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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Beteiligung der L-a-amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazol-4-propionsdure-Rezeptor (AMPAR)-Untereinheit GluR-B bei Epilepsien,
Lernprozessen und Sozialverhalten dokumentiert. Dazu wurden Méuse mit vorderhirnspezi-
fischer Expression Q/R-uneditierter GluR-B-Untereinheiten und Méuse ohne GluR-B-
Untereinheit im Vorderhirn oder in GnRH-Neuronen untersucht; beides erhoht die Zahl
Ca’"-permeabler AMPA-Rezeptoren in entsprechenden neuronalen Populationen.

Die generelle Expression Q/R-uneditierter GluR-B-Untereinheiten (GluR-B(Q)) verursacht
epileptische Anfille mit frithem postnatalen Tod. Durch eine auf das Vorderhirn
eingeschrinkte GluR-B(Q)-Expression iiberleben 40 % der betroffenen Maiuse, die
weiterhin an spontanen, epileptischen Attacken leiden, welche letztendlich den Tod der
Tiere hervorrufen. In Cortex, Amygdala und Hippocampus spontan epileptischer Tiere tritt
Astrozytose auf, die im Hippocampus von einer Abnahme Somatostatin- und Parvalbumin-
positiver Interneurone begleitet wird. Zusétzlich ist eine erhohte Neurogenese in der sub-
granuldren Zone des Hippocampus sowie eine Umorganisation der Moosfaserprojektionen
in die innere Molekularschicht des Gyrus dentatus zu beobachten. Somit gleichen die
anatomischen Verdnderungen denen der Temporallappenepilepsie und Miuse mit Vor-
derhirn-spezifischer GluR-B(Q)-Expression eignen sich als genetisches Modell fiir dieses
Krankheitsbild. Im Gegensatz zur GluR-B(Q)-induzierten Epilepsie fiihrt ein Vorderhirn-
spezifischer GluR-B-Verlust nur zu erhdhtem Angstverhalten, verminderter Motorkoordi-
nation, gesteigerter Lokomotion und beeintriachtigter Angstkonditionierung. In Gedéchtnis-
tests lernen zwar die Méduse in kiirzerer Zeit zwei Geriiche zu unterscheiden, vergessen
diese Unterscheidung allerdings schneller als Kontrolltiere. Wird die funktionelle Deletion
des GluR-B-Gens weiter auf hypothalamische Neurone, einschlieBlich der GnRH-Neurone,
eingeschrankt, so ist eine Beeintrdchtigung des Sozialverhaltens der Minnchen zu
beobachten; diese sind verpaarungsunwillig und verteidigen ihre Kéafige nicht gegen Ein-
dringlingen, was nicht auf eine verdnderte pulsatile GnRH-Freisetzung, sondern wahr-
scheinlich auf eine gestorte Pheromon-Signalweitergabe zuriickzufiihren ist.
Zusammenfassend bleibt festzustellen, dal GluR-B-haltige AMPA-Rezeptoren bei der
Ausbildung zahlreicher Gehirnfunktionen beteiligt sind. Durch eingeschrinkten GluR-B-
Verlust in bestimmten Gehirnregionen lies sich eine direkte Beteiligung von GluR-B in
Lern- und Sozial-Verhalten aufzeigen, wéahrend die Expression uneditierter GluR-B-
Untereinheiten die essentielle Funktion der Editierung zur Aufrechterhaltung ausge-

glichener Gehirnaktivitét unterstreicht.
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Finleitung

1. Einleitung

1.1 Ubersicht

Das Gehirn ist ein Netzwerk aus mehr als hundert Milliarden Nervenzellen, die zu Syste-
men verbunden sind, die die Wahrnehmung der Umwelt ermdglichen, die Aufmerksamkeit
fixieren und die Handlungen steuern. Das Zentralenervensystem (ZNS) der Vertebraten hat
zwei verschiedene Zelltypen: Nervenzellen und 40-50mal mehr Gliazellen. Die Nervenzel-
len und deren Fasern iibernehmen die Speicherung, Verarbeitung und Weiterleitung von
Erregungen bzw. Informationen, wihrend Gliazellen unter anderem als Stiitzelement dienen
und fiir die Myelinausbildung (elektrisch isolierende Hiille) und die Herstellung der Blut-
Hirn-Schranke zustéindig sind. Durch zelluldre Kontakte zwischen den Nervenzellen werden
schnelle Signaliibertragungen, entweder elektrisch iiber ,,gap-junctions”, im Sinne eines
direkten Austauschs von Ionen zwischen Nervenzellen oder chemisch iiber Neurotransmit-
ter an speziellen Strukturen der Nervenzellen, den Synapsen, ermdglicht. Ankommende
Aktionspotentiale bewirken an chemischen Prisynapsen einen Ca**-Einstrom, der eine Neu-
rotransmitter-Ausschiittung in den synaptischen Spalt hervorruft. Bindung von Neurotrans-
mittern an Rezeptoren in der Postsynapse 16sen Potentiale aus, die entweder inhibitorisch,
meistens iiber einen Einstrom von Cl-Ionen oder exzitatorisch, groftenteils iiber Na'-
Ionen-Einstrom und Membranpolarisierung, wirken kdnnen. Obwohl eine Signaliibertra-
gung an chemischen Synapsen mit einer zeitlichen Verzégerung von 0,3 ms stattfindet, be-
sitzen sie den entscheidenden Vorteil, Signale verstarken und abschwichen zu kénnen. Da
postynaptische Zellen inhibitorische und exzitatorische Informationen von multiplen
prasynaptischen Nervenendigungen empfangen, hingt die Erzeugung eines Aktionspoten-
tials von der rdumlichen und zeitlichen Integration solcher Signale ab. Die wichtigsten Neu-
rotransmitter, die an der chemischen Reizweiterleitung beteiligt sind, sind die exzitatorisch
wirkende Aminosdure L-Glutamat (Dingledine et al., 1999) und die inhibitorische
y-Aminobuttersdure (GABA). Die langsame chemische Reizilibertragung erfolgt iiber eine
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (metabotrop) (Nakanishi, 1992), die
wiederum eine intrazelluldre “second messenger” Kaskade auslosen (Fagni et al., 2000).
Die schnellere und direkte Form der chemischen Ubertragung durch den Neurotransmitter
Glutamat wird von ionotropen Glutamat-Rezeptoren, die Bestandteil eines Ionenkanals

sind, vermittelt. Die funktionelle Modulation solcher glutamatergen Systeme spielt eine we-
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sentliche Rolle bei verschiedenen komplexen Prozessen wie der sensorischen Signaliiber-
tragung (Cardozo et al., 1991), den Lernvorgingen (Maren & Baudry, 1995) und der
Gedéchtnisbildung (Asztely & Gustafsson, 1996).

1.1.1 Glutamat-gesteuerte lonenkanéle

Die ionotropen Glutamat-Rezeptoren sind liganden-gesteuerte, kationen-selektive
Tonenkanile, die fiir Na'™-, K'- und teilweise auch fiir Ca*"-Tonen permeabel sind (Dingldine
et al., 1999). Bei Sdugetieren wurden 18 verschiedene Glutamat-Rezeptor-Untereinheiten
identifiziert, die entsprechend ihrer Sequenzhomologie und pharmakologischen Eigen-
schaften in L-a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionsiure- (AMPA), Kainat- und
N-methyl-D-Aspartat- (NMDA) Rezeptoren eingeteilt sind (Dingledine et al., 1999). Eine
vierte Familie von Delta-Rezeptoren ist in der Aminoséuresequnez zu 15-25 % mit Gluta-
mat-Rezeptoren verwandt (Sprengel et al., 2001).

Diese Sequenzhomologie - und in einigen Fillen auch eine @hnliche Gen-Struktur
(Suchanek et. al., 1995) - deuten auf einen gemeinsamen evolutionidren Ursprung der
ionotropen Glutamat-Rezeptoren hin. Wie bei anderen ionotropen Rezeptoren, die durch
Bindung von Acetylcholin (ACh), GABA oder Glyzin aktiviert werden, verfiigen auch die
ionotropen Glutamat-Rezeptoren iiber vier membranstéindige Doménen. Im Gegensatz dazu
besitzen Glutamat-Rezeptoren jedoch nur drei transmembranstéindige Regionen (M1, M3,
und M4) und eine Membranschleife (M2), die an der Bildung der Kanalpore beteiligt ist
(Abb.1) und die Ionenselektivitit des Rezeptors bestimmt (Hollmann et al., 1994; Kuner et
al., 1996).

AbD.1: Funktionelle Doménen von Glutamat-Rezeptor-Untereinheiten.
Zwischen der Membrandomidne M1 und dem extrazelluliren N-
Terminus liegt die S1-Doméne, die zusammen mit der Doméne S2,
bestehend aus der extrazelluldren Schleife zwischen der Transmem-
brandomédne M3 und M4, die Glutamatbindungsstelle bildet. Die
Membranschleife M2 bildet die Kanalpore und beinhaltet die
Q/R-Stelle. Die Domine fiir die Flip/Flop-Isoform liegt in der ex-

5 Flip/Flop  trazelluldren Schleife vor der M4-Doméne, die mit einem intrazel-

Glutamat

—_—

luldren C-Terminus endet (gedndert nach Sun et al., 2002).
M1 M3 M4
o~ DR
&
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Ionotrope Glutamat-Rezeptoren bestehen aus einem langen extrazelludren N-Terminus, der
essentiell fiir die korrekte Assemblierung von Rezeptor Komplexen ist (Ayalon &
Stern-Bach 2001) und zusammen mit dem Segment zwischen M3 und M4 (S2) die Gluta-
matbindungsstelle bildet. Der C-Terminus ist intrazellulédr lokalisiert und interagiert mit
einer Reihe von Proteinen in der postsynaptischen Spezialisierungsregion, die gerichteten
Transport und Lokalisation von Glutamat-Rezeptoren regulieren (Sheng & Sala, 2001; To-
mita et al., 2001). Des Weiteren konnen Phosphorylierungen am C-Terminus Verdanderun-
gen der Rezeptoreigenschaft bewirken (Greengard et al., 1991).

AMPA- und Kainat-Rezeptoren weisen eine schnelle Aktivierungs- und Deaktivierungski-
netik (Trussel & Fischbach, 1989) sowie eine in der Regel niedrige Durchléssigkeit fiir
Ca”"-Tonen auf (Jonas & Burnashev, 1995). Eine Ausnahme der Ca®"-Durchlissigkeit bilden
AMPA-Rezeptor (AMPAR)-Komplexe in Interneuronen von Hippocampus und Kleinhirn
sowie in Bergmann-Glia-Zellen (Wenthold et al., 1996; Liu & Cull-Candy, 2000; Geiger et
al, 1995). NMDA-Rezeptoren (NMDAR) besitzen eine langsamere Kinetik mit verzogerter,
spannungsabhingiger und langanhaltender Offnung des Ionenkanals (Lester et al, 1990).
Sie vermitteln einen relativ hohen Einstrom von Ca*"-Ionen (MacDermott et al, 1986) und
bendtigen Glyzin als Koaktivator (Johnson & Ascher, 1987; Mayer & Westbrook, 1987;
Ascher & Nowak, 1988; Monaghan et al, 1989).

