Diskrimination von dargebotenen akustischen Reizen zur Folge
und miindet in einer Generalisierung der Angstreaktion. In Ubereinstimmung dazu wurde bei
diesem Mausmodell in elektrophysiologischen Untersuchungen in vitro eine Form von nicht-
assoziativer, NMDA-Rezeptor unabhéngiger LTP der kortikalen Afferenzen zur LA detektiert.

Die Langzeitpotenzierung in der LA und die assoziativen Lernprozesse, die wahrend des FC
auftreten und zur Ausbildung von Langzeitgedédchtnis flhren, zeigen Kongruenz in einer
Vielzahl von molekularen Mechanismen. Das primdre und essentielle Ereignis flr beide
Phanomene besteht in einem massiven Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration ([Ca®*];) in
der Postsynapse (Rodrigues et al. 2004). Dieser beruht im Wesentlichen auf einem ausgepragten
Ca”*-Einstrom (iber postsynaptische lonenkanile. Abhangig vom Tetanusprotokoll und den
Versuchsbedingungen spielen dabei entweder sogenannte N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren
(NMDAR) oder spannungsgesteuerte Ca?*-Kanale vom L-Typ (L-VGCC) die dominierende
Rolle (Abb. 1.6). Bei synaptischen Verdnderungen, wie sie in vivo beim Fear Conditioning
auftreten, geht man von einem Zusammenspiel dieser beiden Ca?*-permeablen Kanile aus
(Rodrigues et al. 2004). NMDA-Rezeptoren fungieren dabei entsprechend einer erstmals von
Hebb (1949) formulierten Hypothese als Koinzidenzdetektoren. So kommt es wéahrend der
Présentation des konditionierten Tons (CS) zu einer Glutamatfreisetzung in der LA aus den
prasynaptischen Endigungen der auditorischen Afferenzen. Dieser Neurotransmitter bindet an
der postsynaptischen Seite sowohl an sogenannte a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoxazolpropionséure-Rezeptoren (AMPAR), einem anderen Typ postsynaptischer, ionotroper
Rezeptoren, welche fir Ca**-lonen nicht durchlassig sind, aber einzelne durch Na*-Einstrom
vermittelte erregende postsynaptische Potentiale auslésen konnen, als auch an die zuvor
erwahnten NMDA-Rezeptoren (Farb and LeDoux 1997). In der Regel sind die NMDA-

Rezeptoren trotz der Anwesenheit des Transmitters Glutamat nicht leitend, weil die Kanalpore
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durch einen spannungsabhangigen Mg**-Block verlegt ist. Erst die durch den FuRschock (US)
hervorgerufene starke Depolarisation der postsynaptischen Membran fiihrt dazu, dass sich das
extrazellulare Mg®* aus der Kanalpore der mit Glutamat besetzten NMDA-Rezeptoren l8st und
Ca’*-lonen (ber diese in die Postsynapse eintreten kénnen (Blair et al. 2001). Somit kénnen
NMDA-Rezeptoren im Sinne einer aktivitatsabhangigen Informationsverarbeitung bzw. -
speicherung operieren und entscheidend zur Ausbildung einer Synapsen-spezifischen
Langzeitpotenzierung beim FC beitragen (Weisskopf et al. 1999). Dennoch scheint dieser Ca**-
Einstrom nur die unmittelbar einsetzende und kurzfristige Verstarkung der synaptischen
Ubertragung (E-LTP), wie sie beim FC wahrend der Akquisition und dem STM, d. h. der
Aneignung und kurzfristigen Speicherung des assoziativen Lerninhalts auftritt, zur Folge zu
haben. Fir eine ldngeranhaltende Verstarkung (L-LTP) im Sinne der Ausbildung
langandauernder und solider Gedachtnisinhalte (LTM) jedoch ist dieser Ca?*-Einstrom alleine
nicht ausreichend. Das fir die Uberfilhrung von der E-LTP zur L-LTP notwendige, deutlich
hohere Ca’*-Signal in der Postsynapse kann vermutlich nur durch einen Einstrom iiber
spannungsgesteuerte Ca’*-Kanale (L-VGCC) zustande kommen, wie er ebenfalls durch die
starke postsynaptische Erregung in Folge des US beim FC in der LA auftritt (Bauer et al. 2002).
Die neben dem Ca?*-Einstrom via NMDAR und spannungsgesteuerte Ca?*-Kanale vom L-Typ
an der Auspragung bzw. Aufrechterhaltung von LTP in der LA beteiligten Mechanismen sind
mannigfaltig und ihrer Bedeutung noch nicht vollkommen verstanden. Auf eine umfassende
Beschreibung muss hier verzichtet werden, es soll nur kurz das Spektrum von relevanten
Faktoren umrissen werden.

Fur die E-LTP in der LA und dazu korrelierend die Phasen der Akquistion und des STM beim
FC scheint neben dem primaren durch NMDA-Rezeptoren vermittelten Ca?*-Anstieg die Rolle
postsynaptischer metabotroper Glutamatrezeptoren (mGIuR5) und der Ca®*-Calmodulin
abhangigen Kinase Typ Il (CaMKII) gesichert (Walker and Davis 2000; Rodrigues et al. 2001,
Bauer et al. 2002; Rodrigues et al. 2002; Rodrigues et al. 2004).

Fur die langanhaltende Potenzierung der synaptischen Ubertragung, die fir die langfristige
Konsolidierung des beim FC erworbenen assoziativen Gedachtnisses notwendig ist und deren
initiales Ereignis ein durch postsynaptische L-VGCCs vermittelter, erheblicher Anstieg der Ca®*-
Konzentration ([Ca?'];) darstellt, sind weitere verschiedene Proteinkinasen wie die cAMP-
abhangige Proteinkinase (PKA), die Proteinkinase C (PKC), die CaMKIV oder extracellular
related-signal protein kinase/mitogen-activated proteinkinase (ERK/MAPK) sowie der

Transkriptionsfaktor CREB und die damit verbundene Neusynthese von RNA und Proteinen von
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Bedeutung. Wie auch im Hippocampus kann zusatzlich eine Rolle neurotropher Faktoren
(BDNF) und deren Rezeptoren (TrkB) in Betracht gezogen werden (Abb. 1.6).

Neben der fir die LTP relevanten Mechanismen steht insbesondere die Frage nach dem Locus
der resultierenden persistenten Modifikation der synaptischen Ubertragung im Focus. Kurz
gefasst: Beruht die LTP beim FC in der LA auf pra- oder postsynaptischen Verénderungen?
Diese Frage wurde in der Vergangenheit bereits fur die LTP in der CAl Region des
Hippocampus sehr kontrovers diskutiert (Bliss and Collingridge 1993; Kullmann and
Siegelbaum 1995; Malinow 1998). Potenzielle postsynaptische Mechanismen sind z. B. die
Erhohung der Leitfahigkeit einzelner AMPA-Rezeptoren aufgrund einer vorangegangenen
Phosphorylierung bzw. eine Zunahme der Anzahl von postsynaptischen Rezeptoren (v. a.
AMPA-Rezeptoren), ihre Gruppierung, die Hinzufigung von AMPA-Rezeptoren zu reinen
NMDA-Rezeptor Synapsen (sogenannte AMPAfizierung und dadurch ,,unsilenting* von ,,silent
synapses*) oder das Splitting einzelner dendritischer Spines in zwei funktionelle Synapsen (Bliss
and Collingridge 1993; Kullmann and Siegelbaum 1995; Malinow and Mainen 1996; Citri and
Malenka 2008). Im Gegensatz dazu fihrt die LTD zu einer Reduktion der postsynaptischen
Dichte von AMPA-Rezeptoren (Sheng and Lee 2001; Barry and Ziff 2002; Malinow and
Malenka 2002; Song and Huganir 2002; Bredt and Nicoll 2003). Bei der durch AMPA-
Rezeptoren vermittelten LTP scheint besonders die GluR1-Untereinheit eine zentrale Rolle
einzunehmen. So wird wéhrend der LTP vor allem diese vermehrt in die postsynaptische
Membran eingebaut. Korrelierend dazu zeigt eine Mauslinie mit selektivem Knock-out der
GluR1-Subunit (Glurl-/-) keine LTP in der CAl Region des Hippocampus (Zamanillo et al.
1999). Parallel dazu treten auch strukturelle Verdnderungen an den Synapsen auf, welche ber
eine GrolRenzunahme der dendritischen Spines und die dadurch initiierte VergrofRerung der
aktiven Zone der Présynapse letztlich zu einer permanenten VergroRerung der potenzierten
Synapsen im Gesamten fithren. Der dauerhafte Erhalt dieser morphologischen Anderungen
erfordert sowohl die de novo Transkription von Genen im Zellkern als auch eine lokale
Proteinsynthese in den Dendriten (Citri and Malenka 2008).

Als prasynaptischer Mechanismus fur die LTP wird eine Erhohung der Transmitterfreisetzung
angenommen. Gestutzt wird diese Annahme vor allem durch Befunde aus Untersuchungen, in
denen exzitatorische, postsynaptische Strome (EPSCs) bei Stimulation einer einzelnen bzw.
einer geringen Anzahl présynaptischer Fasern gemessen wurden. Unter diesen Bedingungen
beobachtet man eine charakteristische Verteilung der Amplituden von EPSCs am
nachgeschalteten Neuron (Malinow 1991; Bolshakov and Siegelbaum 1995). Erkléren lésst sich

diese Verteilung dadurch, dass am préasynaptischen Terminal einlaufende Aktionspotentiale die
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Freisetzung eines Transmitter-Quantums nach dem Alles oder Nichts Prinzip auslosen.
Dementsprechend ist die synaptische Ubertragung durch sogenannte ,,failures (keine
postsynaptische Antwort) und ,,successes* (als EPSCs von definierter Amplitude messbar)
charakterisiert. Da die Erfolgsrate der synaptischen Transmission durch die Wahrscheinlichkeit
der Transmitterfreisetzung (P;) determiniert ist, kann man nun unter LTP eine Zunahme der
,»successes* im Sinne einer erhohten P, beobachten, wahrend die mittlere Amplitude der EPSCs
unveréandert bleibt (Malinow and Tsien 1990; Malinow 1991; Bolshakov and Siegelbaum 1995).
Eine alternative Erklarung fiir die erhohte Erfolgsrate der synaptischen Ubertragung bei der LTP
konnte die AMPAfizierung von ,,silent synapses (siehe oben) bieten. Sehr wahrscheinlich ist
die Induktion und Aufrechterhaltung der Langzeitpotenzierung sowohl von pra- als auch

postsynaptischen Mechanismen geprégt (Lisman and Raghavachari 2006).

15 Der NO/cGMP/cGK-Signalweg und seine  Bedeutung flr

Lernvorgange und synaptische Plastizitat

Damit derartige Veranderungen an der Prasynapse nach postsynaptischer LTP-Induktion
stattfinden konnen, ist das Vorhandensein eines retrograden Botenstoffs (messenger), welcher
postsynaptisch gebildet wird, aber auch prasynaptisch wirken kann, zwingend notwendig. Als
geeigneter Kandidat hierflr gilt das diffusible Molekil Stickstoffmonoxid (NO). Durch einen
postsynaptischen Anstieg der [Ca’*]-Konzentration wird die Ca**/Calmodulin-abhangige NO-
Synthase (NOS) aktiviert. Diese setzt bei der enzymatischen Umwandlung von Arginin in
Citrullin NO in der Postsynapse frei. NO spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen Formen
von synaptischer Plastizitdt und Lernen in mehreren Gehirnbereichen (Schuman and Madison
1994; Feil and Kleppisch 2008). So ist NO beispielsweise an der LTD im Cerebellum und
Corpus Striatum ebenso wie an der LTP im Hippocampus, verschiedenen Kortexarealen und der
Amygdala beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass die LTP in der CAl Region in
hippocampalen Schnitten durch NO-Scavenger, die extrazellular vorkommendes NO abfangen,
gehemmt wird sowie durch die Applikation von NO erhoht werden kann (Zhuo et al. 1993;
Hawkins et al. 1994; Huang 1997; Lu et al. 1999). Auch durch genetische Modelle mit NOS-
knock-out Tieren konnten Ubereinstimmende Ergebnisse erzielt werden. So zeigen knock-out
Mause, bei denen sowohl die endotheliale als auch die neuronale NOS fehlen, eine verminderte

LTP im Hippocampus (Son et al. 1996).
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Eine Expression der neuronalen NO-Synthase (nNOS) in der lateralen Amygdala (LA) und
benachbarten Regionen wie dem basal akzessorischen Kerngebiet (BA), der amygdala-striatalen-
Ubergangszone (TA) und dem zentralen Kern (CE) deckte eine immunhistochemische
Untersuchung auf (Schafe et al. 2005b). Dabei erfolgte mit Hilfe von Elektronenmikroskopie ein
Nachweis der nNOS sowohl in den Somata von Interneuronen und exzitatorischen
Prinzipalneuronen als auch in dendritischen Spines, Dendriten und terminalen Axonendigungen.
Besonders erwéhnenswert ist der Befund, dass in den dendritischen Spines und den Dendriten in
der LA die nNOS mit der Ca**-Calmodulin abhangigen Kinase Il (CaMKI1) eine Kolokalisation
aufweist (Schafe et al. 2005b). Dies konnte auch flr eine funktionelle Interaktion der beiden
Enzyme in der LA sprechen. Die Applikation eines NO-Scavengers oder eines NOS-Inhibitors
bei elektrophysiologischen Untersuchungen an Gehirnschnitten flihrte zu einer deutlichen
Reduktion der LTP durch vorherige hochfrequente Reizung des thalamischen Inputs zur LA.
Dazu korrelierend zeigte die intraamygdalére Injektion eines NOS-Inhibitors gleichsam der eines
selektiven NO-Scavengers eine massive Beeintrachtigung der Konsolidierung des
Angstgeddchtnisses, wéahrend der Erwerb des Angstgedachtnisses (Akquisition) und die Ablage
im Kurzzeitspeicher (STM) nicht signifikant verdndert waren (Schafe et al. 2005b).
Ubereinstimmend dazu konnte durch andere Arbeitsgruppen eine Induktion der NO-Produktion
in der Amygdala wéhrend der Angstkonditionierung beobachtet werden, welche eine Korrelation
zum Freezing-Verhalten der Tiere zeigte (Izquierdo et al. 2006; Sato et al. 2006). Demgegentber
stent eine Studie von Watanabe et al. (1995), der keine Rolle von NO fiir die
Langzeitpotenzierung nach tetanischer Stimulation des kortikalen Inputs ausmachen konnte.
Zusammengenommen weisen all diese Ergebnisse zumindest auf eine bedeutende Rolle von NO
als messenger bei der Induktion und Aufrechterhaltung von LTP des thalamischen Inputs zur LA
sowie bei einer dauerhaften Speicherung des beim FC angestollenen Lerninhalts hin.
Andererseits erharten diese Befunde die Hypothese, dass dem Fear Conditioning in der LA eine
LTP-hafte Verstarkung der synaptischen Ubertragung zugrunde liegt (siehe Punkte 1.2; 1.3).

Man nimmt an, dass NO als retrograder Botenstoff durch den synaptischen Spalt diffundiert und
dort konform zur bereits beschriebenen Quantum-Theorie (Kullmann and Siegelbaum 1995) die
prasynaptische Transmitterfreisetzung erhéht (Arancio et al. 1995). Dazu passen Befunde der
auch in der LA beobachteten ,,paired pulse facilitation* (PPF), bei der es durch die Paarung
zweier identischer Reize in kurzem zeitlichem Abstand (20 - 150 ms) zu einer Verstarkung der
zweiten synaptischen Antwort kommt. Man erklart dies mit einer erleichterten und damit
kurzzeitig erhdhten présynaptischen Transmitterfreisetzung. Schafe et al. (2005b) zeigten, dass

diese signifikante Erhohung der synaptischen Antwort im thalamischen Input nur vor der
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Induktion von LTP zu erzielen war, wéhrend sie nach erfolgreicher Induktion von LTP ausblieb.
Diese Beobachtung weist auf die Beteiligung prasynaptischer Mechanismen bei der LTP in der
LA hin, die bereits eine Sattigung der Freisetzungswahrscheinlichkeit auslost.

Generell als mdgliche préasynaptische Effektoren von NO bei der LTP und LTD werden
beispielsweise die ADP-Ribosyltransferase (ADPRTF), die ADP-Ribosylzyklase, durch
zyklische Nukleotide gesteuerte Kationenkandle (CNG-Kanale), durch Hyperpolarisation und
zyklische Nukleotide aktivierbare Kationenkandle (HCN) und Ryanodinrezeptoren diskutiert
(Schuman et al. 1994; Leinders-Zufall et al. 1995; Bradley et al. 1997; Savchenko et al. 1997;
Kleppisch et al. 1999b; Feil and Kleppisch 2008).

Der bedeutendste Effektor von NO jedoch scheint die 16sliche Guanylylzyklase (sGC) zu sein,
welche nach ihrer Aktivierung durch NO den intrazellularen Botenstoff cGMP bildet. Ahnlich
wie NO nimmt auch das Signalmolekil cGMP eine zentrale Rolle fir Lernvorgénge im
Cerebellum, verschiedenen Kortexbereichen, im Hippocampus und in der Amygdala ein (Ito and
Karachot 1990; Shibuki and Okada 1991; Hawkins et al. 1998). Chien et al. (2003) konnten
zeigen, dass der sGC-Aktivator YC-1 zu einer erhdéhten LTP im Hippocampus und in der
Amygdala fiihrt. In Ubereinstimmung dazu verbessert eine pharmakologische Manipulation mit
YC-1 das Lernverhalten von Ratten in vivo bei verschiedenen Verhaltenstests. So fihrte die
Injektion von YC-1 in die Seitenventrikel der Versuchstiere unmittelbar vor dem ,,Morris water
maze* zu einer verbesserten Suchstrategie und deutlich verminderten ,,escape latencies*, beides
Hinweise auf eine Verbesserung des rdumlichen Lernens im Hippocampus. Ein signifikant
besseres Abschneiden von Versuchstieren im ,,passive and active avoidance task*, einer Form
von konditioniertem Lernen, bei welcher besonders auch die Amygdala und der Hippocampus
beteiligt sind, spricht fur einen gesteigerte Lernleistung in diesen Bereichen (Chien et al. 2005).
Nivelliert wurden die positiven Effekte auf LTP und Ged&chtnisbildung von YC-1 durch
zeitgleiche Applikation von Hemmsubstanzen der cGMP-abhdngigen Proteinkinasen (PKGs
oder cGKs) wie KT5823 oder Rp-8-Br-PET-cGMPS. So scheint cGMP seine stimulierenden
Effekte fur die LTP und Gedachtnisbildung in der LA besonders lber die cGKs zu vermitteln,
deren Bau und unterschiedliche Funktionen im ZNS im folgenden Punkt 1.6 beschrieben

werden.
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Abb. 1.6: Bei der Angstkonditionierung und der LTP in der lateralen Amygdala involvierte Signalmolekile und

Signalwege

Ausgangspunkt einer verstarkten synaptischen Ubertragung in der LA ist ein Anstieg von [Ca®']; in der Postsynapse.
Die nachfolgende Aktivierung verschiedener intrazelluldrer Signalmolekiile (CaMKII; PKA; PKC; nNOS) fihrt zu
einer Phosphorylierung von postsynaptischen Rezeptoren (z. B. AMPA) (1.) sowie zur gemeinsamen Aktivierung von
MAPK (2.). Diese miundet in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (3.), welche schlieflich zur Neusynthese
von mRNA und Proteinen filhrt. Eine solche Neusynthese bildet die Grundlage fir persistierende Verdnderungen in der
Struktur der Synapse (4.). Parallel dazu existiert ein retrograder Signalweg (5.). Dabei diffundiert das Molekiil
Stickstoffmonoxid (NO), gebildet in der Postsynapse durch nNOS, zur Présynapse. Welche Veranderungen dort durch
NO (Uber welche Signalwege induziert werden, ist noch nicht hinreichend geklért (6.). (Schema abgewandelt von
www.scholarpedia.org/wiki/images/7/7d/Amygdala_Figure_8.jpg).

1.6 Bau und Funktion der cGMP-Kinasen im ZNS

Ein fur eine Vielzahl zelluldrer Funktionen sehr bedeutsamer Signallbertrager des second
messenger cCGMP ist die cGMP-abhangige Proteinkinase (cGMP-Kinase oder PKG), ein Enzym
aus der Klasse der Serin-/Threonin-Kinasen. In Vertebraten wurden bislang zwei verschiedene
Gene des Enzyms, prkgl und prkg2, identifiziert und kloniert (Wernet et al. 1989; Ruth et al.
1991; Uhler 1993; Jarchau et al. 1994). Alternatives ,,Splicing* im aminoterminalen Bereich der
cGKI resultiert in zwei zusétzlichen Isoformen, cGKla und ¢GKIp. Die beiden fiir die cGKI
bzw. cGKII kodierenden Gene liegen beim Menschen auf zwei separaten Chromosomen (Feil et
al. 2005; Hofmann et al. 2006). Die cGMP-Kinase liegt als Dimer aus identischen
Untereinheiten vor. Die Molekularmasse der Monomere fiir Typ | und Il betrdgt ca. 75 kDa bzw.
85 kDa. Wahrend die cGKI im Zytosol lokalisiert ist, ist die cGKII mit ihrem N-Terminus in der


http://www.scholarpedia.org/wiki/images/7/7d/Amygdala_Figure_8.jpg).
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Plasmamembran verankert. Es lassen sich sechs verschiedene funktionelle Doménen der cGMP-
abhangigen Kinase Typ Il unterscheiden (Pfeifer et al. 1999) (Abb. 1.7). In der aminoterminalen
Hélfte liegen die Dimerisierungsregion, die autoinhibitorische Region und eine flexible Region,
welche den Aminoterminus mit den cGMP-Bindungsdoménen Il und | verbindet. Diesem
gesamten Abschnitt mit regulatorischer Funktion schlief3t sich ein katalytischer Bereich mit der
ATP- und der Substrat-Bindungsdoméne sowie einer karboxyterminalen Region an. Die cGMP-
abhangigen Kinasen sind in vitro durch eine submikromolare Konzentration von cGMP
aktivierbar (Ruth et al. 1991). Die zeitgleiche Bindung von 4 cGMP-Molekilen induziert eine
Konformationsénderung, bei der die Autoinhibition durch den Aminoterminus aufgehoben und
dadurch der Zugang des umzusetzenden Substrats zur katalytischen Domane ermdglicht wird

(Abb. 1.7). Dann kann eine Phosphorylierung des Substrats erfolgen.
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Abb. 1.7: Schematisches Modell der Struktur der cGK 11

Gezeigt ist die schematische Struktur der cGKII sowie ihre Konformationsdnderung nach cGMP-Bindung mit
Freilegung der katalytischen Region zur Substratbindung.