1.1.2 Modulation synaptischer Erregungsleitung durch AMPAR und NMDAR

Das Zusammenspiel von AMPAR und NMDAR stellt eine grundlegende Komponente ak-
tivitdtsabhangiger, synaptischer Modulation dar (Abb. 2). In den meisten erregenden Syn-
apsen des ZNS sind AMPAR und NMDAR kolokalisiert. Die Freisetzung von L-Glutamat
in den synaptischen Spalt und die darauf folgende Glutamatbindung an der Postsynapse ak-
tiviert schnelle AMPAR, die durch Na"Joneneinstrom und K -Tonenausstrom die postsyn-
aptische Membran depolarisieren. Beim Ruhepotential von -65mV bleiben NMDAR trotz
Glutamat- und Glyzin-Bindung geschlossen, da deren Kanalpore von Mg*"-Tonen blockiert
wird. Erst die Membrandepolarisation fiihrt zu einer Aufldosung der spannungsabhéngigen
Magnesiumblockade und 6ffnet die langsameren NMDAR, die deshalb als Koinzidenz-
Detektoren pra- und postsynaptischer Aktivitit fungieren konnen (Abb. 2) (Mayer & Wes-
brook, 1987; Stern et al., 1992; Bliss & Collingridge, 1993). Die Offnung der NMDAR
fiihrt zum Einstrom von Na'- und Ca*'-Ionen sowie zum Ausstrom von K'-Ionen, wodurch

eine weitere Depolarisation der Membran bewirkt wird. Auch fiihrt der durch den NMDAR
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vermittelten Toneneinstrom zu einem lokalen Anstieg der Ca**-Konzentration in der Post-
synapse, wodurch es zur Aktivierung Ca*"-abhingiger “second messenger”-Signalkaskaden
kommt (Bading & Greenberg, 1991; Bading et al., 1993). Dieser Prozel} gilt als Grundlage
fiir eine aktivitdtsabhingige synaptische Modulation (Bliss & Collingridge, 1993).

Ruhezustand Depolarisation

Abb. 2: Koinzidenz-Detektion durch den NMDAR. Modell des funktionellen Prinzips einer glutamatergen
Synapse mit kolokalisierten AMPAR und NMDAR in der postsynaptischen Membran im Ruhezustand und
nach Membrandepolarisation (Depolarisation). Bei einem Ruhepotential von -65mV ist der NMDAR durch
Mg**-Tonen blockiert. Bei ausreichender Glutamat-Ausschiittung fiihrt eine AMPAR-Aktivierung zur Depo-
larisation der postsynaptischen Membran und anschlieBender Aufthebung der NMDAR-Blockade durch das
Verlassen des Mg**-Ions aus der Kanalpore. Glutamat und Glyzin kénnen nun den Ioneneinstrom durch den
NMDAR auslésen.

Das bestuntersuchte experimentelle Modell fiir die Modulation synaptischer Effizienz ist
die NMDAR-abhéngige Langzeitpotenzierung (LTP) der synaptischen Transmission. Diese
aktivititsabhiangige Anderung der synaptischen Effizienz als Mechanismus zur Speicherung
neuronaler Information kdnnte bestimmten Formen des Lernens und der Erinnerung zu-
grunde liegen. Studien ergaben, dal} repetitive Aktivierung erregender Synapsen im Hippo-
campus, einer fiir Lernen und Erinnerung wichtigen Gehirnregion, zu einer anhaltenden
Steigerung synaptischer Effizienz fiihrt (Bliss & Lomo, 1973). Uber die mdglichen Mecha-
nismen zur Etablierung von LTP gibt es unterschiedliche Annahmen. Diskutiert wird die
Verinderung der prasynaptischen Transmitterfreisetzung (Engert et al., 1999), der Anzahl
synaptischer Verbindungen (Choi et al., 2000) oder der postsynaptischen Rezeptorantwort
(Shi et al., 1999; Zhu et al., 2000; Hayashi et al., 2000). Letzteres wird auf eine verstarkte
postsynaptische AMPAR-Antwort nach Glutamat-Stimulation zuriickgefiihrt bedingt durch
Phosphorylierung der AMPAR (Song & Huganir, 2002; Barria et al., 1997a; Lee et al.,
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1998) oder Transport von AMPAR in die Synapse (Shi et al., 1999; Zhu et al., 2000; Haya-
shi et al., 2000).

1.2 Thema der Arbeit

1.2.1 GluR-B: Die wichtigste Untereinheit der AMPAR

Im ZNS von Siugetieren werden schnelle, synaptische Erregungsleitungen vornehmlich
von AMPAR vermittelt. Die vermutlich tetramere Struktur von AMPAR (Mano & Teich-
berg, 1998; Rosenmund et al, 1998) kann von vier verschiedenen Untereinheiten gebildet
werden: GluR-A bis -D (Keindnen et al., 1990) bzw. GluR1 bis 4 (Boulter et al., 1990).
Jede dieser Untereinheiten kommt in zwei alternativ gespleilliten Formen mit unterschied-
lichen Desensitisierungs-Kinetiken vor, die mit “Flop” und “Flip” bezeichnet werden. Die
Flip-Isoform wird in allen Entwicklungsstadien exprimiert, wihrend die Expressionshéhe
der Flop-Isoform im Laufe der Entwicklung des Gehirns zunimmt (Monyer et al., 1991). In
in vitro-Studien an heterologen Zellkultursystemen konnte gezeigt werden, dal AMPAR-
Untereinheiten sowohl homooligomere als auch mit anderen AMPAR-Untereinheiten hete-
rooligomere Kanile bilden konnen (Keindnen et al., 1990; Sommer et al., 1990). Die
Rezeptor-Assemblierung erfolgt vermutlich {iber die Zwischenstufe von Dimeren, die sich
zu symmetrischen Tetrameren verbinden (Ayalon & Stern-Bach, 2001; Mansour et al.,
2001).

Durch eine Inkorporation der GluR-B-Untereinheit in den AMPAR-Komplex wird die Ein-
zellkanal-Leitfihigkeit reduziert und die Duchlissigkeit fiir Mg*"- und Ca*"-Ionen nahezu
vollstindig aufgehoben (Hume et al., 1991; Hollmann et al., 1991; Verdoorn et al., 1991;
Dingledine et al., 1999). Diese Impermeabilitidt von bivalenten Ionen wird durch die Ami-
nosdure Arginin (R) an Position 587 (R587) in der Kanalpore der Membranschleife M2
bestimmt, die sogenannte Q/R-Stelle (Abb. 1). Im Gegensatz zu GluR-B besitzen die an-
deren Rezeptor-Untereinheiten an dieser Position die Aminosidure Glutamin (Q), die eine
Ca’"-Permeabilitit zuldsst. Interessanterweise ist R587 der GluR-B-Untereinheit nicht auf
dem Genom codiert, sondern wird durch einen der seltenen, bekannten Fille von RNA-
Editierung eingefiihrt (Sommer et al., 1991). Hierbei ensteht durch hydrolytische Desa-
minierung am Purinring des Adenosins in der Codon-Sequenz von Glutamin ein Inosin, das
von den RNA-abhingigen RNA-Polymerasen wie Guanosin gelesen wird. Dies fiihrt zu

einer Verdanderung des Codons von Glutamin (CAG) zu Arginin (CGG) in der RNA. Diese
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Editierung wird durch doppel-stringige, RNA-bindende Adenosin-Desaminasen (ADAR)
durchgefiihrt; sie findet im Zellkern statt und geht dem RNA-Spleiflen voraus. ADAR er-
kennen das zu editierende Adenosin als Teil einer dSRNA-Struktur, die zwischen der
Editierungsstelle und dessen komplementiren Sequenz (ECS) gebildet wird (Higuchi et al.,
1993). Die ECS folgt dem proximalen Teil des Introns, der eine Haarnadelstruktur aus-
bildet. Sie ist exakt komplementér zu der exonischen Sequenz mit dem uneditierten CAG-
Codon. Somit konnen Zellen durch die Expression der dominanten GluR-B-Untereinheit die
Ca’’-Permeabilitit ihrer AMPAR kontrollieren (Burnashev et al., 1992; Jonas et al., 1994).
Die meisten Neuronen, die an der direkten Erregungsweiterleitung beteiligt sind, expri-
mieren Ca’’-impermeable AMPAR, wohingegen inhibitorische Interneurone Ca”'-
permeable AMPAR besitzen.

Durch Untersuchungen an genetisch-verdnderten Mausen konnte gezeigt werden, daf3 die
AMPAR-Untereinheit GluR-B eine essentielle Rolle in der Entwicklung und Funktion des
Gehirns einimmt. Mause mit einem Inaktivierten GluR-B-Gen zeigten starke phénotypische
Auspriagungen, wie reduzierte KorpergroBBe und Gewicht, erhohte Sterblichkeit, geringere
Motorkoordination und explorative Aktivitit, sowie eine erhohte Langzeit-Potentzierung an
Schaffer-Kollateral/CA1-Synapsen und erhohte Ca®’-Permeabilitit in Pyramidalzellen des
Hippocampus (Jia et al., 1996; Gerlai et al., 1998). Die Ca*"-Undurchléssigkeit der GluR-B
Untereinheit kann durch eine Punktmutation an der Q/R-Stelle in der Kanalpore aufgehoben
werden. Eine ubiquitdre neonatale Expression dieser Punktmutation in der Maus 16st epi-
leptische Anfille aus, die zum frithen Tod fithren (Brusa et al., 1996; Feldmayer et al.,
1999).

Diese Befunde zeigen, daB die Untereinheit GluR-B in der Regulation der Ca*'-
Permeabilitidt und der normalen Gehirnfunktionen eine entscheidene Rolle spielt. Durch
spezifisches Ausschalten und Modifizieren der GluR-B Untereinheit in bestimmten
Bereichen des Gehirns sind zusitzlich wichtige Einblicke in die Funktionsweisen dieser
AMPAR-Untereinheit im Gehirn zu erwarten. Dabei wurden verstarkt Untersuchungen in
den Bereichen Epilepsie/Neurotoxizitét, olfaktorisches Lernen/Gedéichtnis und sexual Ver-

halten/Reproduktion unternommen.

1.2.2 Neurotoxizitdt und Epilepsie

Epilepsien beruhen auf Stérungen in der neuronalen Erregbarkeit des ZNS. Das Gleichge-

wicht der Kommunikation zwischen den Neuronen wird durch ein Zusammenspiel exzita-
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torischer und inhibitorischer Systeme aufrechterhalten. Eine erhohte Exzitation stort ebenso
wie eine verringerte Inhibition dieses Gleichgewicht und kann epileptische Anfille
auslosen. Wie bereits beschrieben, sind Liganden-gesteuerte lonenkanile fiir die Reiz-
weiterleitung zwischen Neuronen verantwortlich. Ionenkanal-Fehlfunktionen, hervor-
gerufen durch Mutationen, konnen sich somit direkt auf die Erregbarkeit des Gehirns
auswirken und Epilepsien hervorrufen. Zu diesen sogennanten “Kanalopathien” gehdren
Mutationen in den neuronalen nicotinischen Acetylcholin- (Steinlein et al., 1995), GABAx-
Rezeptoren (Wallace et al., 2001), Kalium- (Singh et al., 1998; Lerche et al., 1999) und
Natrium-Kanélen (Kearney et al., 2001). Eine Punktmutation an der Q/R-Stelle in der
Kanalpore der GluR-B-Untereinheit, die zur Ca*-Permeabilitit dieser Untereinheit fiihrt,
16st neonatal epileptische Anfdlle mit Todesursache bei der Maus aus (Brusa et al., 1996;
Feldmayer et al., 1999). Anhand von Studien an Ratten und Méusen, mit Pilocarpin- und
Kainat-induziertem Status epilepticuse wurde postuliert, da ein erhdhter Ca**-Einstrom zu
neurodegenerativen Schiadigungen des Gehirns beitrdgt (Choi, 1990; Dingledine et al, 1990;
Siesjo, 1989; Siesjo et al., 1989). Eine Stérung der Ca*-Homdostase in Neuronen kann zur
Uberaktivierung Ca*-abhingiger Prozesse, wie Aktivierung von Enzymen (z.B. Proteasen,
Lipasen, Endonucleasen) und andere metabolische Mechanismen fiihren, die direkt oder
indirekt iiber toxische Reaktionsprodukte den Zelltod auslésen (Sattler & Tamiyanski,
2000).

Die “GluR-B-Hypothese” (Pollard et al., 1993; Friedman et al., 1994; 1997) besagt, das
eine erhohte spezifische Reizung bzw. neuronale Beschidigung zu einer Verminderten
GluR-B Expression und dementsprechend zu Formationen von Ca*-permeablen AMPARSs
fithrt. Somit hétten endogene Glutamat-Konzentrationen eine toxische Wirkung (Rotman &
Olney, 1986; Sattler & Tamiyanski, 2000). Bei jungen Ratten, die empfindlich gegeniiber
spontanen Anfillen, aber resistent gegeniiber Kainat-induzierten Hirnschiddigungen waren
(Sanchez et al., 2001; Friedman et al., 1997; Holmes & Thompson, 1988), beobachtete man
nach Kainat-Applikation eine konstante hippokampale GluR-B-Expression, die verant-
wortlich fiir das Uberleben der Neuronen sein konnte (Friedman et al., 1997). Bei ilteren
Tieren aber fiihrt Satus epilepticus zu einer Deregulation von GluR-B in pyramidalen Neu-
ronen und zum Zelltod hippokampaler Neuronen (Grooms et al., 2000). Somit hitte die
Formation Ca*-permeabler AMPAR eine Schliisselrolle bei neurodegenerativen Mecha-

nismen inne.
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1.2.3 Olfaktorisches Lernen und olfaktorisches Gedéachtnis von Nagern

Zahlreiche Untersuchungen zeigen, dall Kornerzellen des Bulbus olfactorius GluR-B ex-
primieren (Sassoe-Pognetto & Ottersen, 2000; Jardemark et al., 1997; Petralia & Wenthold,
1992; Wenthold, 1992) und AMPAR sowie NMDAR an der Neurotransmission im Bulbus
olfactorius beteiligt sind (Isaacson & Strowbridge, 1998; Schoppa & Westbrook, 2002;
Schoppa et al., 1998; Isaacson, 1999; Sassoe-Pognetto & Ottersen, 2000). Somit kdnnte
eine Verdnderung der AMPAR-bedingten Neurotransmission durch eine GluR-B-Deletion
im Bulbus olfactorius Auswirkungen auf die Reizweiterleitung und/oder Verarbeitung von
Geruchsinformationen haben.

Das Riech- oder olfaktorische System ermoglicht den Organsimen die Erkennung und
Diskriminierung tausender luftloslicher, chemischer Substanzen. Zwei olfaktorische Sys-
teme sind fast bei allen Tieren ausgebildet. Das erste, das allgemeine olfaktorische System,
ist der Umweltsensor, der den Tieren ermdglicht Nahrung zu finden und Territorien zu
markieren. Das zweite, das vomeronasale System, ist auf die Erkennung von spezies-
spezifischen olfaktorischen Geschlechts-Signalen, den Pheromonen, spezialisiert, die In-
formationen wie Empfanglichkeit und Verfiigbarkeit, aber auch soziale Verhaltensweisen,
wie bspw. Aggression und Zitzensaugen, beinhalten.

Das Riech-Epithel enthilt einige Millionen olfaktorisch-sensorische Neurone (OSN), die
eine Lebensspanne von Wochen bis Monaten haben und im adulten Leben durch Prolifera-
tion von Stammzellen stindig erneuert werden. Im Sdugetiergenom wurden ungefahr 1000
Gene, eine fiir das Riech-System spezifischen groen Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) in den OSN (Buck & Axel, 1991; Mombaerts, 1999a, b), die fiir
Geruchsrezeptoren kodieren, entdeckt.

Die OSN sind bipolare Neurone mit zur Gewebsoberfldche reichenden Dendriten, die dort
20-30 feine Zilien ausbilden, und zum Bulbus olfactorius projezierenden Axone. Ver-
schiedene molekular-genetische Studien an transgenen Méusen ergaben, dal3 alle Neuronen,
die den gleichen Rezeptor exprimieren unabhéngig ihrer Lokalisation auf einen oder wenige
Glomeruli im Bulbus olfactorius projezieren. Es existieren ungefdhr 1800 sphéarische
Glomeruli im Bulbus olfactorius. Sie bestehen aus den Axonen der OSN und den Dendriten
von Mitralzellen, die sich dort zu neuronalen Verkniipfungen verbinden (Abb. 3A). Die an-
kommende Information von den OSN wird von Mitralzellaxonen, modifiziert durch inhibi-
torische Kornerzellen, iiber den lateralen olfaktorischen Trakt zu verschiedenen hoheren

Gehirnregionen, wie dem piriformen Cortex, der Amygdala und dem entorhinalen Cortex
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und letztendlich dem Neocortex weitergeleitet (Abb. 3B). Diese reziproke Inhibition von
Mitralzellen durch Kornerzellen ist anscheinend AMPAR- und NMDAR-abhingig (Isaac-
son & Strowbridge, 1998; Schoppa et al., 1998; Sassoe-Pognetto & Ottersen, 2000).
Zusitzliche Regulationsfunktionen im Bulbus olfactorius ibernehmen die Periglomerular-
und “tufted”-Zellen (fiir eine Ubersicht: Firestein, 2001; Mombaerts, 2001). Die Informa-
tion der Pheromone vom vomeronasalen System wiederum wird iiber den akzessorischen
Bulbus olfactorius und der Amygdala weitergegeben und endet im Hypothalamus (Rodri-

guez, 2003).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des olfaktorischen

Axone der

olfaktorischen . Basalmembran . . . . .
Neurone v, Bulbus olfactorius Systems und dessen Projektionen in hohere Gehirnre-

gionen. A: Schematische Darstellung der Verbindun-
gen des Riechepithels und Bulbus olfactorius. Olfak-
torisch-sensorische Neuronen im Riechepithel bilden

Glomeruli an die Oberflaiche reichende Zilien mit

Periglomeruldre Zelle Geruchsrezeptoren aus. Geruchsstoffe binden an diese

Geruchsrezeptoren und 16sen eine Depolarisation der
Neuronen aus. Der Stimulus wird {iber die Axone zum
Bulbus olfactorius weitergeleitet. Dort gehen die Ax-
Mitralzelle Komerzelle one der olfaktorisch-sensorischen Neurone des
Riechepithels synaptische Verbindungen mit Mitral-
zelldendriten, in spezialisierten Strukturen, den
#um lateralen olfaktorischen Trakt === sphérischen Glomeruli, ein. Die Kornerzellen, synap-
tisch mit Mitralzellen verbunden, nehmen inhibitorische Funktionen ein. B: Schematische Darstellung der
Mitralzell-Projektionen in hdhere Gehirnregionen. Mitralzellaxone projizieren iiber den lateralen olfak-
torischen Trakt auf den entorhinalen Cortex, die Amygdala und den piriformen Cortex. Diese wiederum ste-
hen in Verbindung mit anderen Hirnregionen, wie z.B. dem Hippocampus, den mediodorsalen (MD) und
submedialen (SM) thalamischen Nucleii und dem orbitalen Cortex (Abb. 4A: entnommen aus Firestein, 2001

und modifiziert; Abb. 4B: entnommen aus Slotnick, 2001 und modifiziert).
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1.2.4 Sexual Verhalten und Fertilitdt von Nagern

Eine wichtige Rolle in der sexuellen Entwicklung und Fortpflanzung spielen die
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)-Neurone. Sie stellen eine kleine Gruppe
(ungefidhr 800 GnRH-Neurone) verstreuter neurosekretorischer Zellen im Hypothalamus
dar, und zwar hauptséchlich in der Area praeoptica (APO), im diagonalen Band von Broca
(Bandaletta diagonalis, DBB) sowie in den Nuclei septales (Ronnekleiv et al., 1989;
Silverman et al., 1994; Sagrillo et al., 1996), die das Decapeptid GnRH synthetisieren
(Lopez et al., 1998) (Abb. 4). Die GnRH-Neurone entstammen dem Epithel der olfak-
torischen Plakode, einer Struktur auBerhalb der Gehirnanlage. Wéhrend der spiten
Embryogenese wandern die GnRH-Neurone, untereinander synaptisch verbunden, von der
Nasenanlage in den Hypothalamus durch das nasale Septum entlang der terminalen und
vomeronasalen Aste des Nervus olfactorius in das sich entwickelnde GroBhirn (Schwanzel-
Fukuda und Pfaff, 1989, Wray et al., 1989, Schwanzel-Fukuda et al., 1992, Wray und
Hoffman, 1986; Wu et al., 1997). Das Decapeptid GnRH dient als iibergeordnete Regula-
tionsinstanz fiir die hormonelle Achse zur Steuerung der Gonadenfunktion. Mit den
Anfingen der Pubertdt von Nagern wird von den Axonenden der GnRH-Neuronen im
Rythmus von ungefdhr 30 min GnRH in die Portalvene der Eminentia mediana (EM;
Levine und Ramirez, 1982; Hayes und Crowly, Jr., 1998; Rasmussen, 1993) und in das Or-
ganum vasculosum laminae terminalis (OVLT) (Sagrillo et al., 1996; Yen, 1991; Bloom,
1991) entlassen. Diese pulsatile Sekretion, die vielfiltigen Einfliissen durch Afferenzen an
den GnRH-Neuronen unterliegt, ist fiir den Erhalt der Fortpflanzungsfahigkeit essentiell
(Sagrillo et al., 1996; Yen, 1991; Bloom, 1991).

Abb.4: Vereinfachte schematische Darstellung eines
Parasagittalschnittes der Ratte, welche die Verteilung der
GnRH-Perikaryen, die wichtigsten Projektionen zur Emi-
nentia mediana (EM) und zum Organum vasculum laminae
terminales (OVLT) illustriert. CO: Chiasma opticum; APO:
Area preoptica; DBB: Diagonales Band von Broca; NHA:
Nucleus hypothalamicus anterior; BNST: Regio nuclei

striati terminalis; AC: Commissura anterior; SM: Septum

Medialis; CC: Corpus callosum; Ce: Cerebellum; Cx: Cor-

tex; (entnommen aus: Sagrillo et al., 1996).
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Von der EM wird das GnRH-Peptid iiber das Blut durch die hypothalamisch-hypophyséaren
Portalgefdfie in die Adenohypophyse transportiert und kontrolliert dort iiber die Aktivierung
von GnRH-Rezeptoren die Ausschiittung des follikelstimulierenden Hormons (FSH) und
des luteinisierenden Hormons (LH) (Sagrillo et al., 1996; Yen, 1991; Bloom, 1991), die
ihrerseits iiber den Blutkreislauf auf Hoden bzw. Ovarien und Gebarmutterepithel einwirken
und so die sexuelle Reproduktion steuern.

In einer autosomal rezessiven Mutation des GnRH-Gens kommt es in der hypogonadalen
(hpg) Maus zu einem Ausfall der GnRH-Ausschiittung in der Hypophyse und zu einem
Unterbleiben der Entwicklung von Testes und Ovarien (Mason et al., 1986a). Durch
Gentherapie, Zugabe des intakten GnRH-Gens, konnte dieser Phénotyp aufgehoben werden
(Mason et al., 1986b).

In-situ-Hybridisierungen (van der Pol et al., 1994) und immunzytochemische Analysen
(Petralia & Wenthold, 1992) zeigten eine breite Verteilung der AMPAR-Untereinheiten
GluR-A und GluR-B in hypothalamischen Regionen von Nagern, wobei elektrophysiolo-
gische Untersuchungen AMPAR-vermittelte Strome in GnRH-Neuronen zeigten (Spergel et
al., 1999; Kuehl-Kovarik et al., 2002). Weitere Studien zeigten, daB3 die pulsatile Neu-
ropeptid-Sekretion der GnRH-Neurone intrinsische Eigenschaften hat und abhéngig ist vom
Ca’'-Einstrom (Krsmanovic et al., 1992; Rasmussen, 1993). Es wird vermutet, da3 Gluta-
mat und dessen Rezeptoren an der GnRH-Sekretion beteiligt sind, da Glutamat-abhéngige,
AMPAR-vermittelte, Ca**-modulierte GnRH-Ausschiittungen beobachtet wurden (Spergel
et al., 1994; Gore et al., 1996).