Die in den vergangenen Jahren eingehender untersuchte cGKI scheint an einer Reihe von ZNS-
Funktionen beteiligt zu sein. So nimmt sie eine wichtige Rolle in der korrekten und planmaRig
verlaufenden Entwicklung des ZNS dadurch ein, dass ihr Fehlen (konventioneller cGKI knock-

out) eine fehlerhafte Axonenwanderung sowie eine mangelhafte Verknlipfung sensorischer
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Axone zur Folge hat (Schmidt et al. 2002). Auch von Bedeutung scheint sie fir die Entstehung
des inflammatorischen Schmerzes, da entsprechende Untersuchungen an Mausen mit globalem
Knock-out des Gens der cGKI selektiv eine Reduktion der durch Inflammation ausgeldsten
Hyperalgesie ergaben (Tegeder et al. 2004). Weitere Untersuchungen an Mausmodellen mit
konditionalem Knock-out des Gens flr die cGKI offenbarten zudem Funktionen des Enzyms fur
verschiedene Formen von Lernen wund synaptischer Plastizitit. So demonstrierten

Feldpotentialmessungen an Hippocampus spezifischen knock-out Mausen (cGKI™°

) eine
selektive Rolle der Proteinkinase flr die Induktion der Proteinsynthese abhangigen L-LTP in der
CAl Region des Hippocampus, wahrend sich in den dazu korrelierenden, Hippocampus
spezifischen Verhaltenstests (Morris water maze, FC) keine Unterschiede zu den Kontrolltieren
zeigten (Kleppisch et al. 2003). Eine selektive Ablation der cGKI in den Purkinje Zellen des
Kleinhirns resultiert in einer signifikant beeintrachtigten zerebellaren LTD (Feil et al. 2003).
Ubereinstimmend dazu offenbarten diese Mause auch eine mangelhafte Adaptation des
vestibulo-okuléren Reflexes (VOR), einer Kleinhirn spezifischen Form des motorischen Lernens.
Die in der Vergangenheit weniger beforschte cGMP-abhéngige Kinase Typ Il scheint eine
funktionelle Rolle bei der Regelung des zirkadianen Rhythmus bei Mausen zu besitzen.
Entsprechende Untersuchungen an konventionellen cGKII knock-out M&usen legten offen, dass
ein Fehlen der cGKII zu einem reduzierten Zurticksetzen des zirkadianen Rhythmus durch einen
wéhrend der friihen Nachtphase verabreichten Lichtpuls flhrt. Parallel dazu konnte auf
molekularer Ebene eine deutliche Hochregulation von mPerl bei gleichzeitig verminderter
mPer2 Expression wahrend der frihen Nachtphase in den cGKIll-defizienten Mausen
nachgewiesen werden (Oster et al. 2003; Tischkau et al. 2004). Man vermutet, dass die
Auffélligkeit im Phénotyp durch dieses bei den knock-out Tieren verénderte Expressionsmuster
dieser beiden ,,Clock Genes* (mPerl und mPer2) zustande kommt. Werner et al. (2004) fanden
bei Untersuchungen an diesen Mdusen (cGKIlI KO) ein erhohtes Angstverhalten sowie einen
gesteigerten freiwilligen Konsum von Ethanol verbunden mit einer signifikant reduzierten
Sensitivitat gegentiber hypnotischen Dosen von Ethanol. Aufgrund der in dieser Studie mittels in
situ hybridization bei Kontrolltieren festgestellten Expression der cGKII mRNA in der
Amygdala deklarierten sie zumindest die gesteigerte Angst der cGKII-defizienten Tiere als Folge
eines Fehlens des Enzyms in der Amygdala.

Interessant im Zusammenhang mit der hier vorliegenden Arbeit sind die kirzlich
veroffentlichten Befunde von Serulle et al. (2007). Beruhend auf der zentralen Rolle der GIuR1-
Subunit des ionotropen AMPA-Rezeptors als postsynaptischen Mechanismus fur die LTP (siehe

Punkt 1.4) konnte die Arbeitsgruppe in kultivierten hippocampalen Pyramidenzellen eine
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Kolokalisation und Interaktion der cGKIl mit der GluR1-Untereinheit nachweisen. Die
membranstandige cGKII bindet die C-terminale Doméane (CTD) der GIuR1 und kann diese
ebenso wie die cAMP-abhdngige Proteinkinase (PKA) an Serin 845 phosphorylieren. Folge
dieser Phosphorylierung ist ein erhéhtes Level von GIuR1 in der postsynaptsichen Membran, wie
es bei der LTP auftritt (siehe Punkt 1.4). Wie diese Erh6hung genau zustande kommt, ist bislang
noch ungeklért. Diskutiert wird einerseits ein vermehrter Einbau in die Plasmamembran aus
einem Pool von GIuR1 im Zytoplasma, andererseits konnte die Phosphorylierung durch cGKIlI
eine Stabilisierung ohnehin schon membrangebundener GluR1-Untereinheiten zur Folge haben.
Pharmakologische Manipulationen an den kultivierten Pyramidenzellen aus dem Hippocampus
mit einem NO-Donor sowie dem membranpermeablen cGMP-Analogon 8-Br-cGMP fiihrten
ebenfalls zu einer verstarkten Phosphorylierung von GIuR1 an Serin 845. Durch eine zeitgleiche
pharmakologische Hemmung der cGKIl mit KT5823 war dieser Effekt nicht zu beobachten.
Passend dazu resultierte die Blockade der nNOS, sGC und die direkte Hemmung der cGKII mit
pharmakologischen Substanzen in einer signifikant verminderten hippocampalen LTP bei
Gehirnschnitten an Mausen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der NO/cGMP/cGKII-
Signalweg eine wichtige Rolle bei der LTP im Hippocampus einnimmt und diese Effekte Uber
die verstarkte Phosphorylierung der GIuR1-Subunits von AMPA-Rezeptoren in der
postsynaptischen Membran vermittelt werden.

Ein dhnlicher Mechanismus wére durchaus auch bei der Induktion von LTP in der lateralen
Amygdala (LA) denkbar. Zumal eine wichtige Rolle von NO, sGC und cGMP fur die LTP und
Gedachtnisbildung in der LA durch die Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen gesichert scheint
(Chien et al. 2003, 2005; Schafe et al. 2005b). Darauf basierend wurde auch eine Rolle der cGKs
far LTP und Lernen in der Amygdala schon durch andere Arbeitsgruppen vorgeschlagen (Chien
et al. 2005, Ota et al. 2008). Es bleibt jedoch die Frage, welche Isoform der cGMP-abhangigen

Proteinkinasen flr diese VVorgange in der Amygdala funktionell bedeutsam ist.

1.7 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

In der Literatur wird der NO/cGMP-Signalweg als wichtiger Mechanismus mit einer tragenden
Rolle fir die LTP und das assoziative Angstgedachtnis beschrieben. Ota et al. (2008)
demonstrierten in ihrer Arbeit, dass durch cGK-Inhibitoren und Aktivatoren sowohl die LTP als
auch die Ausbildung des Langzeitgedachtnisses Uber den thalamischen Input zur LA beeinflusst

werden kdnnen.
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Ziel der hier vorgelegten Arbeit war die detaillierte Aufklarung der Funktion der cGMP-
abhangigen Kinase Typ Il bei der synaptischen Plastizitét in der lateralen Amygdala (LA) sowie
ihre Relevanz fiir ein wichtiges Verhaltenskorrelat, das Angstlernen. Da keine adaquaten
pharmakologischen Tools mit der erforderlichen Spezifitat ihres Angriffsortes zur Bearbeitung
der Fragestellung zur Verfugung stehen, sollte sie am Modell einer gentechnisch modifizierten
Mauslinie mit einem selektiven Verlust der cGKII untersucht werden.

In der Vergangenheit konnte mittels in situ hybridization der Nachweis einer mafiigen bis starken
Expression der mRNA der cGKII in der lateralen Amygdala von Wildtypmdusen erbracht
werden (EI-Husseini et al. 1995; 1999; Werner et al. 2004). Die Expression des hiesigen Enzyms
auf Proteinebene ist bisher jedoch weder in der LA noch in anderen Gehirnregionen ausreichend
charakterisiert. Deshalb sollte zundchst mittels Immunoblots und immunhistochemischen
Methoden eine detaillierte Expressionsanalyse der cGKIIl in fiir das Angstlernen wichtigen
Hirnregionen mit dem Hauptaugenmerk auf der Amygdala erfolgen.

Ihre funktionelle Bedeutung fir die LTP in der lateralen Amygdala sollte durch
elektrophysiologische Untersuchungen der synaptischen Aktivitdt an Amygdalaschnitten von
Wildtyp- bzw. cGMP-Kinase Il-defizienten M&usen charakterisiert werden. Dabei wurde in zwei
Messdurchl&ufen die LTP in der LA sowohl nach tetanischer Stimulation des direkten Inputs zur
LA in Form thalamischer Afferenzen als auch des indirekten Inputs in Form von kortikalen
Afferenzen untersucht.

Diese Befunde sollten durch Tests zum konditionierten Angstlernen der Mause kombiniert
werden, um eine eventuelle Korrelation von Defiziten in der LTP und des amygdaldren
Angstlernens aufzudecken. Als adéquates Paradigma fur das von der Amygdala abhé&ngige
Angstlernen sollten Wildtyp- und cGKIl-defiziente M&use beim ,,Fear Conditioning* (FC),
einer Variante der klassischen Konditionierung nach Pawlow, getestet werden.

Desweiteren wurde eine Grundcharakterisierung der cGKII-defizienten Mé&use durchgefiihrt. Im
sogenannten ,,Open Field*“-Test wurden grundlegende Verhaltensparameter bei den Tieren
untersucht. Es wurden fir beide Mausgruppen (cGKII-/-, WT) die Bewegungen sowohl in der
horizontalen als auch in der vertikalen Ebene aufgezeichnet. Damit wurden die Aktivitat, die
zurlickgelegte Wegstrecke, mittlere Geschwindigkeit und die ,,Rearings* (Aufrichten mit Stand
auf Hinterbeinen) der Tiere analysiert. AulRerdem wurde flr beide Gruppen die Thigmotaxis
(Aufenthaltsdauer im Randbereich des Open Field) untersucht. Damit wurde zum einen eine
weiterflhrende Charakterisierung des Phanotyps der cGKIlI-defizienten Mause hinsichtlich
basaler Verhaltensweisen wie Lokomotion, Exploration und angeborenes Angstverhalten

verfolgt, um die erhaltenen Befunde mit &hnlichen vorangegangen Untersuchungen zu
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vergleichen (Werner et al. 2004). Zum anderen sollte damit der Ausschluss von
Fehlinterpretationen der Ergebnisse beim FC gelingen. Denn signifikante Befunde im
Angstlernen beispielsweise kdnnten die Folge eines verénderten, angeborenen Angstverhaltens
der knock-out Mé&use sein. So sind die Ergebnisse des ,,Open Field**-Tests eine wichtige
Voraussetzung dafiir, um aus den beim FC ermittelten Befunden sinnvolle und richtige

Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen.
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2 Material und Methoden

Um eine mogliche subjektive Bewertung der Messergebnisse auszuschlieBen, wurden alle hier
vorgestellten Versuche unter Verblindung durchgefiihrt und ausgewertet, d. h. ohne Kenntnis des

Genotyps der Versuchstiere durch den Experimentator.

2.1 Versuchstiere

Alle Versuche wurden gemalR den Tierschutzrichtlinien durchgefiihrt und von der Regierung
Oberbayern genehmigt. Die verwendeten Versuchstiere entstammen der Mauszucht des Instituts
der Pharmakologie und Toxikologie des Klinikums Rechts der Isar der Technischen Universitat

Miinchen.

2.1.1 C57BL/6J Wildtypmause
Bei den Verhaltensversuchen zum ,,Fear Conditioning* (FC) wurden fiir die Vorversuche und

das Etablieren der Versuchsprotokolle homozygote Wildtypméuse des Stammes C57BL/6J

verwendet.

2.1.2  cGKII knock-out Mause
Um die Rolle der cGKII zu untersuchen, wurden konventionelle cGMP-Kinase Typ Il knock-out

Mause der cGKII-Zucht verwendet. Diese Mé&use mit einem selektiven Verlust der cGKIlI
wurden im Institut fur Pharmakologie und Toxikologie mit Hilfe der konventionellen knock-out
Technik etabliert (Pfeifer et al. 1996; 1998). Um die Deletion aller méglicherweise fir die cGKII
vorkommenden aminoterminalen Spleilvarianten abzusichern, wurde ein Bereich als Zielregion
fir den knock-out Vektor ausgewdhlt, der fir die cGMP-Bindungstasche A (Exon Il und
folgendes Intron) der cGMP-Kinase Typ Il kodiert. Zur Blastozysteninjektion wurden dabei ES-
Zellen von 129/Sv Méusen verwendet. Die gewonnenen Chiméaren wurden mit C57BL/6J
Mausen gekreuzt (sogenannte Outbred-Zucht). Homozygot mutante Mé&use (cGKII-/-) sind
sowohl durch einen kompletten Verlust der korrespondierenden mRNA als auch des Proteins
charakterisiert.

Die heterozygoten cGKII+/- und die homozygoten cGMP-Kinase Typ Il knock-out Mause
(cGKII-/-) waren nach der Geburt gleichermalBen Uberlebensfahig. Auch beziglich der



Material und Methoden 26

Uberlebensdauer der cGKII knock-out Mause sind bisher in der Literatur keine Unterschiede zu

den Wildtypmausen beschrieben.

2.1.3  Genotypisierung
1) Gewinnung der DNS

Die dafur bendtigte DNS wurde aus Schwanzgewebe von 10-14 Tage alten Tieren gewonnen.
Ca. 2 mm lange Schwanzspitzen wurden (ber Nacht bei 55°C in 50 pl Proteinase K-Puffer (Tab.
2.1) inkubiert. Danach wurde bei 18.000 x g fir 1 min. zentrifugiert und der Uberstand in ein
frisches Reaktionsgefaly uUberflihrt. AnschlieBend wurde die Proteinase K bei 95°C (15 min.)

inaktiviert. Die LOsung kann bei —20°C gelagert werden.

Endkonzentration

Proteinase K-Puffer

Stockldsung

Proteinase K

50 mg/ml

1 mg/ml

1x

Taq DNS Polymerase Puffer |10 x
Tab. 2.1: Proteinase K-Puffer

2) Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

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

Sequenz an.

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

Tris/HCI pH 8,0 1M 100 mM

MgCl, 1M 15 mM

dNTPs 100 mM 2mM

Tab. 2.2: 10 x PCR-Puffer
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Primer fur cGKII-KO Mause Sequenz

RF 5"-got gaa gtt tag gtg aac caa gaa -3
RF 5"-gcc tgc tct tta ctg aag gct ct -3
RF 5"-cac cat gtc ctt gat ctg ct -3”

Tab. 2.3: Primersequenzen fir cGKI1-KO-Genotypisierung

Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler der Firma Biometra durchgefihrt, welcher wie

folgt programmiert wurde:

Phase cGlI-KO

Initiale Denaturierung 94°C, 5 min.

Denaturierung 94°C, 15s

Annealing 55°C, 30 s 35X
Elongation 72°C,30s

Finale Elongation 72°C, 5 min.

Tab. 2.4: PCR-Programm fiir Genotypisierung

3) Agarose-Gel-Elektrophorese

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

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

Endkonzentration 10 x

Tris-ClI (ICN) 09M
EDTA, pH 8,0 20 mM
Borsaure 0,9 mM

Tab. 2.5: 10 x TBE-Puffer

6 x DNS-Auftragspuffer

Endkonzentration

Ficoll Typ 400 (Sigma)

18 %

EDTA, pH 8,0 120 mM
10 x TBE 6 %
Bromphenolblau 0,1 %
Xylencyanol FF 0,1%

Tab. 2.6: 6 x DNS-Auftragspuffer

2.2 Immunhistochemische Methoden

Sie ermdglichen den Nachweis von Proteinen in Gewebeschnitten mit Hilfe von Antikorpern.

Durch die spezifische Antikdrperbindung an das Zielprotein kann dessen Vorkommen und die

zelluldre Verteilung in einem bestimmten Gewebe untersucht werden. Dies kann direkt mittels

Farbstoff-konjugierter Antikérper oder indirekt durch Farbreaktionen erfolgen.

Hier sollte an koronaren Paraffinschnitten das Expressionsmuster der cGKII im Gehirn der Maus

untersucht werden.

1) Paraffinschnitte

Zuné&chst fand die Gewebefixierung mit Formaldehyd (FA) statt, bei der wie folgt vorgegangen

wurde:

Nach tiefer Anasthesie der Tiere mit Diethylether wurden sie transkardial tber die

linke Herzkammer ca. 10 min. mit 4 % FA/PBS perfundiert.
Gehirnentnahme und Nachfixierung fir 4 h in 4 % FA/PBS auf dem Schiittler bei

Raumtemperatur (RT)

3 x 1 h waschen mit PBS

Gewebedehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe bei RT auf dem Schittler:
EtOH 50 % 1 h
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EtOH60% 1 h
EtOH70% 1 h
EtOH80% 1 h
EtOH90% 1 h
2 X EtOH 100 % 30 min.

1 x EtOH 50 %/Toluol 50 % 30 min.
2 X Toluol 100 % 30 min.

Geschmolzenes Paraffin I, Il und Il (Paraplast X-tra, Sigma) fir mindestens 1

h oder tber Nacht bei 60°C

Einbettung des Gewebes in Paraffin in eine Gie3form und erstarren lassen

Anfertigen von koronaren Gewebeschnitten (10 pum) mit einem Microtom (Microm

HM 335 E) und Aufziehen der Schnitte auf polylysinierte Objekttrager (Menzel)
Trocknen der Schnitte bei RT fur 1 Tag

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

KCI 0,29 3mM

Na,HPO,4 x 2 H,0 1,44 ¢ 8 mM

KH,PO, 0,24 ¢ 2 mM

H.O ad 1000 ml
Tab. 2.7: PBS, pH 7,4

Fixierldsung 4 % FA/PBS | Einsatz Endkonzentration
Formalin 37 % (Carl Roth) 10,8 ml 4%

PBS Ad 100 ml

Tab. 2.8: Fixierlosung

2) Immunhistochemische Farbung

Um das Expressionsmuster der cGKII in der Amygdala zu untersuchen, wurden fur die Farbung

nur Koronarschnitte aus der Schnittebene ausgewahlt, auf welchen die Amygdala gut zu

erkennen war. Zur Orientierung diente eine Nissl-Farbung eines Parallelschnittes und der

Vergleich mit Nissl-Farbungen aus dem Atlas ,,The Mouse Brain* von Paxinos und Franklin

(2004, Elsevier).



Material und Methoden 30

Bevor man einen Paraffinschnitt farben kann, muss dieser zundchst entparaffinisiert und
rehydriert werden. Dies wurde mit Toluol und einer absteigenden Alkoholreihe durchgefiihrt. Im
Anschluss daran wurde ein hitzeinduziertes Antigen-Retrieval durchgefiihrt. Durch diese
Hitzebehandlung werden die Vernetzungen, die bei der Polymerisation des FA entstanden sind,
teilweise wieder aufgebrochen. Dadurch wird das Epitop freigelegt, welches der Antikorper
erkennt. Auf diese Weise konnte die Immunfarbung mit dem cGKII-Antikdrper intensiviert
werden. Danach folgten die Blockierung der unspezifischen Bindestellen mit Serum und die
Inkubation mit dem Primé&rantikorper, welcher gegen das Zielprotein gerichtet ist. Zur Detektion
des Primarantikorpers wurde die ABC-Methode (,,avidin-biotin-complex**, Vectastatin ABC AP-
kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA) gewahlt. Diese beruht auf der hohen Affinitat der
beiden Proteine Avidin und Biotin. Diese indirekte Nachweismethode erfolgte in drei Schritten.
Als erstes wurde ein sekunddrer anti-rabbit Antikdrper hinzugegeben, welcher gegen den
primaren Antikorper gerichtet ist und biotinylierte Stellen besitzt. Danach wurde ein Komplex
aus Avidin und Biotin-konjugiertem Enzym, hier alkalische Phosphatase, hinzugegeben, welcher
an die freien biotinylierten Stellen des sekundaren Antikorpers binden kann. Letztendlich wurde
durch die enzymatische Umsetzung eines zugegebenen Substrats der alkalischen Phosphatase
eine Farbreaktion hervorgerufen.

Gefarbte Paraffinschnitte wurden unter dem Mikroskop (Zeiss, Axioskop) betrachtet und mit

einer digitalen Kamera (Nikon, DX1) fotographiert.

Protokoll:

Entparaffinisieren: Toluol I 10 min.
Toluol II: 10 min.
EtOH 100 % I: 5 min.
EtOH 100 % II: 5 min.
EtOH 90 %: 5 min.
EtOH 70 %: 5 min.
EtOH 50 %: 5 min.
PBS: 5 min.

Antigen Retrieval: Inkubation in Antigen Retrieval-Puffer 15 min. bei RT

3 x 3 min. aufkochen in der Mikrowelle, in demselben
Puffer abkihlen bis RT

3 x 10 min. waschen mit PBS
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Blocken: 1 h Inkubation mit 2

Laboratories)/PBS

Inkubation mt Primarantikorper (in 2 % NGS/PBS) U. N. bei 4°C

3 x 10 min. waschen mit PBS

Goat Serum (NGS, Vector

Inkubation mit biotinyliertem goat anti-rabbit Sekundarantikérper 1:200 in 1 %

NGS/PBS flr 1 h

3 x 10 min. waschen mit PBS
Inkubation mit ABC-Komplex 45 min. bei RT (30 min. Vorinkubation der
Komponente A 1:100 und Komponente B 1:100 in PBS, lichtgeschutzt), ab jetzt alle

Schritte lichtgeschitzt durchfuhren

3 x 10 min. waschen mit PBS

Zugabe des Substrats bis zum Erreichen der gewtinschten Farbintensitét

3 x 5 min. waschen mit PBS

Eindeckeln mit Aquatex (Merck, Darmstadt)

Antigen-Retrieval-Puffer pH 6,0 Einsatz Endkonzentration
Trinatriumcitrat-Dihydrat 2949 10 mM

Tween 20 0,5 ml 0,05 %

H,O ad 1000 mi auf pH 6,0 einstellen

Tab. 2.9: Antigen-Retrieval-Puffer pH 6,0

3) Nissl-Farbung

Die Nissl-Farbung ist eine gut geeignete Technik zur Darstellung von Nervengewebe. Das

Gewebe wird mit Cresylviolett behandelt, welches an basophile Strukturen bindet. So werden bei

der Nissl-Farbung alle Strukturen, die DNS und RNS enthalten wie Zellkern, endoplasmatisches

Retikulum oder Mitochondrien, blau geféarbt. Da sich diese Organellen nur im Zellk6rper der

Neuronen befinden, wird selektiv nur dieser gefarbt. Damit lassen sich histologische Strukturen

sichtbar machen.