1.3 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit hat die Beteiligung der AMPAR-Untereinheit GluR-B in der von
AMPAR vermittelten Reizweiterleitung in adulten Gehirnen der Maus bei der Ausbildung
korrekter Gehirnfunktion, Aufrechterhaltung der Homdostase von Gehirnaktivitéten,
Etablierung von Gedichtnis- und sozialem Verhalten und verschiedener Lernformen zum
Gegenstand. Untersucht wurden Miause mit Ca*-permeablen AMPAR im Vorderhirn der
Maus durch gehirnspezifische Deletion der GluR-B-Untereinheit und Expression

uneditierter GluR-B(Q).
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2. Ergebnisse

2.1 Regulierte Expression der Cre-Rekombinase im Gehirn der Maus

Fiir zeitlich und rdumlich begrenzte Gen-Deletionen und -Modifikationen, wurde das
Cre-loxP-System verwendet (Sauer und Henderson, 1988; 1989; Akagi et al., 1997; Sauer,
1998). Mittels spezifischer Promotoren wurde die Cre-Rekombinase (Cre) in verschiedenen
Zellpopulationen des Gehirns exprimiert. Diese Spezifitit der Cre-Expression wurde durch
oCamKII-Promoter- und GnRH-Promoter-Fragmente bewerkstelligt. Verschiedene trans-
gene Mauslinien (Tg*“*™ ", Tg* ™™ ynd Tg“™** [Tg""**]: Mantamadiotis et al., 2002)
mit unterschiedlichen aCamKII-Promoterldngen, 8000 bp bzw. 400 bp, wurden generiert.
Die Tg* ™% und Tg*““™“"_Linien exprimieren Cre unter der Kontrolle eines 400 bp

Cre4

langen aCamKII-Promoterfragments, wéahrend die Tg ~-Linie ein 8000 bp langes

aCamKII-Promoterfragment besitzt (Mantamadiotis et al., 2002). Die Mauslinie Tg"™®"¢"
(Tg™“"™) exprimiert Cre unter der Kontrolle des 3500 bp langen GnRH-Promoterfragments
(Shimshek et. al, 2002).

Zur Untersuchung der Cre-Expression und -Aktivitit von diesen vier Mauslinien wurden
Cre-Indikator-Méuse, die das p-Galaktosidase Gen und eine vorgeschaltete, loxP-flankierte
Transkriptionsstop-Kassette im Rosa26-Lokus besitzen (Rosa26"**%; Soriano et al, 1999),
benutzt. Bei Cre-Aktivitdt wird die Stop-Kassette entfernt und das p-Galaktosidase-Gen ex-

primiert. Durch eine X-Gal-Féarbung und eine histologische Untersuchung mit gegen Cre

gerichtetem Antikorper war eine Bestimmung der Cre-Expression und -Aktivitdt moglich.

sCam.CreZ’ T gsCam.Cre3 Cre4

und Tg™" wurden unterschiedliche

sCam.Cre2

Bei adulten Méusen der Linien Tg

Cre4

Expressionsmuster beobachtet (Abb. 1A). Die Tg - und Tg""-Linien zeigten eine

auf das Vorderhirn beschridnkte Cre-Aktivitidt; im Hirnstamm wurde jeweils keine

beobachtet. Trotz Cre-Aktivitit konnte kein Cre-Protein bei der Tg*“*™ ">

-Linie festgestellt
werden, wohingegen bei der Tg*“*™“"-Linie eine Cre-Aktivitit sowohl im Vorderhirn als
auch im Hirnstamm nachgewiesen werden konnte. In Mitral- und Kornerzellen des Bulbus

. 4
olfactorius von Tg""™

-Maéusen trat eine starke Cre-Expression und -Aktivitat auf (Abb. 1B).
In adulten Méusen der Linie Tg“"“"*/Rosa26"**® wurden Cre-Aktivititen im Hypothalamus,
speziell dem diagonalen Band von Broca (DBB), Area preoptica (APO), Septum medialis

(SM), Septum lateralis (SL) und Regio nuclei striati terminalis (RNST) (Shimshek et al.,
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2002), aber auch in der Amygdala detektiert. Eine Cre-Expression im Bulbus olfactorius

konnte nicht festgestellt werden.

Cortex  Hippocampus
TgCre4/Rosa26R26R s

X1

TgsCam Cre2 )R osa26R26R

o

Abb.1: Enzymhistologische Untersuchungen an
Vibratom-Schnitten von Tg“*/Rosa26"**}-,

TgsCam.CreZ/Rosa26R26R_ und T gsCam.Cre3/

TgsCam Cre3 /R osan6R26R

& Rosa26"**®-Miusen A: Koronale Vibratom-
Schnitte des Gehirns und sagittale des Hirn-

; stamms wurden einerseits immunhistologisch mit
b einem Antikorper gege Cre, andererseits zur De-
a-Cre/DAB B-Gal Aktivitat tektion von p-Galaktosidase mit einer X-Gal-

Firbelosung behandelt. B: Koronale Vibratom-Schnitte des Bulbus olfactorius von Tg“**/Rosa26"***-Mzusen
wurden behandelt wie in A. Ce: Cerebellum; Mob: Medulla oblongata; Ko: Kornerzellschicht; Mi; Mitral-
zellschicht; G: Glomeruli

Bei Analysen mehrerer Tg“"**/Rosa26"***-Miuse wurden in verschiedenen Mausen unter-
schiedliche Cre-Expressionsmuster festgestellt (Abb. 2A). In einigen Méusen began die
Cre-Expression ab dem postnatalen (P) Tag 12 und namm dann wéhrend der Entwicklung
zu, wihrend in anderen eine frithzeitigere Cre-Expression vor P12 eintrat. Durch Riickkreu-
zungen der Geschwister war es nicht moglich, eine Aufspaltung der Expressionsmuster her-

4 N o .
Cre4_Miusen wurden die

beizufiihren. In Southernblots von genomischer DNA aus 20 Tg
Transgenintegration mit Sonden gegen den aCamKII-Promoter analysiert (Abb. 2B). Die
genomische DNA wurde hierflir mit dem Restriktionsenzym BglII verdaut. Es wurden zwei
Sonden eingesetzt. Die eine 320 bp lange “copy’”-Sonde, die intern, zwischen zwei BglII-
Schnittstellen liegt, detektiert die Kopienanzahl des Transgens; die Wildtyp-Bande ist

2283 bp groB3, wihrend die Cre4 noch eine zusétzliche Bande des Transgens bei 1988 bp
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hat. Eine semi-quantitative Auswertung ergab eine Anzahl von ungefihr vier Transgenen
(Abb. 2C). Die andere (320 bp lange Sonde “integ”) liegt 5’-aufwirts der letzten 5°-
gelegenen BgllI-Schnittstelle und gibt das Integrationsmuster wie auch die Anzahl der Inte-

grationskopien der Tg“"®*

-Linie wieder. Im Wildtyp ist eine Bande bei 4500 bp zu sehen.
Tg"**-Miuse mit verschiedenen Expressionsmustern zeigten weder Unterschiede in der
Transgenintegration noch im Integrationsmuster des Transgens; zusitzlich zum Wildtyp
wurden noch vier weitere Banden bei 7000 bp, 5000 bp, 3000 bp und 2000 bp detektiert

(Abb. 2C), was wiederum auf eine 4-fache Integration des Transgens hindeutet.

A B

\ Maus1 Maus 2
Hippocampus 7" | e Cam.Cre4
: ) 1553 4717 6246 8234 o123y
; integ Bel Il ‘ ‘ copy ‘ = 9627
L N
P12 aCamK IT Promoter 8kb tripartite Cre  polyA
L
1988 bp
Hirnstammg y 1553 4717 6246 8529
W wnl P 4 integ | Bgln\ | copy ‘ \
X-Gal a-Cre/DAB ‘ ‘
2283 bp
Cam.Cre4 wt
bp
7000 — "P oy * i -

5000 _,

4500“"‘&’*'4‘.'&“‘&

3000 — 8 i s e

2000 — [ o - el 1 i”ﬁ

integ-Sonde

2283 - - -
CETIR S T p——— - -
copy-Sonde

Abb. 2: Srategie und Analyse der Cre-Expressionsmuster von Tg""

-Méusen. A: Histologische Untersuchun-
gen koronaler Vibratom-Schnitte von Tg""**/Rosa26"***-Miusen (Maus 1-5) der Altersstufen P12, P15 und
P42 mittels Cre-Antikorper und X-Gal-Farbungen. B: Schematische Darstellung des aCamKII-Promoters bei
Tg®**- und Wildtyp-Miusen. Bei der Tg“"**Linie steht Cre unter der Kontrolle des 8000 bp langen o:CamKII-
Promoterfragments. BglII-Schnittstellen mit vertikalen Strichen sowie Basenpaarposition und die 320 bp lan-
gen “copy”- und “integ”-Sonden sind angegeben. C: Southerblot-Analyse genomischer DNA verdaut mit

Cre4

Bglll von Tg ™" und Wildtyp-Mausen mit den Sonden “integ” und “copy”. Der Wildtyp zeigt bei der “integ”-

Sonde eine Bande bei 4500 bp, wihrend bei der Tg"™**Linie noch zusitzliche Banden bei 7000 bp, 5000 bp,
3000 bp und 2000 bp des Transgens auftreten. Bei der “copy”-Sonde zeigt der Wildtyp eine Band bei 2283 bp,

Cre4

wihrend bei der Tg""-Linie das Transgen bei 1998 bp lauft.
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2.2 Regulierte Expression uneditierter GluR-B(Q)-Untereinheiten im

Vorderhirn transgener Miuse zur Induktion von Epilepsie

2.2.1 Cre-regulierte konditionale Expression von GluR-B(Q) im Gehirn

Eine generelle Expression uneditierter GluR-B(Q)-Untereinheiten in der Maus 16st neonatal
epileptische Anfille aus und fiihrt zum Tod (Brusa et al., 1995; Feldmayer et al., 1999).
Durch eine Gehirn-spezifische Expression von GluR-B(Q) sollte eine Uberwindung der
neonatalen, Epilepsie-anfilligen Phase und somit eine Analyse der Auswirkungen Ca*'-
permeabler AMPAR im adulten Gehirn der Maus moglich werden.

In der GluR-B™’-Maus ist in einem GluR-B-Allel das fiir die Editierung der Q/R-Stelle
wichtige ECS-Element im Intron 11 gegen ein mit loxP-Sequenzen flankiertes neo/TK-Gen
ausgetauscht (Brusa et al., 1995). Die neo/TK-Kassette bewirkt eine partielle Ruhigstellung
des GIuR-B™°-Allels, wihrend das Wildtyp-Allel normal exprimiert und editiert wird. Wird
Cre exprimiert, erkennt diese die loxP-Elemente, und die neo/TK-Kassette wird deletiert.
Das GluR-B™°-Allel - nun ohne neo/TK (GluR-B**“®) - wird aktiviert und GluR-B wird

von diesem in der uneditierten GluR-B(Q) Form exprimiert (Abb. 3).