Protokoll:

Entparaffinisieren (siehe oben)

Letzter Schritt der absteigenden Alkoholreihe mit H,O statt PBS

2 min. in 1 % Cresylviolett-Losung tauchen



Material und Methoden 32

Kurz schwenken in H,0

Kurz in 70 % EtOH tauchen

Kurz spulen mit 90 % EtOH, dann 100 % EtOH
2 min. in 100 % Toluol

Eindeckeln mit DePeX-Harz (Serva)

2.3 Western Blots

1) Probengewinnung

Fur die Western Blot Analysen wurde Gehirngewebe von cGKII knock-outs und Kontrolltieren
verwendet. Die Tiere wurden mit Diethylether andsthesiert und enthauptet. Das Gehirn wurde
entnommen und Schnitte angefertigt (siehe Punkt 2.4). Danach wurde aus den Schnitten, welche
Bereiche der Amygdala enthielten, die Region der Amygdala mit Hilfe eines feinen Skalpells
unter einem Mikroskop ausgeschnitten und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Das
gefrorene Gewebe wurde mit Hilfe einer Fast-Prep24-Maschine (MP Biomedicals, Solon, OH) in
Lysispuffer homogenisiert. Das Lysat wurde 10 min. bei 95°C erhitzt und danach 5 min. bei
13.000 x g zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand wurde abgenommen und bei —20°C
bis zur Verwendung gelagert. Vor dem Auftragen auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE)
wurden die Proben mit einer entsprechenden Menge 6 x SDS-Proben-Puffer versetzt, erneut 10

min. bei 95°C erhitzt und dann nach dem Abkuhlen in die Taschen des Gels gefullt.

Lysis-Puffer, pH 7,4 Stocklésung Endkonzentration
Tris-HCL, pH 8,0 1mM 21 mM

SDS 10 % 0,7 %
R-Mercaptoethanol - 1,7%

PMSF 100 mM 0,2 mM

Tab. 2.10: Lysis-Puffer, pH 7,4

2) Auftrennung

Mit der SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ist es mdglich, Proteine nach ihrer
GroRe im elektrischen Feld aufzutrennen und anschlieend zu detektieren. Fiir die Auftrennung
der Proteine nach Molekulargewicht spielt das SDS die entscheidende Rolle. Da SDS die
Eigenschaften eines Detergens besitzt, ist es in der Lage, Proteine zu denaturieren, indem es
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nicht kovalente Bindungen der Proteine unterbricht und die Quartar- und Tertidrstruktur der
Proteine auflost. AulRerdem lagert sich SDS an die Oberflache der Proteine in einem konstanten
Verhdltnis (2 Molekile SDS pro Aminosdure) an, was dazu fihrt, dass die Proteine eine
konstante Ladungsverteilung aufweisen und somit nicht nach ihrer Ladung, sondern nur nach
ihrer Masse im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Fir die Trennung im Gel ist der
Molekularsieb-Effekt verantwortlich, das heift, dass der Vernetzungsgrad des Polyacrylamid-
Gels die Trenneigenschaften des Trenngels beeinflusst. Die Polymerisation erfolgt durch
Quervernetzung von Acrylamid und Bisacrylamid zu einem festen Gel mit Hilfe von
Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter und Tetramethylethylendiamin (TEMED) als
Katalysator. Das SDS-Polyacrylamidgel besteht aus zwei Schichten, einem Sammelgel, in
welchem die Proteine focussiert werden, und aus einem Trenngel, in welchem die eigentliche
Trennung stattfindet. Daher wurde mit Hilfe einer GieRvorrichtung zunéchst das Trenngel
gegossen, mit Ethanol bis zur Polymerisation (berschichtet und dann mit dem Sammelgel
abgeschlossen, in welchem sich die Probentaschen befinden. Nach dem Befullen der Taschen
wurden die Gele in eine Elektrophoresekammer gespannt, mit SDS-Laufpuffer gefillt und eine
Spannung angelegt. Zum Durchlaufen der Proben im Sammelgel wurde eine Spannung von 100

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

4 xTris-HCI/SDS, pH 6,8

Tris 60

SDS 0449
Ad 100 ml H,O, pH 6,8 einstellen, steril
filtrieren

Tab. 2.11: 4 x Tris-HCI/SDS, pH 6,8

4 xTris-HCI/SDS, pH 8,8

Tris 18,2¢g

SDS 0449
Ad 100 ml H,0, pH 8,8 einstellen, steril
filtrieren

Tab. 2.12: 4 x Tris-HCI/SDS pH 8,8
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Trenngel 10 %

30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid

(Rothiphorese® Gel30, Carl Roth) 5mi

4 x Tris-HCI/SDS, pH 8,8 3,75ml
H.0 6,25 ml
Ammoniumpersulfat (APS) 10 % 50 pl
Tetramethyethylendiamin (TEMED) 10 pul
Tab. 2.13: Polyacrylamid-Trenngel 10%

Sammelgel

30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid 0,65 ml
4 X Tris-HCI/SDS, pH 6,8 1,25 ml
H.O 3,05 ml
Ammoniumpersulfat (APS) 10 % 12,5 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 5ul
Tab. 2.14: Polyacrylamid-Sammelgel

10 x SDS-Elektrophorese-Laufpuffer

4 x Tris-HCI/SDS, pH 8,3 250 mM
Glycin 1,92 mM
SDS 1%
Tab. 2.15: 10 x SDS-Elektrophorese-Laufpuffer

6 x SDS-Probenpuffer

4 x Tris-HCI/SDS, pH 6,8 7ml
Glycerol 3,60
SDS 1g
1,4 Dithiothreitol (DTT) 0,93 ¢
Bromphenolblau 1,2 mg

Tab. 2.16: 6 x SDS-Probenpuffer

3) Elektroblot

Nach der Trennung im SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine auf ein Tragermaterial, eine

Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF-Membran) tbertragen mit Hilfe des Semi-Dry-Verfahrens
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im elektrischen Feld einer Blotting-Apparatur. Die aufgetrennten Proteinbanden bleiben in ihrer
Form erhalten und sind so fir eine Immunodetektion zuganglich.
Fur das Semi-Dry-Verfahren ist folgender Aufbau notwendig:
Anode
4 Lagen Filterpapier, getrankt in Anodenlésung |
4 Lagen Filterpapier, getrankt in Anodenlésung 11
PVDF-Membran, in Methanol befeuchtet, getrankt in Anodenlésung 11
SDS-Polyacrylamidgel
8 Lagen Filterpapier, getrankt in Kathodenldsung
Kathode
Nach diesem Schema wurde der Blot luftblasenfrei in einer Blotting-Apparatur aufgebaut und

die Proteine 1 h bei 50 YA pro Gel auf die Membran transferiert.

Blotting-L6sungen | Anodenlésung | Anodenldsung 11 Kathodenldsung
pH 10,4 pH 10,4 pH 7,6

Tris/HCI 300 mM 20 mM 20 mM

Methanol 20 % 20 % 20 %

6-Aminocapronsaure |- - 40 mM

Tab. 2.17: Blotting-Ldsungen

4) Immundetektion

Mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern ist es moglich, Proteine zu identifizieren und sichtbar zu
machen. Da das Vorhandensein der cGKII in der Amygdala untersucht wurde, wurde zur
Detektion ein anti-cGKII-Antikorper verwendet und als Ladungskontrolle ein anti-R-actin-
Antikorper.

Um unspezifische Bindungen des Antikdrpers auf der Membran zu verhindern, wurde die
Membran in 5 % Michpulver /1 x TBST fir 1 h inkubiert. Danach wurde die Membran
gewaschen (3 x 10 min. mit 1 x TBST) und tber Nacht bei 4°C mit dem primaren Antikorper
inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran nach dem Waschen mit dem sekundéren
Antikorper inkubiert fur 1 h bei Raumtemperatur. Da dieser sekundédre AntikOper mit der
Meerrettich-Peroxidase (Horse-radish, HRP) gekoppelt ist, ist eine Sichtbarmachung mit Hilfe
einer Chemilumineszenz-Reaktion mdglich. Bei dieser Reaktion wird Luminol in Gegenwart von

Wasserstoffperoxid durch die Peroxidase oxidiert und in einen angeregten Zustand versetzt,
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welcher nach Auflegen eines Rontgenfilms eine Schwarzung des Films verursacht. Daher wurde
nach erneutem Waschen die Membran mit einer ECL (enhanced chemiluminescent)-L6sung
versetzt, mit Klarsichtfolie abgedeckt und ein Film zur Belichtung aufgelegt. Nach einer
Belichtungzeit zwischen 1 und 30 min. wurde der Film in einer Entwicklermaschine (Agfa
Curix60) entwickelt.

10 x TBS, pH 8,2

Tris/HCI 50 mM
NaCl 750 mM
Methanol 20 %

Tab. 2.18: 10 x TBS, pH 8,2

1xTBST

10 x TBS, pH 8,2 100 ml
Tween 20 1ml

H,0 Ad 1000 ml

Tab. 2.19: 1 x TBST

4) Proteinbestimmung

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

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

2. Schritt: BCA-Reaktion: Zunachst findet eine Reduktion der Cu*-lonen zu einwertigen
Kupfer (Cu)-lonen statt. Diese Reduktionsreaktion wird durch die Aminosaurereste der
Aminosauren Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan, die in den Proteinen enthalten
sind, vermittelt. Die entstandenen Cu*-lonen werden dann durch jeweils zwei Molekiile
des spezifischen Nachweisreagenzes Bicinchoninsdure komplexiert. Dadurch findet ein
violetter Farbumschlag statt. Dann erfolgt die photometrische

Konzentrationsbestimmung.
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Da die Farbreaktion von der Inkubationsdauer und Temperatur abhangt, ist es notwendig, fur
jede Proteinbestimmung eine Eichgerade mit einem Standard zu erstellen. Als Proteinstandard
wurde eine BSA (bovine serum albumin)-Verdinnungsreihe (10, 20, 40, 60, 80, 100 ng/ul)
verwendet.
Vorgehen:
Proteinproben 1:100 und 1:200 verdunnen
Jeweils 50 pl der verdiinnten Proteinproben und der BSA-Standardreihe sowie 50 pl H,O
als Leerwert vorlegen und 200 pl des BCA-Reagenzes (Losung I:Ldsung Il = 50:1, BC
Assay, Interchim) hinzugeben.
Inkubation fiir 45 min. bei 60°C
Extinktion der Proben bei 540 nm photometrisch messen (in 96-well-Platte im Titertek
Multiskan® MCC/340)
Anhand der Extinktionswerte eine Eichgerade erstellen und mit dieser die

Proteinkonzentration der Proben berechnen.

2.4 Extrazellulare Ableitung von Feldpotentialen in der lateralen

Amygdala

Die extrazellulare Ableitung von Feldpotentialen (FP) ist eine vielfach angewandte in vitro
Methode zur Erfassung neuronaler Erregung. Der Verlauf eines extrazelluldaren FP spiegelt die
Vorgéange an der postsynaptischen Membran wider. Bei einer Erregung von Neuronen kommt es
zum Offnen liganden- und spannungsgesteuerter lonenkanale an der postsynaptischen Membran.
Durch diesen transmembranalen lonenstrom kommt es auch im Extrazellularraum zu
Potentialdifferenzen. Diese kann man mit der Mikroelektrode ableiten und sie sind ein MaR fir
die synaptische Ubertragung. Bei solchen extrazellularen Messungen werden die Potentiale der
postsynaptischen Membran des gesamten Dendritenbaums einer grél3eren Anzahl von Neuronen
erfasst. Daher handelt es sich beim extrazellularen FP um ein Summenpotential, entstanden aus

der raumlichen und zeitlichen Uberlagerung vieler postsynaptischer Potentiale.

1) Praparation
Es wurden ausschlieRlich Mause im Alter von 4-8 Wochen als Versuchstiere verwendet. Sie alle
entstammten der cGKII-Zucht. Nach tiefer Andsthesie der Tiere mit Diethylether wurden sie

dekapitiert, das Gehirn rasch entnommen und in eisgekdihlte, mit Carbogen (95 % Sauerstoff, 5
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% Kohlenstoffdioxid) begaster Nahrstofflosung (ACSF: artificial cerebrospinal fluid,
Zusammensetzung in mM: NaCl 124; KCI 3; KH,PO, 1,25; MgS0O,47H,0 2; CaCl, 2,5; NaHCO;
26; Glucose 10) getaucht. Die akuten koronaren Hirnschnitte wurden mit einem
Vibrationsmikrotom (Microm Typ HM 650 V, Walldorf, Deutschland) auch in eisgekihlter
ACSF mit einer Schnittdicke von 350 um angefertigt. Danach wurden die Gehirnschnitte, die
Bereiche der Amygdala enthielten, in eine begaste Kammer mit ACSF bei RT Uberflhrt. Dort
ruhten sie bis Versuchsbeginn 1-2 Stunden.

2) Messung und Aufzeichnung

Fur die Messung wurden die Schnitte in eine submerged-Messkammer transferiert. Uber ein
Temperatur-Kontroll-System (LN Temperatur control system) wurde die Temperatur in der
Messkammer bei allen Messungen konstant bei 30°C gehalten und die Messkammer wurde mit
begaster, vorgewarmter ACSF mit 10 ml/min. perfundiert. Die Schnitte wurden mit einem
harfenahnlichen Netz (,,Slice anchor kit for RC-22“, SHD-22 KIT, Warner Instruments)
beschwert und somit fixiert. Zum Ableiten der Potentiale im Hirnschnitt wurden Glaspipetten
aus Borosilikatglas (Lange 10 cm, AuRendurchmesser 1 mm, Innendurchmesser 0,78 mm, Bio-
Medicals Instruments, Warren, MI, USA) verwendet. Mit Hilfe eines horizontalen Pullers
(Flaming/Brown Muicropipette Puller, Model p-97, Sutter Instruments, CA, USA) wurden diese
zu einem Widerstand von 3-7 Mega-Ohm ausgezogen. Die Ableitelektroden wurden mit ACSF
geflllt, in einen Ag-AgCl Elektrodenhalter (World Precision Instruments, Sarasota, FI, USA)
gespannt und mit einem Mikromanipulator positioniert. Als Reizelektrode wurde eine bipolare
Wolframelektrode (TM53CCINS, World Precision Instruments, Sarasota, FI, USA) verwendet.
Die Reizausgabe erfolgte Uber einen Stimulus-Isolator (Stimulus Isolator A360, World Precision
Instruments, Sarasota, FI, USA) mit Strom-konstanter Reizausgabe. Die rdumliche Anordnung
der Elektroden zur Ableitung der FP durch Stimulation des kortikalen Inputs in der einen

Messreihe und des thalamischen Inputs in der anderen Messreihe ist in Abb. 2.1 dargestellt.
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Bipolare Reizelektrode

kortikaler Input
P Ableitelektrode

thalamischer Input

laterale Amygdala

Abb. 2.1: Anordnung der Reiz- und Ableitelektrode bei Feldpotentialmessungen in der lateralen Amygdala

Die Reizelektrode zur Stimulation kortikaler Afferenzen wird oberhalb der LA im Verlauf der Capsula externa
(kortikaler Input) platziert. Bei der Stimulation thalamischer Afferenzen zur LA in der zweiten Messreihe wird sie
medial der LA im Verlauf der Capsula interna in der sog. ,,Transit Area* angeordnet (thalamischer Input). Die
Ableitelektrode wird im dorsolateralen Bereich der LA positioniert.

Die an der Ableitelektrode anliegenden Potentiale wurden mittels eines AxoClamp 2B
Verstarker (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) erfasst und routineméBig mit 3 kHz
Tiefpass-gefiltert. AnschlieBend wurden die analogen Signale computergestitzt mit Hilfe der
PULSE Software (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland) und eines ITC-16
Interfaces (Instrutech, Port Washington, NY, USA) digitalisiert.

Zu Beginn jeder Messung wurde mit einer IOR (input-output relation)-Kurve die maximale
Reizantwort ermittelt. Danach wurde die Baseline mit einer Reizstarke von 30-50 % der zuvor
ermittelten maximalen Reizantwort aufgezeichnet. Diese Baseline entspricht der basalen
synaptischen Ubertragung. Die Reizfrequenz betrug 0,066 Hz, d. h. alle 15 Sekunden wurde ein
Stromimpuls mit einer Reizdauer von 100 ps abgegeben. Die Reizstarke betrug bei allen
Messungen 30-100 pA. Nach Aufnahme einer stabilen Baseline fir 20 Minuten wurde ber die
bipolare Reizelektrode bei unveranderter Reizdauer und Reizstarke ein hochfrequenter Tetanus
gesetzt (1 Sekunde mit einer Frequenz von 100 Hz). Dieser Tetanus wurde insgesamt 4 mal im
Abstand von jeweils 90 Sekunden gegeben (siehe Abb. 2.2). Dieses bei allen Messungen
verwendete Reizprotokoll ist ein gangiges zur Induktion einer langanhaltenden Potenzierung der

synaptischen Antwort in der Amygdala (Huang and Kandel 1998). Nach Applikation des
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Tetanus zum Zeitpunkt O wurde die LTP fir 60 Minuten aufgezeichnet. Da in der Amygdala die
Amplitude des FP die am zuverlassigsten zu bestimmende und besten reproduzierbare GroRe

darstellt, wurde die prozentuale Anderung von Minute 51-60 nach LTP-Induktion durch den

Abb. 2.2: Verwendeter 100 Hz-Tetanus zur Induktion der Langzeitpotenzierung in der LA

Tetanus im Vergleich zur Baseline angegeben.

90s 90s

Uber die bipolare Reizelektrode wurden 100 Pulse mit einer Dauer von jeweils 100 ps und einer Frequenz von 100
Hz gegeben. Dieser 1 s andauernde Tetanus wurde insgesamt 4 mal mit einem Interstimulusintervall von jeweils 90
s appliziert.

3) Auswertung

Dieses extrazelluldre Feldpotential setzt sich typischerweise aus drei Teilen zusammen:

Der Stimulusartefakt als erste und zugleich grofite Komponente stellt eine kurze, biphasische
Welle dar, die unmittelbar nach der Reizung auftritt. Sodann folgt in Form einer kleinen negativ
orientierten Welle das sogenannte ,,fiber volley*, welches als Ausdruck der Erregung
présynaptischer Fasern angesehen wird. Dem folgt dann als grofRere negative Welle das
eigentliche postsynaptische Potential, welches synaptische Erregungsabldufe und somit die
eigentliche synaptische Transmission reflektiert (siehe Abb. 2.3). Dessen GroRe l&sst sich durch
die Reizintensitat beeinflussen.

Wie schon oben erwéhnt, stellt in der Amygdala die Amplitude des FP die zur Auswertung
relevante GroRe dar. Zur Bestimmung der Amplitude wurden fur die digitalisierten Signale (FP)
drei wéhlbare Fenster bestimmt. Das erste Fenster enthalt den maximal positiven Ausschlag nach
dem ,,fiber volley** und vor dem eigentlichen postsynaptischen Potential, das zweite umfasst die
gesamte negative Auslenkung des FP und das dritte wiederum die maximale Auslenkung nach
oben ins Positive unmittelbar nach dem FP (siehe Abb. 2.3). Aus den Differenzbetragen dieser
drei Fenster (Fenster 1, 2, 3) errechnet sich schlieRlich die Amplitude des FP. Die Auswertung
erfolgte mit der Software Microcal Origin (Origin Lab, Northampton, CA, USA). Hierflr
wurden maBgeschneiderte Makros mit der Skriptsprache Labtalk verwendet.

Bei allen Messungen wurde zur ACSF der GABAAa-Rezeptor Blocker Picrotoxin (20 uM)
hinzugegeben, um die durch GABAerge Interneurone in der Amygdala stark ausgeprégte

Inhibition zu hemmen. Denn die eben genannten inhibitorischen Interneurone machen ca. 25 %
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aller LA-Neurone aus (McDonald and Augustine 1993) und sowohl ,,feedforward*- als auch

.feedback*“-Hemmung durch diese spielen eine wichtige Rolle bei der synaptischen

Transmission in der LA (Sigurdsson et al. 2007). Abb. 2.4 zeigt beispielhaft im Zeitverlauf die

Entwicklung des FP nach dem Einwaschen von 20 uM Picrotoxin.

Abb. 2.3: Form und Verlauf eines extrazellulér abgeleiteten Feldpotentials (FP)

Zunéchst der Reizartefarkt, dann die verschiedenen Phasen des Feldpotentials, welches in der lateralen
Amygdala abgeleitet wurde. Durch vertikale Linien abgegrenzt die Bereiche, welche zur Ermittlung der
mittleren Amplitude des FP in der Auswertung herangezogen wurden. Innerhalb der Fenster 1 und 3 wurde
jeweils der maximale, innerhalb Fenster 2 der minimale Wert verwendet.
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Abb. 2.4: Beispielhafter Anstieg des Feldpotentials nach Einwaschen von Picrotoxin (20 pM)

Zum Zeitpunkt 0 Minuten (1) wurden 20 pM Picrotoxin (in ACSF) dem Gehirnschnitt perfundiert. Das
Feldpotential in der lateralen Amygdala hat sich daraufhin mehr als verdoppelt.
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2.5 Verhaltenstests

Verhaltenstests wurden sowohl an Wildtypmé&usen des Stammes C57BL/6J als auch an M&usen
der cGKII-Zucht (cGKII-/- und gematchte cGKII+/+) durchgefiihrt. Alle Versuchstiere waren
mannliche, 10-16 Wochen alte Geschwistertiere. Sie wurden einzeln in K&figen mit Futter und
Wasser ad libitum gehalten und 2 Wochen vor Versuchsbeginn in einen inversen Tag-Nacht-
Rhythmus gesetzt. Alle Versuche wurden in der Dunkelphase, d. h. in der aktiven Phase der
Tiere durchgefiihrt.

Es wurden zum einen Konditionierungsversuche (,,Fear Conditioning* = FC), zum anderen

Versuche zur Grundcharakterisierung bei den M&usen der cGKII-Zucht gemacht.