Expressionsunterdriickung

durch ’:"/ K Ca?* Abb.3: Schematische Darstellung
Q/R -

. =
Gurcpreo (] ] ]

der Generierung Ca* -permeabler
AMPAR. Im GluR-B™-Allel

Exon 10 11 12 AuBlen
o S GluR-B*/neo wurde die ECS-Stelle durch eine
+ M .
GluR-B M 1% \\‘ Innen loxP-flankierte neo/TK-Kassette
Exon 10 11

substituiert. Die neo/TK-Kasstte

GluR-B(R) COOH ) ) ]
bewirkt eine Expressionsunter-

driickung dieses Allels. Es werden
Cred . .
Cre (TgCre) iiberwiegend Ca’"-undurchlissige
AMPAR exprimiert. Durch Cre-
GIuR-B(Q) Calt Aktivitdt wird die neo/TK-Kassette
AliCS NH; deletiert und uneditierte
° D
GluR-BAECS e Lk GluR-B(Q)-Untereinheiten werden
Exon 10 11. Hes 12 ’GluR_BAECS:Vorderhirn g ex];rimiert, was zur Formation
v N nnen 5. Ca”"-permeabler AMPAR fiihrt.
Rt~ ]
Exon 10 11 12 \\<
GluR-B(R) coon
C22+
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Zur Deletion der neo/TK-Kassette in Prinzipalzellen des Vorderhirns wurde die Mauslinie

FAECSToCret wird  weiterhin  bezeichnet als

Tg™ herangezogen (GluR-B
GluR-BAECSVerderhimy “yie neo/TK-Deletion und der damit verbundene Expressionsanstieg
uneditierter GluR-B(Q)-Untereinheiten kann {iber die GluR-B-mRNA beobachtet werden.
Die Desaminierung des Adenosins im Glutamin (Q)-kodierenden Kodon CAG zum
Guanosin-Analog Inosin geschiet auf der Ebene der pri-mRNA. Diese Nukleotiddifferenz
bzw. der prozentuale Anteil uneditierter mRNA kann durch Generierung von cDNA aus der
Gesamt-RNA und anschlieBender Sequenzierung quantitativ erfalit werden. Hierfiir wurden
im Sequenzierungshistogramm die entsprechenden Intensititen der Fluoreszenzsignale be-
stimmt. Die Sequenz des uneditierten Kodons CAG - kodiert fiir Glutamin (Q) - entspricht
die der GluR-B**“>-cDNA, die des editierten Kodons CGG - kodiert fiir Arginin (R) - der
Wildtyp-cDNA. Gemessen wurden jeweils die Intensitidten des mittleren Nukleotids im
Kodon (% uneditierte GluR-B mRNA bzw. (Intensitit [CA G]/Intensitdten
[CAG]H[CGG])*100 = SEM, n=Anzahl der Méuse) (Abb. 4). Dabei war ein Anstieg von
uneditierten GluR-B(Q)-mRNA von 13 %=2,4 (n=5) bei P15 auf 24 %=1,3 (n=9) bei P45
im Vorderhirn und von 16 %=2,3 (n=5) auf 25% =1,1 (n=9) im Hippocampus zu beobach-
ten. Im Hirnstamm war kein Anstieg, lediglich eine, durch inkomplettes Ruhigstellen des
GluR-B-Allels durch die neo/TK-Kassette verursachte restliche Expression uneditierter

GluR-B(Q)-RNA von 8 %=+2 (n=5) bei P15 bis 7 %=1,2 (n=9) bei P45 zu detektieren.

254

Hippocampus

20 4

Vorderhirn

% GluR-B(Q)

10 ,
l@f}

3 Abb. 4: Darstellung der Zunahme uneditierter GluR-B(Q)-Transkripte in

verschiedenen Gehirnregionen von GluR-BAFCSVordehim nriysen. Die

04 P15 P45 Fehlerbalken reprasentieren die Abweichung (+SEM) vom Mittelwert.
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2.2.2 Expression von GluR-B(Q) im Vorderhirn adulter Mause fiihrt zu spon-
tanen epileptischen Anfillen

GluR-BAFCSVorderhim_Nfayse haben keinen offensichtlichen Phinotyp und zeigen keine
Entwicklungsdefizite. Durch 24-stiindige Videobeobachtungen und Elektroencephalo-
gramm (EEG)-Aufnahmen ( durchgefiihrt von Dr. H. Krestel, Max-Planck-Institut f. med.

Forschung, Abt. Molekulare Neurobiologie, Heidelberg) konnten aber spontane, epilep-

tische Anfille in adulten GluR-BAF“S VoMM Ni5en nachgewiesen werden (Abb. 5A).

A

GluR-B*+

04 3 Il
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W*‘M A mﬂ”““m‘lmﬂnmmwwmm i T N | PO
‘ WWM ‘ 2 A A

+= GluR-B*/neo

@

°

> o > o,
g . Eal
004 \>J \\'/~ "
os2 GluR-BAECS: Vorderhirn b a 0 c
0s 0s 1 )
. ; f A
) ,,,«\J\ /
Ll r VN
10 20 0 40 5‘[) 0.1 0.2 0.3
Sec sec
100
2
:g 80
p
< 60
=]
2
5 40
bt
2
=20
°
0

P10 P20 P30 P40 P50 P60

Abb. 5: EEG-Aufnahmen und Uberlebenskurve von GluR-BAFSVordehim nr5y5en. A: EEG-Aufnahmen von
GluR-BAECSVorderhim 14,1 6en zeigten tonisch-klonische Anfille (a), die von myoklonischen Spikeserien ange-
fiihrt werden (b). In einer Darstellung mit einer hoheren Aufldosung der Zeitachse sind “Poly-Spikes” (c) zu
erkennen. Bei GIuR-B"™ Miusen treten nur interiktale Spikemuster, wie “Spike-Wave” (d) auf, wihrend bei
GIluR-B""-Miusen keine abnormalen EEG-Muster detektiert werden konnten. B: In einer Uberlebenskurve

BAECS:Vorderhim

wurde der prozentuale Anteil der iiberlebenden GluR- -Maiuse dargestellt.
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Videobeobachtungen von GluR-BAFCS:Vorderhim

-Méusen zeigten komplex partielle, hyper-
tonische Anfille. Im EEG lieen sich verschiedene epileptische Merkmalsauspragungen
beobachten. Neben den interiktalen EEG-Mustern wie “spikes” und “waves” oder “poly-
spikes” traten auch generalisierte tonisch-klonische Spikeserien auf, die von myoklonischen
Anfallsmustern angefiihrt wurden. Bei GluR-B™*"-Miusen traten nur interiktale EEG-
Muster auf, und es waren niemals subklinische oder klinische Anfédlle wie bei
GluR-BAECS:Verderhim p fiy1sen zu erkennen.

Bei 20% der GluR-BECSVordethim_\ f5y1se traten frithzeitig epileptische Anfélle auf, die zum
Tod fiithrten, wobei 40% der Mause P60 iiberlebten (Abb. 5B).

Ein Hinweis auf eine generalisierte Neurodegeneration im Gehirn erbrachte der “tail sus-
pension”-Test. GluR-BAFSVordethim_nfiy56 wurden in der Luft am Schwanz fiir 20-30 sec
festgehalten, bis ein Klammern der Hinterpfoten zu beobachten war (“clasping”-Reflex).

Die Kontrolmause GluR-B"™° und GluR-B"" hingegen streckten die Hinterpfoten von sich

(Abb. 6).

GluR-B++ GluR-B*/neo GluR-BAECS:Vorderhim ~ Abb. 6: Klammern der Hinterpfoten
(“clasping”-Reflex) von GluR-
BAECS:Vorderhim_\ 145en. Wihrend GluR-
B"*- und GluR-B"™°-Miuse ihre Hin-
terpfoten von sich strecken, wenn man
sie am Schwanz hochhebt (“tail suspen-

sion”), klammern GluR-BAFCS:Verderhim_

Mause ihre Hinterpfoten (weiller Pfeil).

2.3 Histologische und biochemische Charakterisierungen von adulten
GluR-B(Q)-exprimierenden Mausen

Die Auswirkungen auf die Gehirnstruktur adulter (P>60) GluR-B*ESVordehim_ 156 durch
die GluR-B(Q)-Expression und daraus resultierenden spontan epileptischen Anféllen wur-

den biochemisch und histologisch untersucht. Als Kontrollen dienten gleichaltrige

GluR-B"™°-Miuse und GluR-B"*-Geschwister.
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2.3.1 GluR-B(Q)-Expression fiihrt zu reaktiver Astrozytose in verschiedenen
Hirnregionen, aber zur keinem offensichtlichen Verlust pyramidaler Neuronen
im Hippocampus

Hirnschddigungen chemischer, mechanischer oder anderer Natur aktivieren Gliazellen und
deren Expression des intrazelluldren Intermedidrfilaments Glial-fibrilldr azidisches Protein
(GFAP) (Reier und Houle, 1988; Norenberg, 1994). Somit wurden adulte spontan epilep-
tische GluR-BAFCSVordeim Nfayse nach Verdnderungen ihrer Gehirnanatomie und
Gliazellmorphologie analysiert.

Auf Vibratom- und Kryostat-Schnitten von adulten GluR-BAF¢SVoreehim_ nfaysen (P>60)
wurden in weiten Bereichen des Gehirns eine reaktive Gliose bzw. Astrozytose beobachtet
(Abb. 7). Es ist bekannt, daf} reaktive Astrozyten eine erhohte Synthese von GFAP zeigen.
Mit Hilfe eines polyklonalen Antikorpers gegen GFAP wurden vermehrt GFAP-positive
Zellen im Hippocampus spontan epileptischer Mause detektiert. Speziell in den Regionen
CAl, CA3 wie auch dem Gyrus dentatus (GD) zeigten GluR-B*ECSVordehimpf5y5e eine
erhohte Reaktivitit gegen GFAP als die Kontrollméuse. Eine starke reaktive Astrozytose
trat auch in cortikalen Regionen wie dem motorischen, somatosensorischen, und visuellen
Cortex und in der Amygdala auf. Bei Kontrollmiusen GluR-B”" und GluR-B"™ sind
hingegen nur wenige GFAP-positive Zellen in cortikalen Bereichen und in der Amygdala
zu beobachten.

Die Zelldichte bzw. Zellzahl war bei GluR-B*ECS:Vordehim_pg16en unverindert, denn An-
tikorperfarbungen gegen NeuN (ein nukleérer, neuronaler Transkriptionsfaktor) wiesen auf
keine Reduktion hin (Abb. 7). Auch Hédmatoxylin/Eosin (H/E)-Farbungen zeigten keine
Unterschiede (Abb. 8). Bei dieser Farbung wird das Zell-Cytoplasma mit Eosin rosarot und
der Nukleus bzw. die DNA mit Himatoxylin lilablau angeférbt. So lassen sich apoptotische
Zellen — granuldre Farbung des Zellkerns durch DNA-Fragmentierung — und Veridnderung-
en in der Zelldichte auffinden. Bei H/E-gefirbten Parafin-Schnitten von
GluR-BAECSVorderhim N 35en waren keine Verdnderungen im Hippocampus zu erkennen
(Abb. 8). In den CA1, CA3 und GD Regionen erwiesen sich die Zelldichte und Zellmor-
phologie als normal. Trotz reaktiver Gliosis und spontan auftretenden Epilepsien traten

keine apoptotischen oder nekrotischen Zellen auf.

19



Ergebnisse

GluR-B™*
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Abb.7: Immunfluo-
reszenz-Analyse von
Gewebeschnitten mit
Antikérper gegen
GFAP (Fite, griin) und
NeuN (TexasRed, rot).

Gewebeschnittarten:
Vibratom (Hippocam-
pus) und Kryostat
(Amygdala und Cor-

tex)
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Abb.8: Histologische Untersuchung von Parafin-Schnitten von GluR-B”*-, GIluR-B"™- und
GluR-BAECSVorderhim_\ 1:16en mittels Himatoxylin/Eosin-Férbung.