2.5.1  Konditionierung

2.5.1.1 Klassische Angstkonditionierung

Die Bedeutung dieser Form des Verhaltenstests sowie der prinzipielle Ablauf wurden bereits
eingehend in der Einleitung (siehe Punkt 1.2) beschrieben.
Zur Durchfiihrung der Versuche waren folgende Bestandteile notwendig: ein Fear Conditioning
System (TSE Systems, Bad Homburg), bestehend aus einer schallisolierten C-fear-Box mit
Lautsprecher und Licht, in dem die Konditionierung der Versuchstiere stattfand, sowie einer C-
fear-Steuerungseinheit, mit der die Versuchsparameter wie Licht, Ton und die Spannung des
applizierten Fullschocks geregelt werden konnten, ein Personal Computer (Sony), auf dem die
Testsitzung mit dem jeweiligen Versuchsprotokoll gestartet wurde, eine CCD B/W Kamera
(Eneo), mit deren Hilfe samtliche Bewegungen der Maus wahrend der gesamten Testung
aufgezeichnet wurden, ein Super Drive Video Recording System (Panasonic) mit Bildschirm,
durch das die Maus wahrend des Versuchs beobachtet werden konnte und ihre Performance fir
die spatere Auswertung auf Videokassette festgehalten werden konnte. Zur Veranschaulichung
der schematische Versuchsaufbau in Abb. 2.5.
In allen Versuchen wurden stets zwei verschiedene Kontext-Konstellationen (Kontext A und B)
verwendet, welche sich in der raumlichen Konfiguration, der Lichtintensitit sowie dem Geruch
(verschiedene Reinigungsmittel) unterschieden.
Kontext A:

- Box: transparenter quadratischer Plexiglaskorper (22 x 22 cm)

- Lichtintensitat: 2,5

- Boden: Metallgitter, kein Streu
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- Reinigungsmittel: Ethanol (70 %)

Kontext B:

- Box: dunkler, nicht transparenter Plastikzylinder

- Lichtintensitat: 5,0

- Boden: weil3e Hartplastikplatte mit Streu bedeckt

- Reinigungsmittel: Essigsaure (1 %)
Der den Mausen eingespielte Ton besal’ einen Schalldruckpegel von 80 dB (Sinus 4 auf der
Steuerungseinheit) und eine Frequenz von 9 kHz (70 auf der Steuerungseinheit). Die

Stromstarke des FulRschocks wahrend der Konditionierung betrug 0,7 mA.

6

Abb. 2.5: Versuchsaufbau bei den Konditionierungsversuchen

1: C-fear-box mit Licht und Lautsprecher

2: C-fear-Steuerungseinheit: Licht, Ton und Spannungssteuerung
3: C-fear-Steuerungseinheit: Steuerung des Videorecorders

4: Videorecorder mit Bildschirm

5: CCD Kamera

6: Personal Computer

(Abbildung zur Verfligung gestellt von Carl Christel)

Versuchsablauf (siehe Tab. 2.20): Erst unmittelbar vor Beginn des Versuches wurden die Tiere,
jedes einzeln der Reihe nach, in den abgedunkelten und gerduscharmen Versuchsraum gebracht
und sogleich in die schallisolierte VVersuchskammer tbergesetzt. Zwischen jeder Einzelmessung
wurde die C-fear-Box mit dem fir den jeweiligen Kontext vorgesehenen Putzmittel (Ethanol
oder Essigsaure) gereinigt. Um mdogliche Storfaktoren durch konditionierende Reize aus der
Umgebung so gering als moglich zu halten, wurde strengstens darauf geachtet, dass die Tiere

keine uberfliissig langen Zeiten im Versuchsraum verbrachten. Aullerdem wurden sie allesamt
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mit Handschuhen angefasst, welche mit dem fir den Kontext verwendeten Reinigungsmittel
benetzt waren. Auf diese Weise wurde versucht, bei der Handhabung den Einfluss von
Geruchsfaktoren zu minimieren.

Fur die Konditionierungsversuche kamen zwei verschiedene Protokolle zur Anwendung.

An Tag 0 fand die Konditionierung statt. Nach einer Explorationsphase von 3 Minuten, in
welcher die Versuchstiere den Kontext kennenlernen konnten, erfolgte anschlieBend die
Tonprésentation fir 30 Sekunden, welche mit einem 2 s-Fulischock abschloss. Nach einer
Regenerationsphase von 30 Sekunden wurden die Tiere wieder in ihren Kafig zurlickgesetzt. Zur
Untersuchung des kontextuellen Gedachtnisses wurden die Tiere wieder dem Kontext A
ausgesetzt und ihr Freezing-Verhalten fur 3 Minuten beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde das
auditorische Angstgedachtnis in dem neutralen Kontext B getestet. Nach 3-mintiger
Gewohnungszeit erfolgte die Prasentation des konditionierten Tons fir 3 Minuten.
Wahrenddessen wurde das freezing der Tiere beobachtet.

Abhangig vom Protokoll wurde das Lernverhalten der Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten
untersucht, d. h. die Zeitintervalle zwischen der Konditionierung und den Testphasen waren
unterschiedlich (siehe Tab. 2.20). So wurde in Protokoll 1, welches sowohl an einer Gruppe von
C57BL/6J Wildtypmausen als auch an Mausen der cGKII-Zucht durchgefihrt wurde, das
auditorische Angstlernen an Tag 1 und 7 nach der Konditionierung untersucht. Damit kann das
Langzeitgedéachtnis (Tag 1) und die Gedachtniskonsolidierung (Tag 7) getestet werden. Mit
Protokoll 2 sollte der zeitliche Verlauf der Gedachtnisbildung beim FC n&her beleuchtet werden.
So wurde zusétzlich schon nach 2 h und 4 h das auditorische Angstgedéchtnis abgefragt (siehe
Tab. 2.20). So konnte auch das Kurzzeitgedachtnis untersucht werden. Bei diesem Protokoll
wurde auf die Testung des kontextuellen Angstgedéchtnisses verzichtet. Durchgefiihrt wurde das
Protokoll an einer Gruppe Wildtypméuse des Stammes C57BL/6J. Generell war bei den
Konditionierungsversuchen das Hauptaugenmerk auf die wesentlich von der Amygdala
abhangige Tonassoziation gerichtet, die maligeblich durch den Hippocampus beeinflusste
Kontextprdsentation war zweitrangig.

Wahrend des gesamten Versuchs wurde das Verhalten der Mause mit einer in der C-fear-Box
integrierten CCD-Kamera aufgezeichnet. Das dadurch gewonnene Videomaterial wurde
schlieBlich mit Hilfe des Softwareprogramms Winrat (freundlicherweise von Carsten Wotjak,
MPI fir Psychiatrie, Mlnchen, zur Verfligung gestellt) manuell ausgewertet. Analysiert wurde
das freezing der Méause, jene Zeit, in der die Mause absolut ohne Regung erstarrt waren. Denn

das Freezing-Verhalten gilt als anerkannter Marker fir Angstverhalten bei Nagetieren,
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insbesondere den Mausen (siehe Punkt 1.2). Nicht als Bewegung gewertet wurden

Atembewegungen.

Phase Ablauf Protokoll

Konditionierung |180 s Pause (pra-kond.)
28 sTon

gleich fir Protokoll 1 und 2
2 s Ton + Fulschock

30 s Pause

Test: auditorisch | 180 s Pause Protokoll 1: an Tag 1 und 7
180 s konditionierter Ton im|Protokoll 2 : zusatzlich nach 2 h und

neutralen Kontext B 4 h

Test : kontextuell [180 s im  konditionierten | nur bei Protokoll 1
Kontext A

Tab. 2.20: Phasen der Angstkonditionierung (,,Fear Conditioning*“ = FC)

Ablauf der verschiedenen Phasen der Konditionierung und der Testphasen fiir die beiden Protokolle 1 und 2.
Eine genaue Beschreibung der Parameter Ton und Kontext A und B oben im Text 2.5.1.1.

2.5.1.2 Sensitisierung

Die Sensitisierung dient dazu, die Anteile der nicht-assoziativen Angst nach einer FulRschock-
Applikation quantitativ zu bestimmen. Das freezing nach der zeitlichen Paarung eines Tons
(konditionierter Stimulus = CS *) mit einem FuRschock (unkonditionierter Stimulus = US) kann
als Parameter fiir die Assoziationsstarke der beiden Stimuli verwendet werden. Laut Kamprath
and Wotjak (2004) wird das Ausmald dieser Angstreaktion jedoch durch mindestens drei
verschiedene neuronale Komponenten bestimmt. So 16st einerseits der Ton alleine bei den Tieren
schon reflexartig eine Angstreaktion auf direktem Wege aus. Andererseits bewirkt der
Fullschock per se eine nicht-assoziative Komponente, die sich in Zukunft generell auf das
Verhalten des Versuchstieres auswirken wird. Man bezeichnet Tiere, die einen Fulschock
erhalten haben, als sensitisierte Tiere. Als Folge dieser Sensitisierung zeigen die Tiere ein
allgemein erhohtes Angstverhalten in basalen Verhaltenstests wie dem Open Field. Die dritte
Komponente ist diejenige, welcher bei der Angstkonditionierung unser Hauptaugenmerk gilt,
namlich die assoziative Komponente. Mit Hilfe dieser kann der stattfindende Lernprozess nach
dem FC qualitativ und quantitativ bestimmt werden. Alle drei Komponenten haben Einfluss auf
das Verhalten des Tieres.
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Abb. 2.6: Modell der 2-Komponenten-Theorie bei
der Angstkonditionierung

Dargestellt die verschiedenen Komponenten mit
Einfluss auf das freezing eines konditionierten Tieres.
Der Ton an sich lést refelxartig freezing aus (,,direct
pathway*). Durch den Fullschock entstehen zusatzlich
nicht-assoziative  Anteile  (NAC). Als dritte
Komponente die Assoziation zwischen Ton und
FuBschock (eAC = excitatory associative component).
(Kamprath and Wotjak 2004)

direct
pathway

Freezing

Zur Untersuchung des Anteils der nicht-assoziativen Komponente beim freezing wurden 2
verschiedene, sog. Sensitisierungsprotokolle, an Wildtypm&dusen der Linie C57BL/6J
durchgefuhrt. Beim Protokoll 1 wurde den Versuchstieren in Kontext A ein Fullschock ohne die
Présentation eines Tons appliziert. Tags darauf wurde das Freezing-Verhalten der Tiere wahrend
der Tonpréasentation im neutralen Kontext B bestimmt. Vergleichend dazu wurde bei den Tieren

das kontextuelle Angstgeddchtnis ausgewertet (siehe Tab. 2.21).

Phase Ablauf Parameter

Sensitisierung mit FuRschock | 180 s Pause an Tag 0, Kontext A
2 s FulRschock (0,7 mA)

Test nicht-assoziativer Anteil | 180 s Pause an Tag 1, nicht kond. Kontext B
180 s Ton
Test: kontextuelle Angst 180 s Pause an Tag 1, kond. Kontext A

Tab. 2.21: Sensitisierungsprotokoll 1

Alleinige FuBschockapplikation an Tag O ohne Tonprésentation. An Tag 1 wurde freezing auf einen Ton in nicht
konditioniertem Kontext geprift. Vergleichend dazu wurde ebenfalls an Tag 1 das kontextuelle Angstgedachtnis
getestet.

In Anlehnung an dieses Protokoll und die Experimente von Shaban et al. (2006) wurde ein
weiteres Protokoll angewendet, um den Anteil des nicht-assoziativen Freezing-Anteils bei der
Angstkonditionierung zu ermitteln. Es wurde ebenfalls an einer Gruppe Wildtypmause mit
C57BL/6J-Hintergrund durchgefihrt. Grundlage dieses Protokolls war die Prasentation zweier in
der Frequenz unterschiedlicher Téne, eines nicht konditionierten (CS°), der nicht mit einem
FuBschock kombiniert war, sowie eines konditionierten (CS") in Kombination mit einem zeitlich
uberlappenden FulRschock (siehe Tab. 2.22). An Tag 0 wurde der CS™ (Frequenz 2,5 kHz; 80 dB)
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den Versuchstieren 3 mal im Abstand von 45 min. in Kontext A prasentiert. Der CS"* (Frequenz
9,0 kHz; 80 dB) wurde den Mé&usen hingegen 1 mal dargeboten und dabei mit einem Fuf3schock
(0,7 mA) gepaart. An Tag 1 und 7 dann wurde das freezing der Madause auf die beiden
unterschiedlichen Téne (CS*, CS) im neutralen Kontext B untersucht. Dafir wurden die
Versuchstiere auf zwei gleichstarke Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe erhielt vormittags den
CS" und nachmittags den CS’, bei der anderen Gruppe wurde geradewegs umgekehrt verfahren.
Dadurch sollte verhindert werden, dass die Freezing-Reaktion der Mause durch den kirzeren
Zeitabstand zu einem der beiden Tone beeinflusst werden kdnnte oder der an den Testtagen
jeweils zuerst présentierte Ton die Reaktion auf den spéter dargebotenen einseitig beeinflussen
konnte.

Aufzeichnung und Auswertung der Daten erfolgte bei diesen beiden Sensitisierungsversuchen

auf dieselbe Weise wie bei den Konditionierungsversuchen.

Phase Ablauf Parameter

Sensitisierung  (Ton ohne | 180 s Pause an Tag 0, Kontext A, 3 mal
FuBschock) 30 s Ton (2,5 kHz; 80 dB) im Abstand von 45 min.
Konditionierung 180 s Pause an Tag 0, Kontext A, 1 mal

28 s Ton (9,0 kHz; 80 dB)
2 s Ton + FuBschock (0,7 mA)

Test: auditorisch 180 s Pause an Tag 1 und 7, Kontext B
180 s kond. Ton (9,0 kHz)

Test: Sensitisierung 180 s Pause an Tag 1 und 7, Kontext B
180 s nicht kond. Ton (2,5
kHz)

Tab. 2.22: Sensitisierungsprotokoll 2

Getestet wurde Sensitisierung auf nicht konditionierten Ton (CS) im Vergleich zum auditorischen Angstlernen auf
konditionierten Ton (CS"). An Tag 0 3-malige Applikation von CS’ (jeweils Kontext A, Abstand 45 min.) und 1-
malige Applikation von CS™ (auch Kontext A). An Tag 1 und 7 Test der Freezing-Rate bei Prasentation von CS’
(Sensitisierung) im Vergleich zur Freezing-Rate beim Test des auditorischen Angstgedéachtnisses (Prasentation von
CS").

2.5.2  Grundcharakterisierung
Zur Charakterisierung grundlegender Verhaltensweisen wurde an Méusen der cGKII-Zucht der

Open Field-Test durchgefuhrt und die Schmerzschwelle nach Applikation eines Fulischocks

bestimmt. Dadurch sollte ausgeschlossen werden, evtl. auffallige Befunde in den
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Konditionierungsversuchen bei den cGKII-KO-Tieren falsch zu deuten. Denn diese
Unterschiede konnten an Unterschieden im Grundverhalten der Knock-outs liegen und somit
waren sie nicht spezifisch fir die Konditionierungsversuche. Zum Beispiel konnte ein erhohtes
generelles Angstlevel zu einer Zunahme im freezing fuhren, ohne spezifischer Ausdruck der
Assoziationsstérke zu sein. Auch Unterschiede in der Schmerzschwelle kdnnten einen solchen
Effekt haben.

2.5.2.1 Open Field

Mit diesem Test wird das explorative Verhalten der Versuchstiere in einer unbekannten
Umgebung untersucht. Solch eine Situation fiihrt bei den Tieren zu dem inneren Konflikt, sich
entweder in eine sichere Ecke zurlickzuziehen oder sich einem Risiko auszusetzen und die neue
Umgebung zu erkunden. Somit sind durch das Verhalten eines Tieres in neuer Umgebung
Aufschlisse Uber das generelle Angstlevel zu erzielen. Die Analyse wurde ebenfalls mittels der
TSE-Apparatur durchgefiihrt. Das Open Field bestand aus einer quadratischen Plexiglasbox und
einem glatten Kunststoffboden. In der Versuchsdauer von 10 Minuten, welche zur Auswertung
des Zeitverlaufs jeweils in Intervalle von je 2 Minuten aufgeteilt wurde, konnten die Tiere die
neue Umgebung im Dunkeln erkunden. Dabei wurde durch Infrarotsensoren, welche die Box
umgaben, jede Bewegung der Tiere erfasst. Anhand der gesammelten Daten konnten mit Hilfe
der TSE-Software verschiedene Parameter wie Aktivitat, zuriickgelegte Wegstrecke, mittlere
Geschwindigkeit und die ,,Rearings* (Aufrichten der Tiere) berechnet werden. Zusétzlich wurde
die  Thigmotaxis ausgewertet. Per definitionem handelt es sich dabei um
Orientierungsbewegungen der Tiere aufgrund von Beriihrungsreizen, im speziellen Fall hier um
Bertihrungen mit der Wand des Open Field. Fir die Auswertung wurde das gesamte Open Field
(22 x 22 cm) in eine Innenzone (11 x 11 cm) und eine Randzone (Breite 5,5 cm) unterteilt und
die Aufenthaltsdauer in den einzelnen Bereichen berechnet. Als GrolRe fur generelles

Angstverhalten diente die Aufenthaltsdauer im Randbereich (Thigmotaxis).

2.5.2.2 Schmerzschwelle

Dabei sollte die Schmerzschwelle der Versuchstiere fiir einen elektrischen Fullschock bestimmt
werden. Da die Tiere zur Angstkonditionierung einen FuBschock erhalten, muss ein Unterschied
im akuten Schmerzempfinden fir die beiden Genotypen (cGKII+/+, cGKII-/-) ausgeschlossen
werden. Denn laut Kamprath and Wotjak (2004) bestimmt die Intensitat des Fufischocks das
freezing der Tiere quantitativ, d. h. eine Gleichheit in der Schmerzschwelle fur beide Genotypen

ist essentiell fur eine korrekte Konditionierung.
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Zur Bestimmung der Schmerzschwelle wurde der Konditionierungskontext A mit dem
Metallgitterboden verwendet. Nach einer Gewdhnungsphase von 3 Minuten wurden den Mausen
FuBschocks mit steigender Intensitat verabreicht. Nach jedem Ful’schock gab es eine Pause von
30 Sekunden. Es wurde mit 0,1 mA begonnen und die Reizstarke sukzessive um 0,1 mA
gesteigert, bis die Tiere eine Schmerzreaktion zeigten. Als solche wurden jumping (Springen

oder Zusammenzucken) oder vocalizing (helle, quiekende Laute) gewertet.

2.6  Statistische Auswertung

Alle erhobenen Daten wurden als Mittelwerte + SEM (standard error of the mean =
Standardfehler des Mittelwerts) dargestellt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit
dem Students t-Test. Das Signifikanzniveau wurde wie folgt definiert: p > 0,05 nicht signifikant;
p < 0,05 statistisch signifikant (*); 0,001 < p < 0,01 statistisch signifikant (**); p < 0,001

statistisch hochsignifikant (***).
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3 Ergebnisse

3.1 Expression der cGKII im Gehirn

Obwohl es in der Fachliteratur zahlreiche Hinweise auf eine Expression der cGKII in der
Amygdala (El-Husseini et al. 1995; 1999; Werner et al. 2004) gibt, sollte dieser Sachverhalt in
dieser Arbeit auf Proteinebene nochmals untersucht werden. Denn dies bildet gewissermal3en die
Grundlage fir eine mogliche Funktion dieses Enzyms bei der Angstkonditionierung, wenn man
die in Fachkreisen glltige, zentrale Bedeutung der Amygdala bei der Assoziationskniipfung von
Ton und Schmerzstimulus zur Grundlage nimmt (siehe Punkt 1.2). Gleiches gilt fur die LTP-
Induktion an den Synapsen zwischen den beiden beim FC aktiven Inputs (thalamischer und
kortikaler) und den LA-Neuronen. Zudem wurde in den bisherigen Expressionsstudien zur
cGKII die Verteilung der cGKII-mRNA in Form einer mRNA in situ hybridization (EI-Husseini
et al. 1995; 1999; Werner et al. 2004), nicht aber die Expression des Proteins selbst gezeigt.
Diese Fragestellung sollte daher in dieser Arbeit mit Hilfe immunhistologischer Methoden
untersucht werden. So wurden einerseits immunhistochemische Farbungen an Gehirnschnitten,
andererseits Western Blots an extrahiertem Amygdalagewebe durchgefuhrt. Fir beide Versuche

wurde derselbe cGKII-Antikdrper verwendet (siehe Punkte 2.2 und 6.4).

3.1.1  Immunhistochemischer Nachweis
Die immunhistochemische Farbung mit dem cGKII-Antikérper zeigte allgemein eine weit

verteilte Expression der cGKII in vielen Hirnregionen (Abb. 3.1A). Besonders stark exprimiert
war die cGKIIl in der GroBhirnrinde, im Hippocampus, Striatum und vor allem in
hypothalamischen und thalamischen Kerngebieten. Auch im Ubergangsbereich der Amygdala zu
den thalamischen Regionen (,,transit area = TA) zeigte sich eine deutliche Expression. In der
Amygdala selbst war eine moderate Farbung erkennbar. Diese war gleichméRig in den
verschiedenen Subnuclei der Amygdala vorhanden. Diese Befunde decken sich groftenteils mit
den Ergebnissen der bisherigen Expressionsstudien zur cGKII (EI-Husseini et al. 1995; 1999;
Werner et al. 2004). Relevant ist auch die bestétigte Expression der cGKII im Thalamus und der
transit area (TA), da dort die thalamischen Afferenzen zur LA verlaufen, tiber welche bei der
Angstkonditionierung der CS zur LA eingeht (siehe Punkt 1.2).
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Als Negativkontrolle wurde die gleiche Farbemethode an Gehirnschnitten der cGKII-defizienten
Mause durchgefuhrt. Dort war keine Farbung feststellbar (Abb. 3.1B). Daraus kann man
schlussfolgern, dass es sich bei der Bindung des cGKII-Antikorpers um eine spezifische Bindung
des Zielproteins handelt. D. h. die Farbung mit diesem Antikorper zeigte spezifisch das

Vorhandensein der cGKII an.

\

A B

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

A: Farbung eines Gehirnschnittes der cGKIl-ctr Maus zeigt eine starke Expression der cGKIl im Cortex,
Hippocampus, Striatum, hypothalamischen und thalamischen Kerngebieten. Ebenfalls eine starke Expression in
der transit area zwischen Thalamus und der lateralen Amygdala. In der LA selbst eine méRigstarke Expression
(siehe Pfeil).

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

3.1.2  Nachweis mittels Western Blots
Ergénzend dazu wurden auch Western Blots gemacht, um die Expression der cGKII in der

Amygdala zu untersuchen. Hierfiir wurden Proben aus dem Gewebe der Amygdala (Amy)
eingesetzt, welches aus Gehirnschnitten extrahiert wurde. Die Ergebnisse (Abb. 3.2) zeigten,
dass im Amygdalagewebe einer Kontrollmaus (WT) die cGKII kraftig exprimiert ist, wahrend
sie im cGKII knock-out (11-KO) dort nicht detektierbar ist.

Im Amygdalagewebe der cGKIIl knock-outs wurde parallel auch die Expression der cGKI-
Isoformen untersucht. Denn es kdnnte zu einer kompensatorischen Hochregulation der cGKIR
oder der cGKla in dieser Mauslinie kommen. Ein solcher Effekt war aber nicht feststellbar (Abb.
3.2).

Umgekehrt zeigte sich im cGKI-knock-out keine kompensatorische Hochregulation der cGKI|I
(Abb. 3.2). Denn die cGKII Bande war in dieser Mauslinie identisch zur cGKII Bande in den

Wildtypmausen. Als Ladungskontrolle diente fir diese Experimente B-actin.