2.3.2 Die Untereinheiten GluR-B und NR2A sind reduziert, wohingegen
GluR-A und NR1 in adulten GluR-B(Q) Méausen unverandert sind

In adulten Ratten wurde gezeigt, dal3 Status epilepticus eine Verdnderung der AMPAR- und
NMDAR-Untereinheiten im Hippocampus auslost (Pollard et al., 1993; Friedman et al.,
1994; Grooms et al., 2000; Mikuni et al., 2000, 1998; Mathern et al., 1998; Babb et al.,
1996). Zur Analysen von verdnderten Proteinmengen der AMPAR- und NMDAR-
Untereinheiten im Hippocampus bei adulten GluR-BAFCSVerdehim_ - GlyR-B*™°_ ynd GluR-
B""-Miusen wurde Gesamtprotein aus Hippocampi in Immunoblots quantitativ untersucht
(Abb. 9). Hierfiir wurden Antikorper gegen GluR-A, GluR-B, NR1, NR2A und (-Actin (zur
Normalisierung der Bandenintensitdten) eingesetzt. Eine Auswertung mit NIH Image der
Immunoblots ergab bei GluR-BAFCS:Vorderhim
um 43 % von GluR-B (59 %=3; n=6) gegeniiber GluR-B""-Miusen (103 %=6,9; n=5).
GluR-B"™-Miuse (69 %=6,9; n=7) zeigten ebenfalls eine signifikante (P<0,01) Reduktion

-Méusen eine signifikante (P<0,01) Reduktion

von 33 % gegeniiber GluR-B""-Kontrollen, das auf die partielle allelische Expressionsun-
terdriickung der noch vorhandenen neo/TK-Kassette zuriickzufiihren ist. Zwischen GluR-

B und GluR-BAFCSVordemim N faysen aber wurde kein Unterschied (P=0,22) des GluR-B-
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Proteingehalts detektiert. Die NR2A-Untereinheit war signifikant (P<0,01) bei GluR-
BAECS:Vorderhim_(5) 0445 7. n=6) gegeniiber den GluR-B"™°- (86 %=11,8; n=6) um 42 %
und den GluR-B™*-Miusen (100 %=9,3; n=4) um 50 % reduziert, wobei zwischen den
GluR-B"™°- und GluR-B"*-Miusen kein Unterschied zu erkennen war (P=0,43). Es wur-
den aber keine Unterschiede in der GluR-A- und NR1-Untereinheit bei GluR-BAE¢SVorderhim_
(GluR-A: 102 %=5,6; n=6; NR1: 95 %x9,1; n=6), GluR-B"™°- (GluR-A: 107 %=5,1; n=7;
NR1: 98 %=13,4; n=6) und GluR-B™*- Miusen (GluR-A: 100 %=4,3; n=4; NR1: 101
%=+5,9; n=5) beobachtet.

a-GluR-A a-GluR-B a-NR1 a-NR2A ot
. GluR-B
I .
100 I T | Glur-B+/ne0
GluR-BAECS: Vorderhim
20 sk
| o kk
60 —T .
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B-Actin B-Actin T BActin——————— B-Actin = == == = ——

Abb. 9: Quantitative Immunoblotanalysen von Hippocampi adulter GluR-BAESVerderhim_ - GlyR-B*"°. ynd

GluR-B""-Miuse. Gesamtprotein wurde aus dem Hippocampus isoliert und in Immunoblots mit Antikdrpern

gegen GluR-A, GluR-B, NR1, NR2A und $-Actin analysiert. AnschlieBend wurde mit NIH Image die Inten-
sitdt der entsprechenden Banden quantitativ erfalit und gegen B-actin normalisiert. Die Fehlerbalken représen-
tieren die Abweichung (xSEM) vom Mittelwert. Die Sterne (**) geben die Signifikanz (P<0,01) zu GluR-B™*

an.

2.3.3 Verlust von Interneuronen im Hippocampus adulter, epileptischer Mduse

Die Aktivitdt der Prinzipalzellen wird iiber inhibitorische Signale von Interneuronen
moduliert (Freund und Buzsaki, 1996). Darum werden chemische Substanzen, die zu einer
Erh6hung oder Reduktion GABAerger Inhibition fiihren, als Anti-Epileptika bzw. als Pro-
Konvulsive Drogen im Menschen oder experimentellen Tiermodellen eingesetzt. In ver-
schiedenen Epilepsiemodellen wurden selektive Verluste von Interneuronen, Parvalbumin
(Parv)- und Somatostatin (Sst)-positive Zellen im Gehirn von Méusen beobachtet (Silva et
al., 2002; Cossart et al., 2001).

Zur Untersuchung der Interneuronen im Hippocampus spontan epileptischer
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GluR-BAECSVorderhim N 1156 wurden auf Vibratom-Schnitten Parv- und Sst-positive Zellen

histologisch angefarbt und quantitativ ausgewertet (Abb. 10).

GluR-BH+ GluR-B1/neo GluR-BAECS:Vorderhirn

A

Parv+Zell_en / GD

wn

Abb.10: Immunhistologische und quantitative Untersuchungen von hippokampalen Interneuronen von Vi-

bratom-Schnitten. A: Parv-positive Zellen im GD. B: Sst-positive Zellen im SO. C: Sst-positive Zellen im
Hilus. Die Bardiagramme zeigen die jeweilige Anzahl der Parv- bzw. Sst-positiven Zellen in den jeweiligen
Hippocampus-Regionen an. Die Fehlerbalken reprisentieren die Abweichung (+SEM) vom Mittelwert. Die
Sterne (*) bzw. (**) geben die Signifikanzen (P<0,05) bzw. (P<0,01) zu GluR-B""-Miusen an. Sst: Soma-

tostatin, Parv: Parvalbumin, GD: Gyrus dentatus, SO: Stratum oriens

Eine Analyse der Anzahl Parv-positiver Zellen (Anzahl=SEM, n=Anzahl der Méuse) im
GD (Abb. 10A) von GluR-BAFCSVerdehim \fingen (16+0.8, n=5) zeigte eine signifikante
Reduktion von 33% (P<0.01) gegeniiber GluR-B"*-Mausen (240.9, n=4) und eine leichte
Abnahme von 20% (P=0.064) gegeniiber GluR-B"™°-Miusen (20+1.7, n=4). Ein signifi-
kanter (P=0,055) Unterschied der Zahl Parv-positiven Zellen im GD zwischen GluR-B"/™-
und GluR-B"*-Miusen zeigte sich nicht.

Die Anzahl Sst-postiver Zellen im Stratum oriens (SO) und im Hilus von

GluR-BAECSVorderhim \ 1sen erwiesen sich ebenfalls als signifikant reduziert. Im einzelnen

konnte eine verminderte Anzahl Sst-positiver Zellen im SO (Abb. 10B) von 35% (P<0.01)
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bei GluR-BAECSVerderhim_ 9541 7, n=3) gegeniiber GluR-B""- (34+1.4, n=3) und von 19%
(P<0.05) gegeniiber GluR-B"™°- Miusen (27+0.9, n=3) nachgewiesen werden. Auch
GIluR-B"™- zeigten gegeniiber GluR-B™"-Miuse eine signifikante (P<0,05) Abnahme Sst-
positiver Zellen im SO.

Die Anzahl Sst-positiver Zellen im Hilus (Abb. 10C) war bei GluR-B*ECSVorderhim_y f15en
(18+0.3, n=3) gegeniiber GluR-B""- (28+2.2, n=3) um 36% (P<0.01) und gegeniiber
GluR-B"™-Miusen (26=1.2) um 31% (P<0.05) vermindert. Ein signifikanter (P=0.62)
Unterschied Sst-positiver Zellen im GD von GluR-B™™°- gegeniiber GluR-B"*-Miusen

war nicht zu beobachten.

2.3.4 Auftreten umorganisierter Moosfaserprojektionen der Kornerzellen in die
innere Molekularschicht des Hippocampus (“mossy fiber sprouting”) in
adulten GluR-B(Q)-exprimierenden Mausen

Die hippokampalen Kdrnerzellen des GD projizieren mit ihren Axonen (Moosfasern) auf
die Pyramidalzellen der CA3-Region und etablieren einen exzitatorischen Eingang. Die ax-
onale Projektion geschieht entweder direkt oder indirekt iiber inhibitorische Neurone im
Hilus. Nach epileptogenen Schiaden reorganisiern die Kornerzellen ihre Axone neu und
etablieren axonale, riickldufige Verbindungen mit Neuronen in der Kornerzellschicht und
Dendriten der inneren Molekularschicht. Diese regionale Abweichung der axonalen Projek-
tionen der Kornerzellen, “mossy fiber sprouting” genannt, kdnnen durch eine TIMM-
Féarbung sichtbar gemacht werden (Abb. 11). Durch i.p.-Injektion von Selenit wird priasyn-
aptisches Zn”" als Zinkselenit prizipitiert. Dieses Prizipitat kann in Kryostat-Schnitten von
Gehirnen durch Silbernitrat schwarz gefiarbt und quantitativ als TIMM-Index (granulére
Partikel/mm GD+SEM, n=Anzahl der Méuse) erfalit werden.

Adulte GluR-BAFCSVordertim_fayse zeigten einen 3-fachen, signifikanten Anstieg (P<0.01)
reorganisierter Kornerzellaxone in die innere Molekularschicht, gefolgt von GluR-B™™-

Maiusen (271+23, n=4) mit einem 2-fachen, signifikanten (P<0.01) im Vergleich zu Kon-
trollmiusen GluR-B™* (124x12, n=4).
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Abb. 11: Histologische Untersuchung der hippokampalen Moosfasern mittels Timm-Farbung und Ermittlung
des Timm-Index. Bei GluR-BAESVordemim N f4ysen wurde eine stirkere Firbung in der inneren Molekular-
schicht detektiert (Pfeile mit offenen Pfeilkopfen). Der Timm-Index gibt die Anzahl der Kérnerungen der in-
neren Molekularschicht pro mm GD an (Anzahl der granuldren Partikel/mm GD). Die Fehlerbalken représen-
tieren die Abweichung (SEM) vom Mittelwert. Die Sterne (**) geben die Signifikanz (P<0,01) an.

2.3.5 Die Neurogenese in der subgranuldren Zellschicht des Hippocampus ist
in adulten GluR-B(Q)-exprimierenden Méuse erhoht

Proliferation von Gehirnzellen findet in der subgranulidren Zone im Hippocampus und in
den subventrikuldren Zonen des Vorderhirns statt (Gage, 2002; Doetsch et al., 1999; Jo-
hansson et al., 1999; Seri et al., 2001; Kornack & Rakic, 2001). Die dortigen Stammzellen
sind auch im adulten Organismus zur Proliferation fahig. Thre “Nachkommen” konnen sich
zu Neuronen (Neurogenese) oder Gliazellen (Gliagenese) differenzieren. Die Proliferation
der Stammzellen kann durch eine Inkorporation des Thymidinanalogs Bromodeoxyuridin
(BrdU) und anschlieBendem Antikérper-Farbung nachgewiesen werden.

Fiir quantitative Analysen wurden von adulten Méusegehirnen nach einer einwdchigen
oralen und intraperitonealen (i.p.) BrdU-Applikation Kryostat-Schnitte angefertigt und im-
munhistologisch mit einem BrdU-Antikdrper und einer Gegenfarbung mit Thionin behan-
delt (Abb. 12A). AnschlieBend erfolgte die Auszdhlung BrdU-positiver Zellen in der sub-
granuldren Zone des Hippocampus (Anzahl+SEM, n=Anzahl der Maduse).
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GluR-BAECSVorderhim_ (1441 3 n=4) und GluR-B"™°-Miuse (14+1.6, n=4) wiesen nach einer
einwdchigen BrdU-Behandlung (Abb. 12A) eine 2-fach erhohte Zahl BrdU-positiver Zellen
im subgranuliren Bereich des Hippocampus gegeniiber GluR-B"*-Miusen (7+0.7, n=4)
auf; Signifikanz (P<0.01).