Ergebnisse 52

Amy  Amy Amy

WT I-KO [I-KO
CGKIB | — —
cGKla

CGKI| | —— |
B-2Ctin | e ——

Abb. 3.2: Nachweis der cGKII in der Amygdala mittels Western Blot

Fur diese Western Blots wurden ausschlielich Proben aus Amygdala-Gewebe (Amy) verwendet. Es wurde
gezeigt, dass die cGKII in der Amygdala sowohl in den Wildtypméausen (WT) als auch den cGKI-KO Tieren (I-
KO) stark exprimiert ist, wahrend in den cGKII-KO Tieren (I11-KO), wie erwartet, keine Expression der cGKII in
der Amygdala festzustellen war. Zudem konnte demonstriert werden, dass es in den cGKII-KO Tieren im
Vergleich zu den Wildtypmausen zu keiner kompensatorischen Hochregulation der cGKI-Isoformen cGKIR oder
c¢GKlIa kommt. Als Ladungskontrolle diente 3-Actin.

3.2  Analyse der synaptischen Ubertragung und der Langzeitpotenzierung

in der Amygdala bei cGKII-defizienten Mausen

Nachdem mittels Immunhistochemie und Western Blots eine Expression der cGKII in der
lateralen Amygdala bestétigt worden war, sollte nun die funktionelle Rolle der cGKII fur die
synaptische Ubertragung in diesem Bereich geklart werden. Um diese Frage zu beantworten,
wurde zunéchst die basale synaptische Transmission als auch die Langzeitpotenzierung in der
lateralen Amygdala untersucht. Es wurden beide fir die Angstkonditionierung wichtigen

afferenten Bahnen (thalamische und kortikale Fasern) zur LA untersucht.

3.2.1 Basischarakteristika der synaptischen Transmission
Das Gehirn cGKIlI-defizienter M&use zeigte keine groben anatomischen Anomalien und auch die

Amygdala mit ihren verschiedenen Abschnitten (siehe 1.1) wies keine morphologischen
Auffalligkeiten auf. Dennoch ist es notwendig, mdgliche generelle Defekte der synaptischen
Transmission in der lateralen Amygdala durch die Inaktivierung des Gens fur die cGKII
auszuschlieBen. Ein wichtiger Basisparameter der synaptischen Ubertragung ist die sogenannte
Input-Output-Relation, d. h. die Beziehung zwischen der Starke des prasynaptischen Reizes

(Input) und der korrespondierenden postsynaptischen Antwort (Output). Letztere wurde in allen
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hier vorgestellten Untersuchungen anhand der Amplitude des gemessenen Feldpotentials (FP)
quantifiziert. Die Abbildung 3.3 macht deutlich, dass die cGKII-KO Mause die gleiche 10-
Beziehung wie die Kontrolltiere aufwiesen. Sowohl bei der Reizung des kortikalen (Abb. 3.3A)
als auch des thalamischen Inputs (Abb. 3.3B) wurden in der untersuchten Reizstarke (20-140
HMA) keine signifikanten Unterschiede der FP-Amplitude zwischen den beiden Genotypen
gefunden. Somit konnen mogliche Unterschiede bei den LTP-Messungen dieser beiden
Erregungswege (kortikaler und thalamischer) zwischen den knock-outs und den Wildtypmadusen
nicht auf Unterschiede in der basalen synaptischen Ubertragung zuriickgefiihrt werden, zumal

sich die Reizstérke fir diese LTP-Versuche durchweg im Bereich von 30-100 pA befand.
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Abb. 3.3: Basale synaptische Transmission in der lateralen Amygdala (LA)

A: I0R-Messung durch Reizung kortikaler Fasern zur LA zeigte keinen Unterschied zwischen cGKII-ctr
(schwarz, n = 14 Schnitte, n = 10 Tiere) und cGKII-KO (weil}, n = 12 Schnitte, n =9 Tiere).

B: I0R-Messung thalamischer Fasern zur LA zeigte ebenfalls keinen Unterschied zwischen cGKII-ctr
(schwarz, n = 14 Schnitte, n = 8 Tiere) und cGKII-KO (weil3, n = 10 Schnitte, n = 5 Tiere).

Dargestellt jeweils Mittelwerte £ SEM.

3.2.2  LTP nach starkem Tetanus des kortikalen Inputs
In der ersten Versuchsserie zur funktionellen Rolle der cGKII bei der synaptischen Plastizitat in

der Amygdala wurden LTP-Messungen in der lateralen Amygdala nach starker tetanischer
Reizung (100 Hz) (siehe Punkt 2.4) der kortikalen Afferenzen durchgefihrt. Wie schon in der
Einleitung beschrieben, gilt die Messung der LTP nach Applikation eines hochfrequenten

elektrischen Reizes als bewahrtes in vitro Modell zur Induktion synaptischer Veranderungen,
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wie man sie, wenn auch stark modifiziert, in vivo wahrend Lernvorgéngen aufzutreten vermutet.
Der Kkortikale Input zur LA mit Fasern, die sensorischen Kortexarealen entstammen
(auditorischer Kortex TE1), stellt bekanntermallen den indirekten Weg der Signalverarbeitung
beim FC dar (siehe Punkt 1.2). Dieser bei LTP-Messungen im Mandelkern routineméfig
angewandte Stimulus induzierte in beiden Genotypen (cGKII+/+; cGKII-/-) gleichermalen eine
moderate, aber dennoch signifikante Potenzierung der synaptischen Transmission. Die LTP bei
den cGKIl-defizienten Mausen betrug 118.8 + 4.2 % bei n = 24, in den dazugehdrigen
Kontrolltieren 120.8 + 2.9 % bei n = 28 (Abb. 3.4A). Somit war kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen 60 Minuten nach LTP-Induktion feststellbar (p = 0,70). Auch
unmittelbar nach LTP-Induktion und im gesamten Zeitverlauf zeigte sich keine verminderte LTP
bei den cGKII-KO Tieren (Abb. 3.4A).

3.2.3 LTP nach starkem Tetanus des thalamischen Inputs
Ahnlich dazu ergaben sich auch im thalamischen Input, dem direkten Erregungsweg zur LA

beim FC (siehe Punkt 1.2), bei den LTP-Messungen keine Unterschiede zwischen den Wildtyp-
und den cGKIl knock-out Mdusen (p = 0,78). Wahrend bei den cGKII-/- Mdusen die
Potenzierung 119.0 £ 5.1 % (n = 12) betrug, wurde bei den Wildtypmausen eine LTP von 120.8
+ 2.9 % (n = 24) gemessen (Abb. 3.4B). Auch zu Beginn der LTP nach Applikation des Tetanus
war kein Unterschied in den beiden Gruppen zu erkennen (Abb. 3.4B).

Zusammenfassend kann man also sagen, dass das Fehlen der cGKII keine Auswirkungen auf die
in der lateralen Amygdala in vitro gemessene LTP hat. Denn weder im kortikalen noch im
thalamischen Input zur LA war bei den cGKII-KO Méusen eine verminderte LTP feststellbar.
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Abb. 3.4: Langzeitpotenzierung in der lateralen Amygdala

A: Induktion der LTP Uber den kortikalen Input ergab in Hirnschnitten von cGKII-KO Tieren (wei3, n = 24
Schnitte, n = 11 Tiere) und cGKIlI-ctr Tieren (schwarz, n = 28 Schnitte, n = 17 Tiere) keinen Unterschied.

B: Induktion der LTP Uber den thalamischen Input ergab in Hirnschnitten von cGKII-KO Tieren (weif3, n = 12
Schnitte, n = 5 Tiere) und cGKIll-ctr Tieren (schwarz, n = 24 Schnitte, n = 11 Tiere) ebenfalls keinen
Unterschied.

3.3  Angstkonditionierung

3.3.1 Kilassische Angstkonditionierung
Die immunhistochemischen Versuche lieRen erkennen, dass die cGKIl in der lateralen

Amygdala exprimiert ist. Eine funktionelle Rolle der cGKII flr die LTP in vitro konnte mittels
Feldpotentialmessungen in der lateralen Amygdala ausgeschlossen werden. Als nachstes sollte
die funktionelle Bedeutung der cGKII in der Amygdala in vivo untersucht werden. Hierfur
wurden verschiedene Verhaltensparadigmen an den knock-out Mausen getestet. Im Mittelpunkt
stand die funktionelle Rolle der cGKII fiir assoziatives Angstlernen. Deshalb wurde die
Angstkonditionierung, eine Form von klassischer Konditionierung nach Pawlow, untersucht.

Das genaue Vorgehen bei der Angstkonditionierung ist in Kapitel 2.5.1 beschrieben. Die
Gedachtnisbildung wurde induziert, indem ein harmloser Reiz (Ton) mit einem aversiven

(FuBschock) zeitlich gepaart wurde. Um die Stdrke der Assoziation zu Uberprifen, wurde das
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Angstverhalten (freezing = Angststarre) bei erneuter Tonpréasentation analysiert. Grundsétzlich
konnen verschiedene Phasen bei der Gedé&chtnisbildung unterschieden werden, die zeitlich
aufeinanderfolgen. Deshalb wurden 2 verschiedene Protokolle angewendet. Protokoll 1
Uberprufte das Langzeitgeddchtnis bei den Tieren, indem die Assoziation des Tons mit dem
FuBschock nach 24 h getestet wurde. Durch einen weiteren Test der Freezing-Reaktion auf den
Ton (CS) nach 7 Tagen wurde die Féhigkeit der Konsolidierung des angstvollen
Gedé&chtnisinhalts bei den Tieren untersucht. Darunter versteht man die dauerhafte Festigung des
Gedachtnisses.

Mit Protokoll 2 wurde vor allem das Kurzzeitgedachtnis und der Ubergang vom Kurzzeit- zum

Langzeitgedéchtnis untersucht. Es erfolgten hierflr zusétzliche Testungen nach 2 und 4 h.

Protokoll 1: Testung 24 h und 7 Tage nach Konditionierung

Mit diesem Protokoll wurde das Angstlernen der cGKII-KO Méuse untersucht (siehe Punkt 2.3).
Vorher wurde das Protokoll an einer Gruppe von 8 Wildtypmdusen des Stammes C57BL/6J
getestet. So sollte sichergestellt werden, dass das Protokoll eine ausreichend starke Assoziation
zwischen dem Ton (CS) und dem FuBschock (US) hervorruft. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.5
zusammenfassend dargestellt.

Vor der Konditionierung war das freezing mit 0,5 £ 0,3 % vernachldssigbar niedrig. Nach der
Konditionierung wurde das freezing der Tiere in einem neutralen Kontext untersucht. In der
Phase ohne Tonprésentation zeigte sich an beiden Testtagen ein Anstieg im freezing auf 26,5 +
4,7 % bzw. 18 £ 1,2 %. Daflr war die Sensitisierung der Tiere durch den erhaltenen FuRschock
verantwortlich (Kamprath and Wotjak 2004). Die demgegeniber signifikant erhohte Freezing-
Zeit wahrend der Tonprésentation an beiden Testtagen mit 56,9 + 6,9 % 24 h nach
Konditionierung und 55,7 + 4 % 7 Tage danach zeigte, dass die Tiere wahrend der
Konditionierung eine Assoziation zwischen dem Ton (CS) und dem FuRschock (US) bildeten.
Parallel dazu wurde bei den Versuchstieren auch das kontextuelle Angstgeddchtnis getestet,
indem die Mause sowohl 24 h als auch 7 Tage nach der Konditionierung der Umgebung
ausgesetzt wurden, in welcher die Konditionierung stattgefunden hatte. Auch dabei zeigte sich
ein Anstieg im freezing an beiden Testtagen (37,6 + 4,8 % bzw. 21,6 + 4 %).

Daraus l&sst sich schlussfolgern, dass das Protokoll gut geeignet ist, die von der Amygdala
abhangige Tonassoziation bei den konditionierten Versuchstieren zu erfassen. Auch die in
anderen Hirnregionen wie basolateraler Amygdala (BLA) und Hippocampus prozessierte

Kontextassoziation fand statt, wenngleich diese erwartungsgeman schwécher ausfiel.
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Protokoll 1: C57BL/6J, n = 8, 8-12 Wochen alt

A
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Abb. 3.5: Angstkonditionierung mit Protokoll 1 an
Wildtypmausen (C57BL/6J)

A: Das auditorische Angstgedachtnis in Kontext B
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Mit demselben Protokoll wurde im Anschluss daran das Angstlernen an einer Kohorte von 11
cGKII-KO Tieren und 12 gematchten Kontrolltieren untersucht. Anhand der Freezing-Zeiten
sieht man, dass die Tiere vor der Konditionierung eine vernachléssigbar geringe Angstreaktion
zeigten (2,3 = 0,5 % in den Knock-outs vs. 2,5 + 0,5 % in den Kontrollen). Ausgehend von
diesen Werten waren auch in den Testphasen fur das auditorische Angstlernen in einem
neutralen Kontext an beiden Testtagen (Tag 1 und Tag 7) keine Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen feststellbar (Abb. 3.6A). So betrug das freezing fur die cGKII-KO Tiere 46,3 £
3,3 % (n = 11) und fur die cGKII-ctr Tiere 48,4 + 3,2 % (n = 12) an Tag 1 nach der
Konditionierung. Die entsprechenden Werte 7 Tage nach der Konditionierung waren in beiden
Gruppen mit 37,4 + 3,3 % in der KO-Gruppe und 38,1 + 5,2 % in der Kontrollgruppe etwas
niedriger. Somit war an beiden Tagen keine signifikante VVerédnderung des Angstverhaltens in
den cGKII-KO Tieren im Vergleich zu den cGKII-ctr Tieren zu erheben. Stattdessen zeigen
diese Werte, dass die cGKIlI-defizienten Mause keine Defizite im auditorischen Angstlernen
haben. Die ermittelten p-Werte fir die beiden Gruppen betrugen 0,65 an Tag 1 und 0,91 an Tag
7. Passend dazu war auch die Freezing-Rate in den beiden 3-minutigen Phasen ohne
Tonprésentation an beiden Testtagen fur beide Gruppen &hnlich hoch (24 h nach
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Konditionierung: cGKII-KO: 9,6 = 1,7 % vs. cGKll-ctr: 11,1 + 15 %; 7 Tage nach
Konditionierung: cGKII-KO: 85 + 1,2 % vs. cGKll-ctr: 10,3 = 1,1 %). Damit konnte
ausgeschlossen werden, dass Unterschiede zwischen beiden Gruppen in der nicht-assoziativen
Komponente aufgrund der Sensitisierung durch den FuBschock (siehe Abb. 2.7) die Testung des
assoziativen Angstlernens, welches in der Verkntpfung des Tons (CS) mit dem FuRschock (US)
besteht, beeinflussen.

Auch bei der Testung des kontextuellen Angstlernens ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede in den beiden Gruppen weder an Tag 1 noch an Tag 7 nach der Konditionierung
(Abb. 3.6B). War an Tag 1 zumindest eine Tendenz zu einem leicht vermindertem Freezing-
Verhalten bei den cGKII-/- Mdusen erkennbar (cGKII-/-: 23,7 £ 3,3 % vs. cGKII+/+: 28,1 + 4
%), war dieser Effekt an Tag 7 fast vollstandig verschwunden (cGKII-/-: 15,8 £ 2,4 % vs.
cGKII+/+: 16,9 £ 1,8 %). Die entsprechenden p-Werte lagen bei 0,45 (Tag 1) und 0,77 (Tag 7).
Zusétzlich neben den Mittelwerten £ SEM beim freezing auf den konditionierten Ton und den
konditionierten Kontext, wurde fur beide Gruppen beim auditorischen Angstlernen der
Zeitverlauf der Freezing-Antwort in den 6 Minuten (3 min. ohne, 3 min. mit Tonprasentation) an
den beiden Testtagen ausgewertet. Auch dort zeigte sich fir beide Gruppen ein identischer
Verlauf mit einem gleichermaRen markanten Anstieg der Freezing-Rate (in s/30 s-Intervall) nach
Einsetzen des Tons (Abb. 3.6C/D).
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Protokoll 1: cGKII-KO (n = 11, 8-12 Wochen alt) und cGKIlI-ctr (n = 12, 8-12 Wochen alt)
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Abb. 3.6: Angstkonditionierung an cGKI11-KO Mausen mit Protokoll 1

A: Das auditorische Angstgedéchtnis in einem neutralen Kontext B wurde 24 h und 7 Tage nach Konditionierung
getestet. Keine signifikanten Unterschiede im freezing zwischen cGKII-KO (weil, n = 11) und cGKIllI-ctr (schwarz,
n =12), weder an Tag 1 noch Tag 7.

B: Das kontextuelle Angstgedéchtnis wurde im konditionierten Kontext A 24 h und 7 Tage nach Konditionierung
getestet. Ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im freezing zwischen cGKII-KO (weif, n = 11) und cGKIlI-ctr
(schwarz,n=12) an Tag 1 und 7.

Dargestellt jeweils Mittelwerte £ SEM des freezing in % der Gesamtzeit.

C: Auch im zeitlichen Verlauf der Testphase an Tag 1 wurde zu keinem Zeitpunkt, weder vor Tonprésentation (-)
noch wahrend Tonprasentation (+), ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt.

D: Ebenfalls kein Unterschied vor Tonprésentation (-) und wahrend Tonprasentation (+) zwischen den beiden
Gruppen an Tag 7.

3.3.2  Nicht-assoziative Angst nach Fuf3schock
Die schon zuvor kurz angerissene nicht-assoziative Komponente, welche bei der

Angstkonditionierung auftritt (Kamprath and Wotjak 2004), sollte mit Hilfe von 2 weiteren
Protokollen untersucht werden. Damit sollte die Validitat von Protokoll 1 weitergehend
uberprift werden. Denn dieses wurde bekanntermallen verwendet, um gezielt mogliche
Abweichungen im Angstlernen, nicht einer allgemein gesteigerten Angstbereitschaft, der cGKII-

defizienten Mduse gegeniber den Kontrollmdusen zu entdecken. Beide Protokolle wurden an
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Mausen des Stammes C57BL/6J durchgefiihrt. Die Durchfiihrung des Protokoll 1 entsprach der
Angstkonditionierung bis auf das Fehlen einer Tonprasentation vor dem Fuf3schock (siehe Abb.
2.21). Am darauffolgenden Tag dann wurde die Angstreaktion der Tiere (n = 8; 8-10 Wochen
alt) in einem neutralen Kontext B sowie in der Konditionierungskammer (Kontext A), in
welchem die Tiere 24 h zuvor den FuBschock erhalten hatten, untersucht und miteinander
verglichen (Abb. 3.7A). Es zeigte sich, dass es aufgrund der Sensitisierung durch den Fuschock
zu einer Zunahme des freezing von 1 + 0,4 % vor Gabe des FulRschocks auf 18,3 £ 3,7 % in dem
neutralen Kontext kam. Wurde den Tieren in diesem neutralen Kontext zusétzlich ein
unbekannter Ton présentiert, stieg die Freezing-Zeit auf 27,2 + 4,5 % an. Bei der Testung des
kontextuellen Angstgedachtnisses in Kontext A konnte ein deutlicher Anstieg der Freezing-Rate
mit 37,3 £ 7 % bei den Versuchstieren festgestellt werden.

In Ubereinstimmung zur 2-Komponenten-Theorie von Kamprath and Wotjak (2004) zeigen
diese Ergebnisse, dass der Fufischock per se zu einer Sensitisierung und deshalb zu einem
Anstieg des freezing bei den Tieren fuhrte. Dieser nicht-assoziative Freezing-Anteil erhéhte sich
durch die Prasentation eines an sich neutralen Reizes (hier ein Ton) weiter. Dennoch l6ste die
Testung im konditionierten Kontext ein deutlich hoheres freezing bei den Tieren aus. Dies
spricht einerseits daftir, dass bei dem verwendeten Protokoll zur Angstkonditionierung die
Freezing-Reaktion der Mause Uberwiegend Ausdruck des assoziativen Angstlernens ist, zumal
die Freezing-Werte beim auditorischen Angstgedéachtnis noch um einiges hoher sind als beim
kontextuellen. Andererseits kann der nicht-assoziative Anteil, welcher auch dort durch die Gabe
des FuBschocks auftritt, zuverldssig in einem neutralen Kontext in der Testphase ohne die
Tonprasentation bestimmt werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde an 10 C57BL/6J Mdausen (8-12 Wochen alt) ein
weiteres Protokoll durchgefuhrt. Damit sollte Uberpruft werden, inwieweit die Mause zwischen
einem 1-malig konditionierten Ton (CS") und einem mehrmals prasentierten nicht
konditionierten Ton (CS") differenzieren konnen (siehe Abb. 2.22). Die beiden présentierten
Tone unterschieden sich in ihrer Frequenz (CS™: 9,5 kHz, 80 dB vs. CS™: 2,5 kHz, 80 dB).
Ahnlich wie von Shaban et al. (2006) berichtet, konnten die Tiere zwischen dem CS™ und CS
unterscheiden. Denn sowohl an Tag 1 als auch Tag 7 war das freezing der Tiere in einem
neutralen Kontext bei der Prasentation des CS™ mit 55,9 + 5,2 % (Tag 1) und 41,9 + 5,8 % (Tag
7) deutlich hoher als wahrend der Présentation des CS™ mit 15,7 + 9,4 % (Tag 1) und 10,4 + 3 %
(Tag 7) (Abb. 3.7B). Die Freezing-Werte in den anderen Testphasen sowie das basale Freezing-
Level vor der Konditionierung unterschieden sich hingegen nur marginal in den beiden Gruppen
mit je 5 Méusen (pra-kond.: CS™: 1,7 + 0,5 % vs. CS™ 0,4 + 0,2 %; kein Ton (-) Tag 1: CS™: 8,4
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+23%vs. CS: 16 + 1 %; kein Ton (-) Tag 7: CS™: 9,1 + 2,6 % vs. CS™: 11,3 + 2,8 %). Generell
wie in anderen Protokollen auch kam es zu einem Riickgang der Freezing-Werte an Tag 7. Dies
lag vermutlich auch an Extinktionsvorgéngen, die durch die erneute Tonprasentation bei der 1.
Testung 24 h nach Konditionierung parallel zur Rekonsolidierung stattfinden. Eine detaillierte
Beschreibung zu diesen Vorgangen erfolgt in der Diskussion. Aber unabhangig davon
bekréaftigte dieser Befund das Ergebnis des 1. Versuchs zur Sensitisierung und demonstrierte,
dass die assoziative Komponente bei der Angstkonditionierung den groReren Anteil ausmacht.
Ergdnzend dazu konnten die Ergebnisse von Shaban et al. (2006) bestatigt werden, dass den
Mausen eine Diskrimination unterschiedlicher Téne mdglich ist. Diese Unterscheidungsfahigkeit
stellt einen plausiblen biologischen Mechanismus dar, der Lebewesen eine Unterscheidung
zwischen bedrohlichen und harmlosen Umweltreizen erlaubt. VVon pathologischer Bedeutung
scheint eine mangelnde Fahigkeit zur Diskrimination geféhrlicher von ungeféhrlichen Reizen beli
der generalisierten Angststorung zu sein. Weiterhin bekréftigte dieser Befund die Hypothese,
dass bei der Angstkonditionierung die Ubertragung nur derjenigen synaptischen Verbindungen
in der LA nachhaltig verstarkt wird, die gleichzeitig zur Gabe des FuRschocks aktiv sind. Die
Verstarkung dieser Verbindungen sorgt letztlich fir die Assoziationsbildung zwischen dem

FuRschock und dem konditionierten Ton.