Nach einer zweiwochigen oralen Zugabe von BrdU wurde an Vibratom-Schnitten eine
Fluoreszenz-Doppelfiarbung mit Antikdrpern gegen BrdU (TexasRed, rot) und NeuN, einem
neuronalem Marker (Fitc, griin), durchgefiihrt und mit einem konfokalen Mikroskop ana-
lysiert (Abb. 12B). Bei GluR-BESVordemim N fiysen lieBen sich BrdU-positive Zellen in der
subgranuldren Zone wie auch in der Kornerzellschicht erkennen (Abb. 12B); im Gegensatz
zu GluR-B""- und GluR-B"™°-M#usen, bei denen die BrdU-positiven Zellen auf die sub-
granuldren Zone beschrinkt waren. Die hohere Auflosung zeigt eine Kolokalisation des
neuronalen Markers NeuN und BrdU bei GluR-B*®Voeim \iysen in der
Kornerzellschicht (Abb. 12B).

Zur quantitativen Identifizierung (Anzahl+SEM, n=Anzahl der Miuse) neuronaler Vor-
lauferzellen wurden zwei verschiedene Antikdrper, a-Ki67 und a-TUC-4, verwendet. Ki67
ist ein postmitotischer Marker neuronaler Vorlduferzellen, wobei aber TUC-4 (TOAD 64)
nicht spezifisch fiir proliferierende Neuronen sein soll, sondern vielmehr auch Astrozyten
und/oder Oligodendrozyten erkennt (Rakic, 2002). Die Auswertung immunhistologisch be-
handelter Kryostat-Schnitte von GluR-B*ECSVordehim_pfiysen zeigte in der subgranuliren
Zone doppelt soviele Ki67-positive Zellen (32+5.8, n=3) als bei GluR-B"*-Miusen
(16=1.5, n=3) (Abb. 12C). Diese Erhohung erwies sich als signifikant (P<0.05).
GluR-B"™°-Miuse (21%2.1, n=3) zeigten hingegen nur eine 1.3-fach erhdhte, aber immer
noch signifikante (P<0.05) Ki67-positive Zellzahl als GluR-B"*-Miuse. Der TUC-4-

ECS:V hi .
BAECS:Vordethim_p\ 1516en an der sub-

Antikorper zeigte in Vibratom-Schnitten von GluR-
granulidren Zone eine starke Immunreaktion (Abb. 12D), wohingegen keine Verdnderung

Tuc4-positiver Zellen bei GluR-B”"- und GluR-B""°-Miusen zu erkennen war.
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Abb. 12: Immunhistologische Untersuchungen der Zellproliferation im Hippocampus. A: Nach einer ein-
wochigen BrdU-Behandlung (i.p. und oral) wurde das in die DNA inkorporierte BrdU mittels Antikdrper-
Reaktion und DAB-Farbung in Kryostat-Schnitten detektiert und mit einer Nissl-Farbung gegengefirbt. Die
quantitative ErfaBung der BrdU-positiven Zellen (BrdU-positive Zellen im GD/Tag BrdU-Applikation) ist in
Bardiagrammen angezeigt. B: Nach einer zweiwochigen oralen BrdU-Behandlung wurde BrdU in Vibratom-
Schnitten mittels Fluoreszenz-Antikorper (BrdU: TexasRed, rot) detektiert. NeuN wurde mit einem Fitc-
gekoppelten Sekundérantikorper (griin) detektiert. In der hoheren Aufldsung ist eine Kolokalisation von BrdU
und NeuN bei GluR-B*FCSVordehim nfiysen zu erkennen (weiBe Pfeile). C: In Kryostat-Schnitten wurden
postmitotische Neuronen im subgranuldren Bereich des GD mittels einem Antikorper gegen Ki67 und einer

DAB-Férbung detektiert. Die quantitative Auswertung Ki67-positiver Neuronen sind in einem Bardiagramm
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dargestellt. D: Mithilfe des Tuc4-Antikorpers und einer DAB-Farbung wurden proliferierende Zellen im sub-
granuldren Zone im Hippocampus in Vibratom-Schnitten detektiert. Die Fehlerbalken reprédsentieren die Ab-
weichung (+SEM) vom Mittelwert. Die Sterne (*) bzw (**) geben die Signifikanzen (P<0,05) bzw. (P<0,01)
zu GluR-B™" an. GD: Gyrus dentatus

2.4 Ausschalten der GluR-B-Untereinheit im Vorderhirn der Maus

Fiir eine Untersuchung der Funktion der AMPAR-Untereinheit GluR-B im adulten Gehirn
der Maus wurde das Cre-loxP-System eingesetzt. In GluR-B***-Miusen ist im GluR-B-Gen
Exonl1 mit homologer Rekombination durch ein loxP-flankiertes Exonl1 ausgetauscht
worden (V. Mack, Dissertation, 2002). Dieses Allel wird im homozygoten Zustand
(GluR-B**?*) normal exprimiert. Durch Kreuzung mit Cre-exprimierenden Miusen
(Tg"™* bzw. Tg"™) ist ein spezifisches Ausschalten des GluR-B***-Allels mdglich
(GluR-B**™#°/Tg"** wird weiterhin als GluR-B*Y"*™™ ynd GluR-B**2°Y/TgtMe 315
GluR-BAPothalmus oz 6ichnet). Die Deletion der GluR-B?°*-Allele bei GluR-BVordemim.
Maiusen schlégt sich in einer GluR-B-Abnahme in immunhistochemischen Untersuchungen
nieder (siche Abb. 20). Das Cerebellum, wo auch keine Cre-Expression detektiert wurde
(siche Abb. 1), zeigte keine Verdnderung in der GluR-B-Expression (Abb. 13B). Im Bulbus
olfactorius ist eine Reduktion der GluR-B-Untereinheit in Mitral- und Kornerzellen zu erk-
ennen (Abb. 13A). Bei GluR-B*™Pohamus \faysen hingegen ist eine Abnahme von GluR-B
im Hypothalamus zu sehen, wiahrend andere Gehirnregionen, wie z.B. der Cortex nicht

betroffen sind (sieche Abb. 21C, Abb. 21D und das jeweilige Bild-im-Bild).

2lox/+ AVorderhirn
GluR-B -
CluR-B Abb. 13: Immunfluoreszenz-

Analyse an Vibratom-Schnitten
von GluR-B*™'- und GIuR-
BAVordehim_Niysen mit einem
Antikorper gegen GluR-B und
einem Fitc-gekoppelten 2. An-
tikdrper (griin). A: Bulbus ol-

a-GluR-B/Fitc 200 pm factorius, B: Cerebellum

a-GluR-B/Fitc 200 pm
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BAVorderhirn

2.5 Verhaltensverinderungen bei GluR- -Miusen

2.5.1 Die Vorderhirn-spezifische GluR-B-Deletion fithrte zu gestorten
angstbezogenen Verhaltensweisen im Hell/Dunkel-Test

Der Hell/Dunkel-Test wurde zur Untersuchung von angstbezogenen Verhaltensweisen
eingesetzt. Das Explorieren einer neuen Umgebung und das Vermeiden aversiver Umge-
bungen stellen natiirliche Verahltensmuster der Maus dar. Im Hell/Dunkel-Test konfligieren
diese miteinander, indem die Maus sich entscheiden kann, ob sie das dunkle, angenehm si-
chere Kompartiment verldBt, in das sie zu Anfang gesetzt worden ist oder durch eine
Offnung in das helle, aversive Kompartiment wechselt.

Die folgenden Testreihen wurden am ZI (Mannheim, Deutschland) von C. Zacher durchge-
fiihrt. Es wurde die Zeit bis zum ersten Austritt aus dem dunklem Kompartiment
(secxSEM), die Zahl der Austritte ins helle Kompartiment (Anzahl+SEM) und die ver-
brachte Zeit indemselben (sec+SEM) gemessen (Abb. 14).
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Abb. 14: Verhalten im Hell-Dunkel-Test von GluR-BAY*™™_ ynd GluR-B***-Miusen. A: Latenzzeit (sec)
des 1. Austrittes aus dem dunklem Kompartiment. B: Anzahl der Austritte bzw. Wechsel zwischen hellem und
dunklem Kompartiment. C: Aufenthaltsdauer (sec) im hellen Kompartiment. Die Fehlerbalken repriasentieren
die Abweichung (+SEM) vom Mittelwert. Der Stern (*) gibt die Signifikanz (P<0,05) an.

Die GluR-BAYo ™™ Mzuse (197+42, n=6) zeigten eine signifikant (P<0.05) verzdgerte
Latenzzeit des ersten Austritts aus dem dunklem Kompartiment und eine signifikant
(P<0.05) geringere Anzahl an Hell/Dunkel-Wechsel (7+2, n=6) als die Kontrollméuse
GluR-B2¥* (Latenzzeit des 1. Austrittes: 17+3, n=6, Anzahl der Austritte: 14+1.5, n=6).
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Auch liel sich eine Priferenz zum Verbleib im dunklen Kompartiments von GluR-
BAVerderthim_\ f5usen beobachten; die verbrachte Zeit im erhellten Kompartiment bei GluR-
BAVerdethim_\ fausen (59+19, n=6) war im Vergleich zu GluR-B****-Mausen (10310, n=6)

um 43% mit geringer Signifikanz (P=0.05) erniedrigt.

2.5.2 GluR-B*V*™™_Miuse zeigten eine verminderte motorische Koordina-
tion im beschleunigten Rotarod-Test

Zur Erfassung der Motorkoordination und Korperbalance, unabhingig von Muskelkraft und
Ausdauer, dient der Rotarod-Test. Der Rotarod besteht aus einem sich drehenden, 3 cm
dicken Zylinder. Um nicht herunterzufallen, muf3 die Maus sich kontinuierlich vorwérts-
bewegen. Im beschleunigtem Rotarod erhoht sich innerhlab von 5 min die Umlauf-
geschwindigkeit von 4 Upm auf 40 Upm. Nach einer einmaligen Trainingsphase wurden 6
GluR-B****-Kontrollméuse und 5 GluR-B*V" ™™ Mziuse in einer Versuchsdurchfiihrung
auf ihre motorische Koordination hin (Latenzzeit [sec] des Herunterfallens+SEM, n=Anzahl
der Miuse) tiberpriift (Abb. 15). Es konnte eine Beeintrachtigung der Motorkoordination in
GluR-BAYo" ™M™ _Miusen nachgewiesen werden. GluR-B2Y" ™™ Mizuse (37.2 sec=10, n=6)
fallen signifikant (P<0.05) schneller vom rotierenden Zylinder als die Kontrollméuse

(156 sec+37, n=6).

g 300 - DGluR-BZIOX/+

%‘ B GluR_BAVOrderhirn

§ 250

% 200

% I Abb. 15: Motorkoordination auf dem beschleunigten
& 1504 Rotarod von GluR-B*Y*"™™_ ynd GluR-B**"-Miusen.
@ Es wurde die Latenzzeit (sec) des Herunterfallens vom
g 1007 Rotarod gemessen. Die maximale Gesamtdauer betrug
N * 300 sec. Die Fehlerbalken reprédsentieren die Ab-
g 207 weichung (+SEM) vom Mittelwert. Der Stern (*) gibt
S ‘ die Signifikanz (P<0,05) an
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2.5.3 Die horizontale Aktivitit bzw. die Erkundung einer neuen Umgebung im

Offenen-Feld-Test ist bei GIuR-BAVo™M™_Miysen erhdht

Das standadisierte MaB3 fiir motorisches Verhalten der Maus ist die spontane Aktivitdt im
offenem Feld. Hiefiir wird die horizontale Bewegung (Gesamtwegstrecke und
Bewegungsmuster) einer Maus innerhalb von 5 min in einer abgegrenzten, 1 m* groBen
Flache bestimmt (Abb. 16).