Protokoll 1: C57BL/6J, n = 8, 8-10 Wochen alt Protokoll 2: C57BL/6J, n = 10, 8-12 Wo alt
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Abb. 3.7: Sensitisierungsversuche mit C57BL/6J Mausen

A: Durch alleinige Gabe eines FuBschocks (0,7 mA, 2 ms) wurden die Tiere sensitisiert. Sie reagierten daraufhin
auf die Gabe eines unbekannten Tons (+) mit einer unspezifischen Angstreaktion. Diese unspezifische
Angstreaktion fiel aber deutlich kleiner aus als die spezifische Angstreaktion auf den konditionierten Kontext
(Kontext).

B: Deutlich erhohte spezifische Angstreaktion der Tiere auf den konditionierten Ton (CS®) verglichen mit
unspezifischer Angstreaktion auf einen nicht konditionierten Ton (CS’) an beiden Testtagen (Tag 1 und Tag7).
Dargestellt jeweils Mittelwerte £ SEM.
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3.4 Grundcharakterisierung der cGKII-KO Mause mit Verhaltenstests

Der Befund, dass es durch das Ausschalten des Gens fir die cGKII (prkg2) in den Mé&usen weder
zu Defiziten der LTP in der lateralen Amygdala noch zu einer Reduktion im auditorischen
Angstlernen kam, lasst die Schlussfolgerung zu, dass die cGKII fur Lernvorgénge in der
lateralen Amygdala keine zentrale Rolle spielt. Um die Ergebnisse aus den
Konditionierungsversuchen weiter abzusichern, wurde als néchstes die Schmerzschwelle bei den
cGKII-KO Mausen bestimmt. Denn ein verdndertes akutes Schmerzempfinden bzw.
Unterschiede in der Schmerzwahrnehmung hétten Auswirkungen auf die Befunde der
Angstkonditionierung gehabt, da bekanntermaBen ein FuBschock dort als aversiver Stimulus
verwendet wurde (siehe Punkt 2.5.2.2). Zumal es Hinweise darauf gibt, dass der NO/cGMP-
Signalweg fur bestimmte Formen der Schmerzwahrnehmung von Bedeutung ist (Schmidtko et
al. 2003; Tegeder et al. 2004).

Zusétzlich sollte im Open Field eine detaillierte Phénotypisierung der cGKII-defizienten Mause
beziglich basaler Verhaltensweisen wie Aktivitdt, Lokomotion, explorativem und
angstassoziiertem Verhalten stattfinden. Denn auch Unterschiede in diesen Verhaltensweisen
hatten eventuell Einfluss auf die Ergebnisse der Angstkonditionierung (siehe Punkt 2.5.2.1).
Zudem sollten so mogliche Unterschiede im Verhalten der cGKII-KO Méuse im Vergleich zu

den Kontrolltieren festgestellt werden.

3.4.1 Bestimmung der Schmerzschwelle
Fir diesen Versuch wurden zwei gleichstarke Gruppen von cGKII-KO (n = 4, 8-12 Wochen alt)

und cGKIlI-ctr Mausen (n = 4, 8-12 Wochen alt) verwendet. Die Durchfihrung erfolgte wie in
2.5.2.2 beschrieben. Als ZielgroRen wurden das Vocalisieren und Springen bei den Tieren
bestimmt, beides anerkannte Schmerzreaktionen bei Nagetieren. Wurde eine dieser beiden
Reaktionen bei einem Versuchstier beobachtet, wurden dem Tier keine weiteren FuRschocks
mehr verabreicht. Der Mittelwert fiir das Vocalisieren betrug bei den cGKII-KO Tieren 0,33 £
0,04 mA, bei den cGKIlI-ctr 0,28 = 0,05 mA (Abb. 3.8). Dieser minimale Unterschied war bei
einem ermittelten p-Wert von 0,59 nicht signifikant. Ein ahnliches Ergebnis wurde bei den
Tieren fur das Springen erzielt. Wahrend fur diese spezifische Schmerzreaktion bei den
Kontrolltieren der Mittelwert 0,33 £ 0,04 mA betrug, war dieser bei den Knock-outs mit 0,3 +
0,04 vernachlassigbar geringer (p = 0,70) (Abb. 3.8). Damit war ausgeschlossen, dass
Unterschiede im akuten Schmerzempfinden bzw. —verarbeitung in den beiden Kohorten

(cGKI+/+ vs. cGKII-/-) auf die Ergebnisse der Angstkonditionierung sich hatten auswirken
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konnen. Aufllerdem belegten diese Daten Klar, dass der bei der Konditionierung applizierte

Fufltschock mit einer Starke von 0,7 mA bei allen Tieren eine Schmerzreaktion ausloste.

1,0 4

I Ctr
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%E? 0.8 Abb. 3.8: Bestimmung der Schmerzschwelle
%’ 0.7 1 Untersucht wurde die Schmerzreaktion einer
06+ Vocalisieren Springen Gruppe naiver cGKII-KO Mause (weil, n = 4)
S o5l und gematchter Kontrollen (schwarz, n = 4) auf
c steigende Stromintensitdt des FuBschocks. Kein
_2'4) 0.4 T Unterschied in der Schmerzschwelle, weder im
S o0a- T Vocalisieren noch beim Springen, zwischen
S ol beiden Genotypen.
2 - Dargestellt jeweils Mittelwert + SEM.
L. 014
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3.4.2 Open Field
Der Zweck dieses Verhaltensparadigmas wurde schon ausfihrlich in den Punkten 2.5.2.1 und 3.4

beschrieben. Hervorzuheben ist, dass in dieser Arbeit der Open Field-Test als eigenstandiger
Verhaltenstest betrachtet wurde, durch den eine detaillierte Verhaltensphanotypisierung der
cGKII-defizienten Méuse erreicht werden sollte. Denn Werner et al. (2004) postulierten eine
bedeutende Rolle der cGKII fir die Kontrolle bestimmter Emotionen (siehe Punkt 1.6). Sie
fuhrten dies vor allem auf ein erhohtes generelles Angstverhalten der cGKII-/- M&use zurtick,
welches sie in ihren Versuchen mit einer signifikant verlangerten Aufenthaltszeit der Tiere zum
einen im dunklen Kompartiment wahrend des Light-dark-box Tests und zum anderen im offenen
Arm des Elevated-O-maze im Vergleich zu den Kontrolltieren begriindeten. Zumindest
ansatzweise konnte diese These einer gesteigerten allgemeinen Angstbereitschaft der cGKII-/-
Tiere auch im Open Field getestet werden, indem man die sogenannte Thigmotaxis, die
Aufenthaltsdauer der Tiere im Randbereich des Open Field, ermittelte (siehe Punkt 2.5.2.1).

Als erstes allerdings wurde bei einer Kohorte von cGKII-/- (n = 10, 8-12 Wochen alt) und
cGKIlI+/+ (n = 10, 8-12 Wochen alt) das Explorationsverhalten sowie die Aktivitat der Tiere im
Open Field bestimmt. Als zentraler Indikator fir das Explorationsverhalten der Tiere wurde das
,.Rearing®, d. h. das Aufrichten auf die Hinterbeine, bei den Mé&usen untersucht. Sowohl im
Zeitverlauf Gber die 10 Minuten (5 Intervalle zu je 2 min.) als auch in der Gesamtauswertung des
10-minitigen Aufenthalts im Open Field durch Mittelwert £+ SEM war kein Unterschied

zwischen den beiden Gruppen feststellbar (Abb. 3.9A). Die ensprechenden Werte waren fir die
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cGKII-/- 6,0 £ 0,5 % und die cGKII+/+ 6,1 £ 0,5 % (,,Rearing* in % der Gesamtzeit). Der
ermittelte p-Wert lag bei 0,92.

Bei der Aktivitét, d. h. den Bewegungen der Tiere auf allen 4 Beinen in der horizontalen Ebene,
hingegen stellte sich ein differenziertes Bild dar (Abb. 3.9B). War im Zeitverlauf in den ersten 3
Intervallen (Minuten 0-6) bei p-Werten von 0,23 (Intervall 1); 0,086 (Intervall 2) und 0,091
(Intervall 3) kein signifikanter Unterschied bei dem festgelegten Signifikanzlevel von p < 0,05
(siehe Punkt 2.6) zwischen den beiden Gruppen zu erheben, so zeigten in den letzten beiden
Intervallen die cGKII-KO Tiere gegenuber den Kontrollen eine signifikant verminderte Aktivitat
(in % der Gesamtzeit) (Intervall 4: p = 0,012 und Intervall 5: p = 0,026). Dieser in den letzten 4
Minuten gemessene Unterschied hatte auch eine insgesamt verringerte Aktivitat der knock-outs
gegenuber den Kontrollen Gber die 10 Minuten zur Folge. Eine Gesamtaktivitat von 33,2 + 1,2 %
bei den cGKII-/- verglichen mit 37,2 £ 0,9 % bei den cGKII+/+ fihrte zu einem p-Wert von
0,011 (p < 0,05).

Noch deutlicher war der Unterschied zwischen den beiden Gruppen bei der zurlickgelegten
Gesamtstrecke (in m) im Open Field wahrend der 10 Minuten (Abb. 3.9C) Wahrend die cGKII-
/- nur 36,4 = 1,6 m in dieser Zeit zurtcklegten, kamen die gematchten cGK+/+ insgesamt auf
52,5 + 3,1 m. Der dazu entsprechende p-Wert war 0,00021 (p < 0,001). Auch im Zeitverlauf
spiegelte sich dieser hochsignifikante Unterschied zu Ungunsten der cGKII-/- M&use wider. Bei
hochsignifikanten Unterschieden (p < 0,001) in den Intervallen 1 (p = 0,00020) und 2 (p =
0,00052), waren auch in den restlichen Intervallen 3-5 signifikante Unterschiede (p < 0,01)
zwischen den beiden Gruppen zu verzeichnen (Intervall 3/4: p = 0,0033; Intervall 5: p =
0,0034).

Ein nahezu identisches Ergebnis erbrachte die Berechnung der mittleren Geschwindigkeit (Vi in
cm/s) fir die beiden Gruppen (Abb. 3.9D). Betrug diese fir die Kontrolltiere 8,8 £ 0,5 cm/s, so
waren die cGKII-/- M&use mit 6,4 + 0,3 cm/s Uber die gesamte Zeit der 10 Minuten deutlich
langsamer (p = 0,00073). Auch im Zeitverlauf konnte dieser hochsignifikante Unterschied
nachvollzogen werden (Intervall 1: p = 0,00071; Intervall 2: p = 0,0025; Intervall 3: p = 0,0082;
Intervall 4: p = 0,0046; Intervall 5: p = 0,0098).

AbschlieBend wurde im Open Field die Thigmotaxis, sprich der Randaufenthalt in % der
Gesamtzeit, fur die beiden Gruppen ausgewertet (Abb. 3.9E). Dabei zeigte sich ebenfalls ein
signifikanter Unterschied in den Mittelwerten, welche fur die cGKII-/- und cGKII+/+ Tiere iber
die 10 Minuten, ermittelt wurden. Die Thigmotaxis war bei den Knock-outs mit 56,7 + 6,7 % der
Gesamtzeit gegenuber den gemessenen 37,0 + 5,9 % der Kontrollen signifikant erhéht (p =

0,04). Dieser Befund war die logische Konsequenz von signifikanten Unterschieden zwischen
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den beiden Gruppen im Zeitverlauf mit p-Werten von 0,0062; 0,025; 0,0038 und 0,047 in den
Intervallen 1-4. Nur im letzten Zeitintervall war kein Unterschied zwischen den cGKII-/- und
cGKII+/+ Tieren festzustellen (p = 0,17).
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Abb. 3.9: Ergebnisse des Open Field Tests an cGKI11-KO Mé&usen

Die untersuchten Parameter an den cGKIlI-ctr (schwarz) und cGKII-KO (weill) Mausen sind jeweils links im
Zeitverlauf in 2-Minuten-Intervallen und rechts als Mittelwert + SEM der gesamten Versuchsdauer dargestelit.

A: Kein Unterschied im Rearing zwischen beiden Gruppen.

B: Signifikant verminderte Aktivitat der cGKII-KO in den letzten 4 Minuten im Zeitverlauf (links) und insgesamt
Uber die 10 Minuten (rechts).

C: Hochsignifikant verminderte Wegstrecke (m) der cGKII-KO im Zeitverlauf (links) und insgesamt nach 10
Minuten (rechts).

D: Die cGKII-KO sind ebenfalls hochsignifikant langsamer wahrend des Zeitverlaufs (links) und insgesamt nach
den 10 Minuten (rechts).

E: Signifikant langere Aufenthaltsdauer im Randbereich des Open Field der cGKII-KO wéhrend der ersten 8
Minuten im Zeitverlauf (links) sowie insgesamt (iber die 10 Minuten (rechts).
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4 Diskussion

Man weiB, dass Stickstoffmonoxid (NO) ein wichtiges biologisches Signalmolekul ist, welches
seine Wirkung in erster Linie tber einen durch die sGC vermittelten Anstieg von cGMP in der
Zelle vermittelt. Die Eigenschaft der Membranpermeabilitdt ermdglicht es, dass NO auch in
Nachbarzellen seine Wirkung entfalten kann. Auch im ZNS nimmt NO eine zentrale Rolle beim
Lernen und bei der Gedachtnisbildung sowie der synaptischen Plastizitat, welche das zellulére
Korrelat dieser beiden VVorgéange darstellt, ein (Schuman and Madison 1994; Feil and Kleppisch
2008). So konnte neben vielen anderen Hirnregionen wie Hippocampus, Cortex, Striatum und
Cerebellum vor allem auch fiir die Amygdala gezeigt werden, dass NO dort flir die Ausbildung
des Angstgedachtnisses und Ubereinstimmend dazu die LTP-Induktion von Bedeutung ist
(Schafe et al. 2005; Sato et al. 2006). Das NO/cGMP-Signal wird vor allem auch durch die cGK
Typ | und Il weitervermittelt. Diese intrazelluldaren Proteinkinasen werden von zwel
verschiedenen Genen (prkg 1 und prkg 2) codiert und beide in der Amygdala exprimiert (El-
Husseini et al. 1999; Feil et al. 2005). Aus frilheren Studien gibt es Hinweise, dass ebenso wie
NO auch die cGKs fiir das amygdalare Angstlernen und die LTP in der lateralen Amygdala
wichtig sind (Chien et al. 2003, 2005; Ota et al. 2008). Allerdings konnte aufgrund der
unspezifischen Blockade beider cGKs (cGKI und cGKII) durch die in den hiesigen Studien
verwendeten pharmakologischen Substanzen keine Aussage dartiber getroffen werden, ob diese
Effekte hauptsachlich durch die cGKI oder die cGKII vermittelt werden. Deshalb wurde in der
vorliegenden Arbeit anhand eines konventionellen knock-out Mausmodells die funktionelle

Rolle der cGKII fiir das Angstlernen und die synaptische Plastizitét in der Amygdala untersucht.

4.1 Expression der cGKII im Gehirn

Als erstes wurde die Expression der cGKII in den fur das Angstlernen relevanten Hirnregionen
untersucht. Die Expressionsanalysen (siehe Abb. 3.1) haben ergeben, dass die cGKII in der
Amygdala in mittlerer Konzentration vorhanden ist. Jedoch konnte anhand der
immunhistochemischen  Farbungen in anderen mit der Angstkonditionierung assoziierten
Bereichen wie dem Thalamus und der Ubergangszone zwischen dem Thalamus und der
Amygdala (,,transit area” = TA), in welcher die thalamischen Afferenzen zur lateralen
Amygdala (LA) bei der Angstkonditionierung verlaufen, eine bei weitem starkere Expression als
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in der LA selbst festgestellt werden. Ebenso wie in einer friheren Studie von de Vente et al.
(2001), welcher die Expression der cGKII an Rattengehirnen untersuchte, zeigte sich auch in
dieser Arbeit eine gewisse Diskrepanz zwischen den Resultaten der Immunoblots und der
Immunhistochemie auf cGKII. So war die Farbung in der Immunhistochemie zum Nachweis der
cGKIl in der lateralen Amygdala wesentlich schwécher, als der in den Western Blots ermittelte
hohe cGKII-Gehalt in der Amygdala erwarten lieR. Womdoglich liegt die Ursache fiir diesen
Effekt in den unterschiedlichen Protokollen fir die beiden Nachweismethoden.

Insgesamt zeigte sich eine weit verteilte Expression der cGKIIl in vielen verschiedenen
Hirnarealen mit besonders hohen Konzentrationen in den dufReren Kortexschichten, thalamischen
und hypothalamischen Kerngebieten, dem Striatum und auch im Hippocampus (CA1-CA3
Region, Gyrus dentatus).

Im Wesentlichen sind die in dieser Arbeit ermittelten Expressionsdaten fir die cGKII
deckungsgleich zu den bisher bekannten Angaben aus der Literatur (El-Husseini et al. 1995;
1999; de Vente et al. 2001; Werner et al. 2004). Minimale Differenzen wie die hier gezeigte
ausgepragte Expression der cGKIIl im Striatum und im Hippocampus sind vermutlich auf
Unterschiede in den Nachweismethoden (mRNA in situ hybridization vs. Immunhistochemie)
einerseits und unterschiedliche verwendete Spezies (Ratte vs. Maus) andererseits
zuruckzufiihren. Besonders wichtig ist die in dieser Studie demonstrierte Expression der cGKIlI
in der lateralen Amygdala, weil dort wahrend der Angstkonditionierung die verschiedenen
Stimuli (Ton und Schmerzreiz) konvergieren und deshalb anscheinend fir deren Assoziation
verantwortlich sind (Sigurdsson et al. 2007). Auch eine in den Férbungen ermittelte Expression
der cGKII im Corpus geniculatum mediale (CGM) und dem posterioren intralaminaren Nucleus
(PIN) des Thalamus sind sehr relevant, weil Uber diese beiden Stationen im Thalamus
bekanntlich der Ton und der Schmerzreiz bei der Angstkonditionierung einlaufen, um von dort
direkt Gber die ,,transit area* (TA) zur LA zu gelangen. In Anbetracht dieser Befunde scheint
eine funktionelle Rolle der cGKII fur das auditorische Angstlernen und die zugrundeliegende
synaptische Plastizitat in der LA mdglich.

Allgemein werden verschiedene sowohl pré- als auch postsynaptische Mechanismen bei der LTP
diskutiert. Kdrzlich erst wurde von der Arbeitsgruppe um Serulle et al. (2007) eine
postsynaptische Rolle der cGKII fir die LTP im Hippocampus beschrieben. Sie konnten eine
Interaktion der in der postsynaptischen Membran verankerten cGKIlI mit den GIluR1-
Untereinheiten von AMPA-Rezeptoren zeigen. Ergebnis dieser Interaktion ist die
Phosphorylierung von Serin 845 der GluR1-Untereinheit, welche zu einem vermehrten Einbau in

die postsynaptische Membran fiihrt. Ein solcher Anstieg der GluR1-Untereinheiten gilt als
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etablierter postsynaptischer Mechanismus bei der LTP (Malenka and Bear 2004). Die
Aktivierung der cGKII erfolgt Giber den folgenden von ihnen postulierten Signalweg: Der durch
NMDA-Rezeptoren vermittelte Ca**-Anstieg in der Postsynapse fiihrt durch die Aktivierung der
Ca**/Calmodulin-abhangigen NO-Synthase zur Generierung von NO. Dieses gasférmige
Molekdl stimuliert unmittelbar in der Postsynapse die sGC. Dadurch kommt es zur Produktion
von cGMP, welches schlieBlich die cGKII aktiviert. Eine solche postsynaptische Rolle der
cGKIl wdére auch in der Amygdala bei der LTP und bei der Konsolidierung des
Angstgeddchtnisses denkbar, zumal das VVorhandensein von NO in der lateralen Amygdala und
eine funktionelle Rolle fir die LTP und das Angstlernen bereits gezeigt worden ist (Schafe et al.
2005; Sato et al. 2006). Passend dazu konnte in einer Studie von Ota et al. (2008) erst kiirzlich
belegt werden, dass die postsynaptische Injektion eines cGK-Inhibitors die LTP in der LA
hemmt. Damit scheint die Annahme bestéatigt, dass der NO/cGMP/cGK-Signalweg zumindest
teilweise zur postsynaptischen Komponente der LTP in der LA beitrdgt. Jedoch konnte aufgrund
der unspezifischen pharmakologischen Blockade der cGKs in ihren Experimenten keine Aussage
darliber gemacht werden, ob die cGKI oder die cGKII fiir diesen Effekt verantwortlich ist.

Fir eine potentielle préasynaptische Rolle der cGKII fir die amygdalare LTP und das assoziative
Angstlernen sprechen die Befunde von de Vente et al. (2001), der durch immunhistochemische
Farbungen von Rattengehirnen zeigen konnte, dass die cGKIl wie in zahlreichen anderen
Hirnarealen auch in der Amygdala ganz iberwiegend im ,,Neuropil*, also in den Dendriten und
axonalen Endigungen, weniger jedoch in den Neuronensomata lokalisiert ist. Deshalb schlug er
schon damals eine eventuelle prasynaptische Rolle der cGKII fiir neuronale Prozesse wie die
synaptische Plastizitdt vor. Ein moéglicher Downstream-Effektor der cGKII in der Amygdala
konnte der ,,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator® (CFTR) sein, ein
Chloridkanal, dessen Expression mittels ,,mRNA in situ hybridization* in der Amygdala
nachgewiesen werden konnte (Mulberg et al. 1995). Eine Aktivierung dieses Kanals durch die
cGKII konnte im Dunndarm gezeigt werden (Vaandrager et al. 1998). Fur eine bedeutende Rolle
des CFTR bei synaptischen VVorgangen wie der LTP oder der LTD gibt es jedoch bislang keine
Hinweise. Ebenso konnte eine funktionelle Interaktion des Kanals mit der cGKII im Gehirn bis
dato nicht nachgewiesen werden.

Von funktionellem Einfluss auf die synaptische Plastizitdt in der LA koOnnte auch die
hochkonzentrierte Expression der cGKII in prasynaptischen Neuronensomata des auditorischen
Thalamus sein (siehe Abb. 3.1). Denn als wichtiger prasynaptischer Mechanismus fiir das
Angstgedachtnis und die LTP in der LA wurde in einer friheren Arbeit der ERK/MAP-Kinase
Singalweg im auditorischen Thalamus (CGM/PIN) beschrieben (Apergis-Schoute et al. 2005) .
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Sie postulieren, dass die dadurch initiierte Proteinsynthese fur die synaptische Plastizitét in der
LA notwendig ist. Denkbar ware, dass die Aktivierung dieses Signalwegs uber die cGKIlI
geschieht.

Weder die Ergebnisse aus der Vergangenheit noch die in der vorliegenden Arbeit gezeigten
Befunde lassen allerdings eindeutige Rickschlisse zu, ob die cGKII in der LA prasynaptisch
oder postsynaptisch lokalisiert ist. Um daruber eine klare Aussage treffen zu kénnen, waren
Kolokalisationen mit présynaptischen und postsynaptischen Markern notwendig. Solche
Kolokalisationsstudien sollten jedoch nur dann ins Auge gefasst werden, wenn es tatsachlich
Befunde fiir eine funktionelle Rolle der cGKII fur die Lernvorgdnge und die synaptische
Plastizitat in der LA gibt.

4.2 Die Rolle der cGKII fur die synaptische Plastizitat in der lateralen
Amygdala

Bei der Angstkonditionierung kommt es zu einer Konvergenz der verschiedenen sensorischen
Informationen, welche durch den Ton und den Fulschock ausgeldst worden sind, auf den
Neuronen in der LA. Weil sie einen Ort darstellt, an welchem synaptische Plastizitat wéhrend
der Konditionierung auftritt, halt man die LA fir eine Schliusselkomponente bei der
Angstkonditionierung (Blair et al. 2001; Sigurdsson et al. 2007). Bereits seit der Mitte des letzten
Jahrhunderts versucht man die VVorgange des Lernens und der Gedé&chtnisbildung zu verstehen,
indem man die zelluldren und molekularen Grundlagen, welche zu diesen Veranderungen an den
Synapsen beitragen, erforscht. Ein beliebtes Modell fiir diese Untersuchungen stellt die LTP dar,
da sie sehr viele Parallelen mit den Vorgangen von Lernen und Gedéchtnisbildung besitzt (Citri
and Malenka 2008). Ein groRer Vorteil der LTP besteht darin, dass sie sich durch hochfrequente
elektrische Stimulation auch in vitro an Hirschnittpraparaten auslésen lasst. Eine Reihe bereits
publizierter Daten impliziert eine Rolle des NO/cGMP-Signalwegs sowohl fir die LTP als auch
das Angstlernen in der LA (Chien et al. 2005; Schafe et al. 2005b; Ota et al. 2008). Die
Ergebnisse dieser Arbeiten legen aufRerdem nahe, dass die cGMP-abh&ngigen Proteinkinasen als
Vermittler des cGMP-Signals fungieren. Aufgrund der fehlenden Selektivitat der verwendeten
Pharmaka konnte jedoch keine Aussage dariiber getroffen werden, welche der beiden cGKs
(cGKI oder cGKIl) den beobachteten Effekt auf die LTP und das Angstlernen in der LA
vermittelt. Ein Hauptgegenstand der hier vorliegenden Arbeit war deshalb, die funktionelle
Bedeutung der cGKII fiir die Modulation der synaptischen Plastizitat in der LA aufzukléren.
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Die hier beschriebenen Experimente sprechen gegen eine zentrale Funktion der cGKII flr die
LTP in der LA. Denn weder die Messung extrazellularer Feldpotentiale tiber dem thalamischen
noch die Uber dem kortikalen Input zur LA konnte einen signifikanten Unterschied zwischen den
konventionelle cGKIl knock-out und den gematchten cGKIIl-Kontrollmdusen aufdecken.
Stattdessen ergaben sich in den beiden Gruppen fiir beide Inputs tber den gesamten Zeitverlauf
nahezu identische Werte. Demzufolge waren auch unmittelbar nach der LTP-Induktion durch
den tetanischen elektrischen Stimulus (100 Hz) keine unterschiedlichen Werte zwischen den
beiden Mauskollektiven (cGKII-/- vs. cGKII+/+) festzustellen. Dies spricht dafir, dass auch in
der initialen Phase der LTP, der sogenannten E-LTP (,,early LTP**), welche sich direkt dem
LTP-induzierenden Stimulus anschlieRt, die cGKII in der LA keine zentrale Rolle einnimmt.
Wie Studien an Hippocampuspréparaten belegt haben, ist die E-LTP das Resultat einer
kurzzeitigen Verstarkung der synaptischen Ubertragung aufgrund wvon biochemischen
Verénderungen an der Synapse wie beispielsweise einer erhdhten Leitfahigkeit von bereits in der
postsynaptischen Membran befindlichen AMPA-Rezeptoren. Die spate Phase der LTP, die
sogenannte L-LTP (,,late LTP*), hingegen flhrt zu einer dauerhaften Verstarkung der
synaptischen Transmission aufgrund von morphologischen Veranderungen der betroffenen
Synapsen, welche eine Neusynthese von RNA und Proteinen voraussetzen (Citri and Malenka
2008). Aufgrund der kirzlich erschienenen Verdffentlichung von Serulle et al. (2007) wére eine
Funktion der cGKII sowohl fur die E-LTP als auch die L-LTP in der LA denkbar gewesen. Denn
die von ihnen gezeigte Kolokalisation der membrangebundenen cGKII mit den GIuR1-
Untereinheiten der AMPA-Rezeptoren im Hippocampus ware auch in der LA eine Mdglichkeit
gewesen, wie die cGKIl eine Verstarkung der synaptischen Ubertragung nach einer
hochfrequenten Stimulation hervorrufen kann. Durch die unmittelbare Phosphorylierung bereits
in der postsynaptischen Membran vorhandener GluR1-Untereinheiten konnte eine kurzzeitige
cGKII-vermittelte Potenzierung stattfinden, wahrend durch den Neueinbau zusatzlicher GIuR1-
Untereinheiten aus einem intrazelluldren Pool in die Postsynapse die im Sinne einer L-LTP
geforderte strukturelle Verdnderung an der potenzierten Synapse geschehen kodnnte. Zudem
wurde eine wichtige Rolle von GluR1-Untereinheiten fir das assoziative Angstlernen und
korrelierend dazu die LTP in der Amygdala schon durch Befunde aus der Vergangenheit
demonstriert (Lee et al. 2003; Rumpel et al. 2005). Die hier erhaltenen Befunde sprechen
allerdings gegen eine Funktion der cGKII fir die LTP in der LA tberhaupt. Infolgedessen ist
auch eine Rolle der cGKIIl im auditorischen Thalamus (CGM/PIN), wo sie in aufierst hoher
Konzentration vorkommt (siehe Abb. 3.1), fur die LTP in der LA zu verneinen. Ein solcher

Mechanismus von prasynaptischer Plastizitdt im auditorischen Thalamus mit funktioneller
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Bedeutung fur ein erfolgreiches Angstlernen und suffiziente LTP in der LA gleichermafen
konnte fur den ERK/MAP-Kinase Signalweg gezeigt werden (Apergis-Schoute et al. 2005).

Ein wesentliches Problem bei der Verwendung von genetisch manipulierten Mauslinien stellt die
bisweilen beobachtete Tatsache dar, dass die Funktion des durch ein bestimmtes Gen
ausgeschalteten Proteins durch andere Proteine ersetzt und damit ausgeglichen wird. So kénnte
auch bei der hier verwendeten konventionellen cGKII-defizienten Mauslinie eine mdgliche
Malfunktion der LTP in der LA aufgrund des Fehlens der cGKII durch die kompensatorische
Hochregulation anderer an der LTP beteiligter Proteine kompensiert worden sein. Am
naheliegendsten aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit wére eine Hochregulation der
cGKI-Isoformen (cGKIR und cGKla) in der Amygdala. Zumindest eine solche konnte mit Hilfe
von immunhistochemischen Nachweismethoden der cGKI in der Amygdala ausgeschlossen
werden (siehe Abb. 3.2). Auch der scheinbare Widerspruch der Ergebnisse hier, welche keine
funktionelle Rolle der cGKII in der LA zeigen, und den Ergebnissen aus anderen Labors, welche
eine postsynaptische Rolle der cGKs fiir die LTP in der LA proklamieren (Chien et al. 2003,
2005; Ota et al. 2008), l&sst sich durch die Entdeckung einer zentralen Funktion der cGKI fir die
LTP in der LA nach tetanischer Reizung sowohl der thalamischen als auch der kortikalen
Afferenzen zur LA aufldsen (Paul et al. 2008).

Wie bei der LTP wurde auch bei der Untersuchung der basalen synaptischen Ubertragung durch
die 10-Relation kein Unterschied bei den cGKII-KO Tieren im Vergleich zu den cGKIllI-ctr
festgestellt. An den Gehirnen der cGKII-KO Maé&usen wurden auch keine morphologischen
Pathologien beobachtet.

Somit konnten grundsétzliche neuroanatomische Defizite und Fehlfunktionen in der basalen
synaptischen Signaliibertragung, hervorgerufen durch das Fehlen der cGKII, ausgeschlossen

werden.

4.3 Die Funktion der cGKII fUr das assoziative Angstlernen

Man geht davon aus, dass eine LTP-hafte Verstarkung der synaptischen Ubertragung in der LA
und die daran beteiligten molekularen Mechanismen die Grundlage der assoziativen
Lernprozesse wéhrend der Angstkonditionierung darstellen (Rogan et al. 1997; Schafe et al.
2001; Maren and Quirk 2004). Deshalb war folgende Fragestellung fir diese Arbeit
unausweichlich: Korrelieren die bei den cGKIlI-defizienten Mdusen erhaltenen Befunde aus den

in vitro LTP-Messungen in der LA mit den Ergebnissen beim assoziativen Angstlernen in vivo?
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Um dies zu untersuchen, wurden Versuche zur Pawlow’schen Angstkonditionierung an den
cGKII-KO Tieren durchgefiihrt (siehe Tab. 2.20). Wie vermutet, war kein signifikanter
Unterschied in der assoziativen Gedachtnisbildung zwischen den cGKII-KO Mé&usen und den
gematchten cGKIlI-ctr feststellbar. Weder in der Testphase 24 h nach der Konditionierung noch
in einer weiteren Testphase nach 7 Tagen ergaben sich Unterschiede in der Freezing-Rate
zwischen den beiden Vergleichsgruppen (cGKII-/- vs. cGKII+/+). Somit flihrte das Fehlen der
cGKIl in Ubereinstimmung zu den LTP-Befunden auch beim Angstlernen nach Pawlow zu
keinem aufféalligen Phanotyp bei den Tieren. Dieser Befund bekréftigt auch die in den letzten
Jahren gewonnene Annahme, dass das Angstlernen in der LA nach klassischer Konditionierung
mit dem Grad an dauerhafter Verstarkung der synaptischen Ubertragung in der LA Kkorreliert (zur
Ubersicht Sigurdsson et al., 2007).

Generell werden bei Lernvorgangen im Zeitverlauf unterschiedliche Phasen beobachtet, so auch
beim Angstlernen in der Amygdala: Als erstes und bereits unmittelbar mit der Konditionierung
findet die sogenannte Akquisition, gewissermalen der Erwerb des Geddchtnisinhalts, statt,
welcher sich zeitlich Gberlappend das Kurzzeitgedachtnis (,,short term memory* = STM), etwa
2-6 h nach der Konditionierung, anschlieft. Darauf wiederum folgt das Langzeitgedéchtnis
(,,long term memory* = LTM), welches zu einer Konsolidierung, also der weiteren Verfestigung
des Gelernten, fuhrt (Tronson and Taylor 2007). In Abb. 4.1 ist dieser zeitliche Ablauf des
Lernprozesses, wie er bei der Angstkonditionierung stattfindet, durch einen Versuch an

C57BL/6J Wildtypméausen (n = 7, 9-13 Wochen alt) nochmals graphisch dargestellt.
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Abb. 4.1: Zeitverlauf des auditorischen Angstlernens an C57BL/6J Mausen

Das auditorische Angstgedachtnis wurde im Zeitverlauf 2, 4, 24 h sowie 7 Tage nach der Konditionierung getestet
(+). Ubereinstimmend mit der Literatur sah man die maximale Angstantwort nach 4 h. Wie zu erwarten, war
aufgrund von Extinktionsvorgdngen bei wiederholter Tonprasentation ein moderater Abfall des freezing an Tag 7
zu verzeichnen.

Gleichzeitig erkennbar war eine starke Zunahme nicht-assoziativer Anteile der Freezing-Antwort vor allem 4 und
24 h nach der Konditionierung (-). Ursache hierfiir war eine Sensitisierung der Tiere durch den FuBschock und im
speziellen Fall vor allem eine Sensitisierung durch das wiederholte ,,handling* der Mduse innerhalb kurzer Zeit.
Dargestellt jeweils Mittelwerte £ SEM.
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Neben einer Bestatigung der bisherigen Literatur insofern, dass die maximale Freezing-Antwort
etwa 3-6 h nach der Konditionierung beim Ubergang vom STM zum LTM auftritt (Tronson and
Taylor 2007), weist die Abbildung zusatzlich auf 2 Phdnomene hin, welche bei der klassischen
Angstkonditionierung nach Pawlow konstant auftreten und deshalb bei der Interpretation der
Konditionierungsexperimente an den cGKII-KO Tieren zu beriicksichtigen sind. Zum einen setzt
sich das freezing aus mehreren verschiedenen Komponenten zusammen. Neben dem assoziativen
Anteil als Ausdruck der Lernleistung tragen zusatzlich nicht-assoziative Elemente zur
Gesamtheit der beobachteten Freezing-Reaktion bei (Kamprath and Wotjak 2004). Eine Stress-
Sensitisierung der Tiere durch den aversiven Fullschock tritt beim Paradigma der
Angstkonditionierung konstant als Ursache solcher nicht-assoziativer Anteile des freezing auf.
Die relativ hohen Freezing-Werte hier in den Phasen ohne Tonprésentation 4 und 24 h nach der
Konditionierung (Abb. 4.1) wurden vor allem zusétzlich durch das héufige ,,handling* der Tiere,
d. h. der wiederholte Korperkontakt der Tiere zum Versuchsleiter innerhalb kurzer Zeit,
hervorgerufen. Um das AusmaR der Stress-Sensitisierung quantitativ zu bestimmen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit zwei weitere sogenannte Sensitisierungsprotokolle an C57BL/6J
Wildtyptieren durchgefiihrt. Die Ergebnisse demonstrierten in Ergdnzung zu Abb. 4.1 deutlich,
dass trotz des Vorhandenseins nicht-assoziativer Anteile aufgrund einer Sensitisierung durch den
FuBschock der assoziative Anteil als Produkt einer erfolgreichen Verkniipfung des Tons mit dem
Fullschock bei der Angstkonditionierung Uberwiegt (Abb. 3.7). Somit galt es als gesichert, dass
der erhaltene Befund der Angstkonditionierung an den cGKIl-defizienten Tieren eine Aussage
uber ihre assoziative Lernleistung erlaubt.

Das andere Phanomen, welchem bei der Angstkonditionierung Rechnung zu tragen ist, sind
weitere Lernphasen, welche wahrend der Messung des auditorischen Angstgedachtnisses in den
Testphasen auftreten. Denn durch die Présentation des konditionierten Tons (CS) kommt es zu
einem ,,memory retrieval”, dem Wiedererleben der wahrend der Konditionierungsphase
gemachten Erfahrungen. Die klassische Angstkonditionierung zeichnet sich u. a. dadurch aus,
dass zur Messung des Angstgedéchtnisses ein ,,memory retrieval** notwendig ist (Garelick and
Storm 2005). Das Problem besteht nun darin, dass dieses ,,retrieval* selbst einen dynamischen
Prozess darstellt, bei dem die wahrend der Konditionierung gemachte Assoziation zwischen dem
Ton und dem Fuflischock in einen labilen Zustand gerét. Basierend darauf laufen wahrend des
,.retrieval* parallel zwei konkurrierende Prozesse, namlich die Rekonsolidierung und Extinktion
des Angstgedachtnisses, ab. Bei der Rekonsolidierung, welche gleichsam der initialen
Konsolidierung die Neusynthese von mRNA und Proteinen erforderlich macht, findet eine

erneute Verfestigung des assoziativen Angstgedachtnisses statt. Unter dem Begriff der
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Extinktion hingegen versteht man aktive VVorgange, die zu einer Abschwéchung des assoziativen
Gedachtnisses fuhren, indem sich bei den Tieren die urspriingliche Verknupfung des Tons mit
dem FuBschock wieder lockert (Garelick and Storm 2005). Vor allem fur die Bewertung der
Freezing-Zeit an Tag 7 mussen diese Gesichtspunkte mitberiicksichtigt werden.
Erwartungsgemald zeigte sich hier sowohl in der Gruppe der cGKII-/- als auch der cGKII-ctr
Tiere ein moderater Ruckgang des freezing auf den CS. Man hatte die Einflisse auf dieses
Ergebnis durch das ,,memory retrieval* wéhrend der Testung 24 h nach der Konditionierung
umgehen konnen, indem man bei einer zusétzlichen Versuchskohorte exklusiv 7 Tage nach der
Konditionierung das auditorische Angstgedachtnis getestet hatte. Zusatzlich hdtte man auch an
einer weiteren Kohorte gezielt das STM durch eine Testphase bereits 2 h nach der
Konditionierung auswerten kénnen. Es ist allerdings nahezu ausgeschlossen, dass ein Fehlen der
cGKII selektiv zu Defiziten des STM bei vollig intakter Gedachtniskonsolidierung fihrt. Zumal
auch bei den Feldpotentialmessungen in der LA keine Defizite in der E-LTP unmittelbar nach
der LTP-Induktion bei den cGKII-KO Tieren festgestellt wurden.

Insgesamt bekréftigen die in dieser Arbeit erzielten Befunde das Modell der Pawlow’schen
Angstkonditionierung, demzufolge die LA den Ort darstellt, an dem die Bildung des
auditorischen Angstgedachtnisses stattfindet. Zelluldre Basis hierfir ist die synaptische
Potenzierung der auditorischen Inputs zur LA durch die gleichzeitige Aktivierung eines starken
Inputs in Form des Fullschocks (Sigurdsson et al. 2007). Dazu passend leistet die in der LA eher
moderat exprimierte cGKII (siehe Abb. 3.1), wie hier gezeigt, keinen wesentlichen Beitrag zur
LTP und Angstkonsolidierung in der LA. Die deutlich starker und beziglich der
Angstkonditionierung vor allem sehr selektiv in der LA vorhandene cGKI hingegen nimmt eine
zentrale Rolle sowohl bei der LTP dort als auch beim auditorischen Angstlernen ein (Paul et al.
2008). So scheinen die Effekte von NO und cGMP fur Lernprozesse und die LTP in der LA
durch die cGKI vermittelt zu werden (Schafe et al. 2005a; Ota et al. 2008).

Auch der berechtigte Einwand, dass Unterschiede in der Schmerzwahrnehmung und -
verarbeitung bei den cGKII-KO Tieren das Ergebnis der Angstkonditionierung beeinflussen
kdnnten, konnte durch eine Bestimmung der Schmerzschwelle ausgeschlossen werden (siehe
Abb. 3.8). Trotz der besonders starken Expression der cGKII in thalamischen Kerngebieten —
bekanntlich eine wichtige Region zur Aufnahme und Verarbeitung sensorischer Reize (vor allem
auch Schmerzreize) — zeigten sich dort, wie bisherige Daten zu dieser Fragestellung erwarten
lieBen (Tegeder et al. 2004; Schmidtko et al. 2008), keine Abweichungen zwischen den cGKII-/-
und cGKII+/+ Tieren.
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Auch im kontextuellen Angstgedéchtnis, dessen Bildung wesentlich vom Hippocampus und dem
basolateralen Kerngebiet der Amygdala (BLA) vermittelt wird, konnte keine Veranderung bei
den cGKII-KO gegenuber den cGKII-ctr Tieren festgestellt werden. Dieser Befund steht in
Einklang zum Abschneiden der cGKII-KO Tiere beim Morris water maze (Kleppisch 1999a).

4.4 Die Funktion der cGKII fur basale Verhaltensweisen im Open Field

Es ist durchaus moglich, dass die cGKII einen Einfluss auf das grundlegende Verhalten der
Versuchstiere hat. Durch die Analyse der Méuse im Open Field sollte einerseits ausgeschlossen
werden, dass signifikante Unterschiede im basalen Verhalten der cGKIll-defizienten Tiere
erhebliche Auswirkungen auf die Ergebnisse der Angstkonditionierung zur Folge haben (Abb.
3.9). Andererseits sollte auch weitere Einsicht in den Phanotyp der cGKII-KO Tiere gewonnen
werden. Die cGKII-/- Tiere zeigten im Vergleich zu den Kontrollen wahrend der letzten 4
Minuten im Open field (Minute 6-10) eine verminderte Aktivitét (siehe Abb. 3.9B). Dies schlug
sich auch in der gemittelten Aktivitat Uber die gesamten 10 Minuten im Open Field nieder. Man
konnte daraus die Vermutung ableiten, dass ein Teil des freezing der cGKII-/- Tiere bei der
Angstkonditionierung (auditorisch und kontextuell) die unmittelbare Folge ihrer geringeren
Aktivitat darstellt und dadurch ein eventuelles Defizit der knock-out Mduse beim assoziativen
Angstlernen maskiert wurde. Folgende Beobachtungen allerdings sprechen gegen diese
Hypothese: 1) Bei der Angstkonditionierung gab es keine Unterschiede der Freezing-Rate
zwischen beiden Gruppen sowohl in der Phase vor der Konditionierung als auch vor allem in den
Phasen ohne die Tonprésentation (siehe Abb. 3.6). 2) Von Minute 0-6 war im Open Field die
Aktivitat der cGKII-/- Tiere nicht vermindert. Diese Beobachtung ist insofern fir die
Angstkonditionierung von groller Bedeutung, da dort die Testphasen maximal 6 Minuten
dauerten (siehe Tab. 2.20). Man kann deshalb davon ausgehen, dass fur die gesamte Testphase
bei der Angstkonditionierung die Aktivitat der cGKII-/- Tiere nicht vermindert war. 3) Bei der
Analyse der ,,Rearings* (Aufrichten auf die Hinterbeine) als Zeichen von Aktivitat in der
vertikalen Ebene des Open Field war weder zu irgendeinem Zeitpunkt im Zeitverlauf noch Uber
die gesamten 10 Minuten ein Unterschied zwischen beiden Gruppen feststellbar (siehe Abb.
3.9A). In Ergénzung zu der moderaten Expression der cGKII in der LA und keiner funktionellen
Rolle fir die LTP dort scheint es aufgrund der soeben vorgestellten Argumente ausgeschlossen,
dass dieser Phanotyp der cGKII-KO Mause im Open Field einen relevanten Effekt auf die

Ergebnisse der Angstkonditionierung hatte. Fir die insgesamt reduzierte Aktivitat der cGKII-/-
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Mause im Open Field ist eine neuronale Ursache wie ein Mangel an Antrieb und Motivation und
ein dadurch hervorgerufenes Defizit im Explorationsverhalten sehr wahrscheinlich abzulehnen,
weil sich dann besonders auch Defizite in der vertikalen Aktivitat, den sogenannten ,,Rearings*,
bei den cGKII-KO Tieren hatten ergeben missen, was hier nicht der Fall war. Viel eher ist die
zeitabhangige Abnahme der horizontalen Aktivitat ab Minute 6 in einer vorzeitigen physischen
Erschopfung und Ermidung der cGKII-defizienten Méuse begriindet. Unterstiitzt wird diese
Theorie durch zwei weitere aufféllige Befunde der Analyse des Open Field. Denn die
Wegstrecke, welche die cGKII-/- Tiere im Open Field zurticklegten, war im Vergleich zu den
Kontrolltieren sowohl Uber die gesamten 10 Minuten als auch zu jedem Zeitpunkt im Zeitverlauf
drastisch vermindert. Auch in der daraus ableitbaren mittleren Geschwindigkeit zeigte sich ein
identisches Bild (siehe Abb. 3.9C/D). Zurlckzuftihren sind diese auffalligen Befunde auf den
Phénotyp eines verminderten Knochenwachstums sowie den daraus resultierenden Kleinwuchs
der cGKII-defizienten Tiere (Pfeifer et al. 1996; Miyazawa et al. 2002; Chikuda et al. 2004).
Denn, wie in diesen Veroffentlichungen beschrieben, spielt die cGKII eine wichtige Rolle in der
intrazellularen Signalkaskade beim Knochenwachstum. In Ubereinstimmung zu den Befunden
hier wurde eine verminderte Schwimmstrecke sowie ein reduziertes Schwimmtempo bei den
cGKII-KO Tieren im Morris water maze festgestellt (Kleppisch 1999a).

Im Open Field kénnen auch Ruckschlisse auf das generelle Angstlevel von Nagetieren erzielt
werden, indem man die Thigmotaxis, d. h. den Aufenthalt der Versuchstiere im Randgebiet des
Open Field, analysiert (siehe Punkt 2.5.2.1). Dabei zeigte sich ein signifikant erhohtes basales
Angstniveau der cGKII-KO Tiere. Dieser Befund passt zu einem schlechteren Abschneiden der
cGKIlI-defizienten Mduse in der ,,Light-dark-box** und im ,,Elevated-O-maze*, zwei weiteren
Verhaltensparadigmen zur Untersuchung des allgemeinen Angstverhaltens von Nagern, in einer
friheren Studie (Werner et al. 2004). Damals wurde dieser Phénotyp eines erhdhten generellen
Angstlevels mit einem Fehlen der cGKII in der Amygdala in Verbindung gebracht, da mittels
mRNA in situ hybridization eine maRig starke Expression des Enzyms in diesem Bereich bei
Wildtypmausen gezeigt werden konnte. Zudem war eine Rolle der Amygdala zur Regulation
emotionaler Verhaltensweisen wie Angst durch zahlreiche Veroffentlichungen gesichert
(LeDoux 1991, 1994, 1996; LaBar et al. 1998; LeDoux 2000). AufRerdem wurde in einer
friheren Arbeit beschrieben, dass sich die intraamygdalare Applikation eines NOS-Inhibitors bei
Ratten anxiogen auswirkt (Monzon et al. 2001). Es wére demnach durchaus vorstellbar, dass der
NO/cGMP/cGK-Signalweg an der Regulation des generellen Angstverhaltens durch die
Amygdala beteiligt ist. Andererseits ware es auch mdglich, dass dieser beobachtete Phanotyp in

den cGKII-KO Mausen durch eine wesentliche Rolle des Enzyms in anderen, bislang weniger
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beforschten Hirnarealen zustande kommt. In diesem Zusammenhang konnte die starke
Expression der cGKIl in Kerngebieten wie den serotonergen Nuclei raphe oder dem
noradrenergen Locus coeruleus von Bedeutung sein (El-Husseini et al. 1995; 1999; de Vente et
al. 2001; Werner et al. 2004). Denn in zahlreichen Veroffentlichungen ist eine modulatorische
Funktion dieser im Hirnstamm gelegenen Kerngebiete fiir basale Verhaltensweisen wie
Lokomotion, exploratives Verhalten und vor allem auch das allgemeine Angstlevel bei
Nagetieren beschrieben (Stone et al. 2004; Lin et al. 2008; Lowry et al. 2008). Interessanterweise
ist flr die Nuclei raphe auch ein modulierender Einfluss auf limbische Strukturen wie die
Amygdala gezeigt worden (Hensler 2006). Somit scheint es nicht ausgeschlossen, dass ein
Fehlen der cGKII im Locus coeruleus und den Nuclei raphe zu dem in dieser Arbeit bestatigten
erhohten basalen Angstlevel bei den cGKII-defizienten Mausen flhrt. Auch ein Zusammenspiel
des Fehlens der cGKII in diesen Kerngebieten und der Amygdala wére fir den beobachteten
Phénotyp gut vorstellbar. Bei Menschen gilt es als gesichert, dass Fehlfunktionen sowohl im
Locus coeruleus als auch den Nuclei raphe eine wesentliche Rolle bei affektiven Stérungen wie
der Depression spielen kénnen (Harro and Oreland 2001; Hornung 2003). Beruhend auf diesen
Erkenntnissen sollte man in der Zukunft vielleicht gezielte Untersuchungen an den cGKII-
defizienten Mdusen in diese Richtung anstellen und schauen, ob sie einen Endophanotyp der
Depression darstellen. Bedingt durch die Unmdglichkeit, die heterogenen Symptome der
Depression beim Menschen alle durch ein Mausmodell abzubilden und so ,,das Mausmodell der
Depression” zu kreieren, bedient man sich des Auswegs, einzelne Leitsymptome dieser
Erkrankung bei Nagetieren zu erforschen. Bei der Depression stellt ein erhohtes generelles
Angstlevel einen solchen Endophénotyp dar, welcher bei Nagetieren gut messbar ist. Als
Verhaltenstest zur Untersuchung depressiven Verhaltens bei Nagetieren mit der besten
Reliabilitat und Validitat ist der sogenannte ,,Forced swim Test* etabliert, bei welchem die Tiere
in einen mit Wasser geflllten Zylinder gegeben werden und dazu gezwungen sind zu
schwimmen (Petit-Demouliere et al. 2005). Man koénnte das Verhalten der cGKII-KO Méause mit
gematchten Kontrolltieren in diesem Test vergleichen, wobei bei einer Interpretation des
Ergebnisses die durch den Kleinwuchs hervorgerufenen koérperlichen Defizite der cGKII-KO
Mause zu berlcksichtigen sind (Pfeifer et al. 1996; Miyazawa et al. 2002; Chikuda et al. 2004).
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5 Zusammenfassung

Durch zahlreiche Arbeiten aus der Vergangenheit ist die Hypothese etabliert, dass die Grundlage
von Lernen und Gedachtnis aktivititsabhangige Veranderungen in der synaptischen Ubertragung
bilden. Das Paradigma der Pawlow’schen Angstkonditionierung stellt dabei ein geeignetes
Modell dar, mit welchem die zugrundeliegenden synaptischen Mechanismen untersucht werden
konnen (Sigurdsson et al. 2007). Die zentrale Rolle fiir diese assoziative Form des Lernens spielt
die Amygdala, in welcher die verschiedenen sensorischen Informationen wéhrend der
Konditionierung konvergieren (LeDoux 2000; Maren 2001; Maren and Quirk 2004). Als
wichtiger molekularer Mechanismus der neuronalen Modulation in vielen verschiedenen
Hirnarealen gilt der NO/cGMP-Signalweg (Schuman and Madison 1994; Feil and Kleppisch
2008). Aus vergangenen Ver(ffentlichungen wei3 man, dass die Bildung des Botenstoffs NO
auch in der Amygdala in die Bildung eines Angstgedéachtnisses involviert ist (Schafe et al.
2005a; Sato et al. 2006). Ein wichtiger Downstream-Effektor des NO/cGMP-Signals ist die cGK.
Diese intrazelluldre Serin-/Threoninkinase wird durch zwei verschiedene Gene (prkgl und
prkg2) kodiert, aus welchen die cGK Typ | und Il hervorgehen. Wéahrend die beiden cGKI-
Isoformen ¢cGKlIo und cGKIRB l6slich im Zytosol vorliegen, ist die cGKII mit ihrem N-Terminus
in der Plasmamembran verankert. Ziel der hier vorgestellten Arbeit war es, die Rolle der cGKI|I
fiir die Bildung des assoziativen Angstgedachtnisses in der lateralen Amygdala (LA) sowie die
dieser Bildung zugrundeliegende synaptische Plastizitdt zu untersuchen. Zur Klérung dieser
Fragestellung wurde ein konventionelles cGKII knock-out Mausmodell herangezogen.

Zundchst konnte mit Hilfe von Expressionsanalysen gezeigt werden, dass die cGKII in der LA in
maRig starker Konzentration vorhanden ist. Darliberhinaus konnte eine besonders starke
Expression des Enzyms in thalamischen Kerngebieten (CGM/PIN), Gber welche die sensorischen
Inputs bei der Angstkonditionierung zur LA einlaufen, demonstriert werden. Diese Daten liel3en
sowohl die Maoglichkeit einer pra- als auch postsynaptischen Funktion der cGKIl bei der
Angstkonditionierung offen. Als nadchstes wurde die funktionelle Rolle der cGKII fir die
synaptische Plastizitat in der LA mit elektrophysiologischen Methoden analysiert. Dabei wurde
weder im thalamischen noch im kortikalen Input zur LA ein Defizit der LTP bei den cGKIlI-
defizienten Tieren festgestellt. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass ein Fehlen der
cGKII keine entscheidende Rolle fur die synaptische Plastizitét in der LA spielt.

Man nimmt an, dass die Bildung eines assoziativen Angstgedachtnisses wahrend der
Pawlow’schen Konditionierung das Verhaltenskorrelat der zellularen Veranderungen wéhrend



Zusammenfassung 81

der LTP-Induktion darstellt (Blair et al. 2001; Schafe et al. 2001; Rodrigues et al. 2004;
Sigurdsson et al. 2007). In Ubereinstimmung dazu waren auch bei den
Konditionierungsversuchen keine signifikanten Unterschiede im auditorischen Angstlernen
zwischen den cGKII-defizienten M&usen und den dazugehdrigen Kontrolltieren feststellbar. So
konnten weder in einem Testdurchlauf 24 h nach der Konditionierung noch in einem weiteren 7
Tage spater Lerndefizite bei den cGKII-KO Mausen ausgemacht werden. Wie erwartet, zeigte
sich auch im kontextuellen Angstlernen ein identisches Ergebnis.

Abgerundet wurden die Konditionierungsversuche schlieflich durch eine umfangreiche
Verhaltenscharakterisierung der verwendeten cGKIIl knock-out Mduse im Open Field. Dabei
wurde bei den cGKIlI-defizienten Tieren eine zeitabhangige Verminderung der horizontalen
Aktivitat im Vergleich zu den gematchten Kontrolltieren festgestellt, welche sich auch in der
gemittelten Gesamtaktivitat nach 10 Minuten niederschlug. Dieser auffallige Befund passt zu
einer ebenfalls ermittelten deutlich geringeren zuriickgelegten Wegstrecke und einer wiederum
daraus ableitbaren reduzierten mittleren Geschwindigkeit der cGKII-KO Tiere im Open Field.
Die Ursache flr diesen Phanotyp ist aller Wahrscheinlichkeit nach in korperlichen Defiziten der
cGKII-KO Tiere aufgrund ihres Kleinwuchses zu sehen (Pfeifer et al. 1996; Miyazawa et al.
2002; Chikuda et al. 2004). AuRerdem wurde bei den cGKI1I-KO Tieren in Ubereinstimmung zu
einer friiheren Publikation ein erhéhtes generelles Angstverhalten im Open Field mit Hilfe der
Auswertung der Thigmotaxis festgestellt (Werner et al. 2004). Fur diesen Ph&notyp konnte ein
Fehlen der cGKII in der Amygdala als Ursache in Frage kommen, wie auch schon in dieser
Arbeit vorgeschlagen wurde. Andererseits ware es auch vorstellbar, dass ein Fehlen der
Proteinkinase in neuromodulatorischen Hirnbereichen wie dem Locus coeruleus und den Nuclei
raphe dafir verantwortlich ist und die cGKII-KO Tiere einen Endophanotyp depressiven
Verhaltens darstellen. Um detaillierte und verl&ssliche Aussagen darlber treffen zu konnen,

waéren weitere Verhaltensversuche wie etwa der Forced Swim Test notwendig.
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6 Anhang

6.1 Tabellenverzeichnis

Tab. 2.1: Proteinase K-Puffer

Tab. 2.2: 10 x PCR-Puffer

Tab. 2.3: Primersequenzen fur cGKI1I-KO-Genotypisierung
Tab. 2.4: PCR-Programm fiir Genotypisierung
Tab. 2.5: 10 x TBE-Puffer

Tab. 2.6: 6 x DNA-Auftragspuffer

Tab. 2.7: PBS, pH 7,4

Tab. 2.8: Fixierlosung

Tab. 2.9: Antigen-Retrieval-Puffer, pH 6,0
Tab. 2.10: Lysis-Puffer, pH 7,4

Tab. 2.11: 4 X Tris-HCI/SDS, pH 6,8

Tab. 2.12: 4 x Tris-HCI/SDS, pH 8,8

Tab. 2.13: Polyacrylamid-Trenngel 10 %

Tab. 2.14: Polyacrylamid-Sammelgel

Tab. 2.15: 10 x SDS-Elektrophorese-Laufpuffer
Tab. 2.16: 6 x SDS-Probenpuffer

Tab. 2.17: Blotting-LAsungen

Tab. 2.18: 10 x TBS, pH 8,2

Tab. 2.19: 1x TBST

Tab. 2.20: Phasen der Angstkonditionierung (,,Fear Conditioning“ = FC)
Tab. 2.21: Sensitisierungsprotokoll 1

Tab. 2.22: Sensitisierungsprotokoll 2

Tab. 6.1: Verwendete Antikorper
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6.2

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abbildungsverzeichnis

1.1:
1.2:

1.3:
1.4:

1.5:
1.6:

1.7:
2.1:

2.2:
2.3:
2.4:

2.5:
2.6:
3.1:
3.2
3.3
3.4:
3.5:
3.6:
3.7:
3.8:
3.9:
4.1:

Lage der Amygdala

Wichtige Kerngebiete der Amygdala bei der Angstkonditionierung und ihre
Verknupfung

Taxonomisches Schema zum Langzeitgedachtnis von Sdaugetieren

Zeitlicher Ablauf der Angstkonditionierung und Vielfalt der gezeigten
Angstreaktionen

Neuroanatomischer Schaltkreis wahrend der auditorischen Angstkonditionierung
Bei der Angstkonditionierung und der LTP in der lateralen Amygdala involvierte
Signalmolekile und Signalwege

Schematisches Modell der Struktur der cGKII

Anordnung der Reiz- und Ableitelektrode bei Feldpotentialmessungen in der
lateralen Amygdala

Verwendeter 100 Hz-Tetanus zur Induktion der Langzeitpotenzierung in der LA
Form und Verlauf eines extrazellul&r abgeleiteten Feldpotentials (FP)
Beispielhafter Anstieg des Feldpotentials nach Einwaschen von Picrotoxin (20
HM)

Versuchsaufbau bei den Konditionierungsversuchen

Modell der 2-Komponenten-Theorie bei der Angstkonditionierung
Immunhistochemischer Nachweis der cGKII in der lateralen Amygdala

Nachweis der cGKII in der Amygdala mittels Western Blot

Basale synaptische Transmission in der lateralen Amygdala (LA)
Langzeitpotenzierung in der lateralen Amygdala

Angstkonditionierung mit Protokoll 1 an Wildtypmausen (C57BL/6J)
Angstkonditionierung an cGKII1-KO Mé&usen mit Protokoll 1
Sensitisierungsversuche mit C57BL/6J Mausen

Bestimmung der Schmerzschwelle

Ergebnisse des Open Field Tests an cGKII-KO Mé&usen

Zeitverlauf des auditorischen Angstlernens an C57BL/6J M&usen
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6.3  Abkulrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

A Mikroampere

pl Mikroliter

UM mikromolar

S Mikrosekunden

AB akzessorisch basaler Kern der Amygdala

Abb. Abbildung

ACSF Hartificial cerebrospinal fluid“ = artifizielle zerebrospinale
Flussigkeit

ADPRTF ADP-Ribosyltransferase

AMPA a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4- Isoxazolpropionsaure

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

B basaler Kern der Amygdala

BCA *““bicinchonone acid”” = Bicinchononsdure

BDNF »brain derived neurotrophic factor*

BLA basolateraler Kern der Amygdala

BSA Rinderserumalbumin

CAl “Cornu ammonis 17 = Region 1 im Ammonshorn des
Hippocampus

ca®* Calcium

CaMK Calcium-Calmodulin-abhé&ngige Proteinkinase

CE zentraler Kern der Amygdala

CFTR »cystic  fibrosis  transmembrane  conductance regulator”,
Chloridkanal

cGKI zyklisches Guanosinmonophosphat-abhangige Proteinkinase Typ |

cGKll zyklisches Guanosinmonophosphat-abhéngige Proteinkinase Typ 11

CGM »Corpus geniculatum mediale”, Region im Thalamus

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

cm Zentimeter

CNG *“cyclic nucleotide gated ion channel”

CPU »,Caudate putamen* = Striatum (Nucleus caudatus + Putamen)
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CREB

CS
CTD
ctr
DAB
dB

d. h.
DNA
dNTP
DTT
ECL
EDTA
EPSC

ERK
ES
EtOH
FA

FC

FP

g
GABA
GluR1 bzw. 2
h

HCN
HRP
Hz
IHC
IOR

k

KO
LA
LAd

CAMP  (zyklisches Adenosinmonophosphat) response element
binding protein

»conditioned stimulus® = konditionierter Reiz
C-terminale Doméne

Kontrolltiere

Diaminobenzidin

Dezibel

das heil3t

Desoxyribonucleinséure

2 -Desoxynucleosid-5"-triphosphat

Dithiothreitol

enhanced chemoluminescence
Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigséure
“excitatory postsynaptic current” = erregender postsynaptischer
Strom

extracellular related-signal protein kinase
embryonale Stammzellen

Ethanol

Formaldehyd

“Fear Conditioning” = Angstkonditionierung
Feldpotential

Gramm

v-Amino-Butterséure

Untereinheiten des AMPA-Rezeptors
Stunde/Stunden

“Hyperpolarization and cyclic nucleotide gated ion channel”
»horseradish peroxidase” = Meerrettich-Peroxidase
Hertz

Immunhistochemie

“input-output-relation”

Kilo

knock-out

lateraler Kern der Amygdala

dorsolateraler Kern der Amygdala
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LAmM mediolateraler Kern der Amygdala

LAV ventrolateraler Kern der Amygdala

LTD »long-term depression“ = Langzeitdepression

LTM “long-term memory” = Langzeitgedachtnis

LTP “long-term potentiation” = Langzeitpotenzierung

E-LTP “early long-term  potentiation” =  frihe Phase der
Langzeitpotenzierung

L-LTP “late  long-term  potentiation” =  spdte  Phase der
Langzeitpotenzierung

m Meter

M Molar

mA Milliampere

MAPK “mitogen-activated-protein kinase”

mg Milligramm

Mg** Magnesium

min. Minute/Minuten

ml Milliliter

mM Millimolar

mPerl bzw. 2 ,,Clock genes*“, Gene mit Funktion flr den circadianen Rhythmus

MRNA »messenger RNA* = Boten-RNA

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Stickstoffmonoxid

NOS NO-Synthase

eNOS endotheliale NO-Synthase

nNOS neuronale NO-Synthase

PAGE Polyacrylamid Gel-Eektrophorese

PBS »phosphate buffered saline* = Phosphat-gepufferte Salzldsung

PCR “polymerase chain reaction” = Polymerase-Kettenreaktion

PIN posteriorer intralaminarer Nucleus, Kerngebiet des Thalamus

PKA zyklisches Adenosinmonophosphat-abhéngige Proteinkinase

PKC Proteinkinase C

PKG Proteinkinase G = cGK

PPF “paired pulse facilitation”

prkgl bzw. 2

Gene fir die cGKs
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PVC Polyvinylchlorid

PVDF Polyvinylidendifluorid

RF ,.reverse forward* (bei Primern)

RNA Ribonucleinsaure

RT Raumtemperatur

S Sekunde/Sekunden

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Standard error of the mean

sGC I6sliche Guanylylzyklase

STM »short-term memory* = Kurzzeitgedéachtnis

TA “transit area” = Ubergangszone vom Thalamus zur Amygdala

Tab. Tabelle

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBS »iris buffered saline* = Tris-gepufferte Salzlésung

TBST TBS mit Tween® 20

TEMED N,N,N",N"-Tetramethyl-ethylendiamin

Tris a,0,0-Tris-(hydroxymethyl)-methylamin

TrkB neurotropher Tyrosinkinaserezeptor Typ B (bindet BDNF)

u. a. unter anderem

u. N. uber Nacht

usS »unconditioned stimulus“ = unkonditionierter Reiz

\ Volt

VGCC “voltage-gated calcium channel” = spannungsgesteuerter Calcium-
Kanal

VOR vestibulookuldrer Reflex

WT Wildtyp

Xg -fache Erdbeschleunigung

z. B. zum Beispiel
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6.4  Verwendete Antikorper
Art Name Wirt Verdinnung Herkunft
Primarantikorper | cGKII (sc-25430) | Kaninchen 1:1000 fiir | Santa Cruz
Western Blot Biotechnology
1:50 fur IHC
Primarantikorper | cGKla (sc-10335) |Ziege 1:500 fur | Santa Cruz
Western Blot Biotechnology
Primérantikorper | cGKIR (sc-10342) |Ziege 1:500 flr | Santa Cruz
Western Blot Biotechnology
Sekundarantikorper | anti-rabbit IgG, | Ziege 1:2000 fiir | Cell Signaling
HRP-konjugiert Western Blot
Sekundérantikdrper | anti-rabbit IgG | Ziege 1:200 fur IHC Vector
biotinyliert Labaratories
Sekundarantikorper | anti-goat IgG, | Esel 1:2000 fiir | Santa Cruz
HRP-konjugiert Western Blot Biotechnology

Tab. 6.1 Verwendete Antikorper
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