In einer Versuchsdurchfiihrung wurden 12 Kontrollmiuse GluR-B*** und 11
GluR-B*Vo ™™ NMiyse im Offenen-Feld auf ihre horizontale Aktivitit (cm+SEM) ana-
lysiert. GIuR-B2Y"*™ ™ Mzuse (3480 cm=180) wiesen eine 1,4-fache, signifikant (P<0.01)
erhohte horizontale Bewegung als die Kontrollmiuse (2512 cm+96) auf. Es wurde aber kein
Unterschied im Bewegungsmuster zwischen Mutanten und Kontrollen beobachtet: beide
Gruppen bevorzugten die Randpartien, wobei die mittleren Bereiche des offenen Feldes

auch genutzt wurden.
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a Abb. 16: Verhalten im offenen Feld von
ﬂojo GluR_BAVorderhim_ und GluR-BﬂOXH-MﬁuSGH.
'% 15007 Es wurde die zuriickgelgte Distanz (cm)
%D wiahrend der 5-miniitigen Testdauer ge-
2 messen. Die Fehlerbalken reprédsentieren
N: 5004 die Abweichung (+SEM) vom Mittelwert.

Die Sterne (**) geben die Signifikanz
0 (P<0,01) an.

2.5.4 Der Vorderhirn-spezifische GluR-B Verlust fiihrt zu einer verminderten
Gedichtnisbildung bei passiver Konditionierung

Durch ein klassisches Konditionierungsmodell, auch als Pavlovsches Modell bekannt, kon-
nen implizite, assoziative Gedachtnisformen untersucht werden. Die Verkniipfung zweier

Reize, deren Speicherung und Wiederherstellung sind Formen implizitem Erinnerungsver-
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mogens. In Konditionierungsexperimenten erlernen Tiere zwischen einem konditionierten
(Ton, Licht, Raum) und einem assozierten unkonditionierten Stimulus (FuBelektroschock)
eine Verbindung herzuerstellen, ein Geddchtnis auszubilden und letzendlich auf den kondi-
tionierten Stimulus mit einer Verhaltensdnderung zu antworten. Fiir eine Untersuchung der
Beteiligung von GIluR-B in angstbezogenem Lernen und Geddchtnis wurden
GluR-B*Vo ™™ Miyse in kontextbezogenen Angstkonditionierungs-Experimenten ana-
lysiert (Passiv-Vermeiden-Test). Der kontextbezogene Stimulus bestand aus dem Ubergang
von einem hellen, kleinen, aversiven in ein groBles, dunkles Kompartiment. Nach kom-
pletten Eintritt der Maus in das dunkle Kompartiment wurde als unkonditionierter, gepaar-
ter Stimulus ein milder FuBBschock appliziert. In diesem Test wurde die Latenzzeit des Ein-
trittes mit allen vier Pfoten der Maus in das dunkle Kompartiment vor Applikation und 1 h,
24 h und 48 h nach der Applikation des aversiven Reizes gemessen (sec+SEM) (Abb. 17).
Der Versuchsaufbau besteht aus einem dunklem Kompartiment (400 cm?), in dem der
FuBschock (0,9 mA fiir 1 sec) appliziert wird und einer davorliegenden, hellen Platform
(10 cm?).

Es wurden 17 konditionale GluR-B-Mutanten und 21 Geschwister-Kontrollméause
GluR-B*" fiir diesen Test verwendet. Vor dem aversiven Schock gingen die Méuse beider
Gruppen schnell (innerhalb weniger Sekunden) in das bevorzugte dunkle Kompartiment.
Nach Applikation eines FuB3schockes und einer Wartedauer von 10 sec zur Assoziations-
ausbildung wurden die Miuse in ihren Heimkéfig zuriickgesetzt und nach 1 h, 24 h und
48 h erneut analysiert. Nach einem Eintreten wird ein erneuter Stromstof3 gegeben. Eine
Stunde nach dem ersten FuBBschock hatten die Kontrollméuse (81 sec+17) bereits ein Erin-
nerungsvermdgen fiir den aversiven Stimulus ausgebildet, wohingegen die Mutanten
(29 sec+14) eine signifikant (P<0.05) beeintrichtigte Gedichtnisbildung aufzeigten. Nach
24 h verbesserte sich das angstbezogene Gedichtnis von GIluR-B*Yo ™™ Mzysen
(77 sec+20) und sie waren nur noch leicht signifikant (P=0.06) schlechter als Kontrollmause
(126 sec+17). Nach 48 h wurde kein Unterschied (P=0.5) in den Latenzzeiten der Eintritte
von GluR-B*Yo®™™_Niysen (143 sec+23) und der Kontrollgruppe (120 sec+23) mehr de-

tektiert.
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2.5.5 Schnelleres und priziseres Unterscheiden verschiedener Geruchsstoffe

der GluR-BAYorderim_n5se im Geruchs-Test

Der Geruchssinn der Maus nimmt eine dominante Position in der Wahrnehmung ihrer Um-
welt ein. Die richtige Unterscheidung verschiedener Geruchspaare in einem olfaktorischen
Test wird als MaB fiir korrektes Erlernen und Gedichtnisbildung herangezogen. In einem
olfaktorischem Test, durchgefiihrt von Andreas Schéfer (Prof. Dr. B. Sakmann, MPI f. med.
Forschung,, Abt. Zellphysiologie) wurde eine Maus, die iiber Nacht unter Wasserentzug
stand, in einem sogenannten Olfaktometer (Abb.18) (Bodyak & Slotnick, 1999) trainiert,
zwischen zwei Geriichen zu unterscheiden.

Steckt die Maus ihren Kopf in den Geruchskasten mit der Wasserflasche, durchbricht sie
eine Lichtschranke (Pfeil 1) und es wird ihr ein Geruch prisentiert (Pfeil 2). Beim Angebot
des einen Geruches, dem positiven Stimulus (S+), wurde das Lecken (Pfeil 3) an der Was-
serflasche mit ein paar Wassertropfen (Pfeil 4) belohnt und als korrekte Handlung notiert.
Wurde aber der zweite Geruch présentiert, der negative Stimulus (S-), so wurde ein Lecken
nicht belohnt und als unkorrekte Entscheidung notiert. Leckte die Maus nicht und zog ihren
Kopf gleich zuriick, wurde das wiederum auch als korrekte Entscheidung festgehalten.

Durch mehrfaches Trainieren in 200 Versuchsdurchfiihrungen pro Tag (100 Ver-
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suchsdurchfiihrungen in einem Block) mit zwei Geruchspaaren konnte eine Lernkurve an-
gelegt werden, die das Ansteigen der korrekten Entscheidungen iiber die Anzahl der Ver-

suchsdurchfiihrungen beschreibt (korrektes Erlernen [%]+SEM, n=Anzahl der Miuse).

Wasser

Geruchskammer

Mauskammer l

—_— <4— Wasserbelohnung  Geruchsstoffe
I /\
m / AY
2
Lichtschranke
3
D EE—
Berithrungssensor T
fur das Lecken

Ventilation

Abb. 18: Versuchsanordung des olfaktorischen Tests (Olfaktometer). Die nummerierten Pfeile geben den
chronologischen Ablauf der Versuchsdurchfithrung an. In blauer Farbe ist der Geruchsstoff fiir den positiven

(S+), in roter Farbe, den fiir den negativen Simulus (S-) angegeben.

+ .
Zox*_K ontrollmiusen

Im Ofaktometer zeigten GluR-B*Y ™™ Miuse gegeniiber GluR-B
einen deutlichen Unterschied in den Raten der richtigen Entscheidungen zwischen ver-
schiedenen Geruchspaaren. Im Erlernen eines einfachen bzw. unidhnlichen Geruchpaares
(Amylacetat gegen Ethylbutyrat, Abb. 19A) waren GluR-B*V" ™™ (93 94+4 n=9) in den
letzten 100 Versuchsdurchfiihrungen signifikant (P<0.01) besser als GluR-B**"-Mause
(84 %=6, n=9).

Zur Beschreibung des Lernverhaltens wiahrend des Versuchs wurde fiir die Lernkurve eines
Individuums eine lineare Trendkurve berechnet. Dabei wurde der Anfangswert der Trend-

kurve auf den gemittelten Anfangswert aller Lernkurven (d.h. der ersten 100 Ver-

suchsdurchfiihrungen) fixiert. Somit ist die Steigung der Trendkurve der einzig variable Pa-
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rameter und demnach die Steigung dieser Trendkurve ein MaB fiir den Zuwachs der Lern-
fahigkeit fiir ein Geruchspaar pro 100 Versuchsdurchfiihrungen (Lernindex: Steigung der
Lernkurve bzw. Zuwachs an Lernfahigkeit [in Prozentpunkte]/100 Versuchsdurchfiihrun-

gen+SEM, n=Anzahl der Méuse).
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Abb. 19: Lernkurven und deren Steigungen fiir Geruchspaare im Olfaktometer von GluR-BAYo ™™ ynd
GIluR-B**"-Miusen. A: Korrekte Entscheidungen (%) in vier Blocken mit je 100 Versuchsdurchfiihrungen
bei Présentation des einfachen Geruchspaares Amylacetat und Ethylbutyrat. B: Korrekte Entscheidungen (%)
in vier Blocken mit je 100 Versuchsdurchfithrungen bei Prisentation des diffizilen Geruchspaares (40/60- und
60/40-Mischungen von Cineol und Eugenol). C: Individuelle Verteilung der Lernindices (Zunahme der kor-
rekten Entscheidungen [in Prozentpunkten] bzw. Trendgeraden-Steigungen der Lernkurven /100 Ver-
suchsdurchfithrungen) fiir das einfache Geruchspaar. D: Individuelle Verteilung der Lernindices (Zunahme
der korrekten Entscheidungen [in Prozentpunkten] bzw. Trendgeraden-Steigungen der Lernkurven /100 Ver-
suchsdurchfithrungen) fiir das diffizile Geruchspaar. Die Fehlerbalken reprisentieren die Abweichung (+SEM)
vom Mittelwert. Die Sterne (*) bzw. (**) geben die Signifikanzen (P<0,05) bzw. (P<0,01) an.
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Es zeigte sich, daB GluR-B*Y" ™™ (10.3+2.9, n=9) eine signifikant (P<0.05) bessere Lern-
fahigkeit (bzw. eine stirkere Steigung) in der Diskriminierung des einfachen Geruchspaares
als GluR-B*°*"-Mause (7.3£2.3, n=9) besitzen (Abb. 19C).

Im Erlernen eines diffizilen bzw. dhnlichen Geruchpaares (40/60- gegen 60/40- Mischungen
von Cineol und Eugenol) (Abb. 19B) zeigte sich ein dhnliches Bild. In den letzten 100 Ver-
suchdurchfiihrungen waren GluR-B*Y" ™™ Mizuse (91 %=7, n=9) signifikant (P<0.05)
besser im Erlernen des diffizilen Geruchpaares als GluR-B****-Miuse (80 %=15, n=9).
Auch die gemittelte Trendkurven-Steigung der Lernkurven individueller GluR-B*Yordehim_
Miuse (15+3, n=9) zeigte ein signifikant (P<0.05) hohere Lernfihigkeit als GluR-B***-
Mause (11+5, n=9) (Abb. 19D).

2.5.7 Die Effizienz des Erinnerungsvermdgens deklarativer Geruchsstoffe ist
abhingig von der verbliebenen Menge an GluR-B-Untereinheiten im Gehirn

konditionaler GluR-B-Mutanten

Zur Erfassung des Erinnerungsvermdgens wurden den Miusen im Olfaktometer innerhalb
einer Trainingsphase eines dritten Geruchspaares (Pelargonsidure gegen Valeronsdure)
erneut das bekannte Geruchspaar Ethylbutyrat und Amylacetat unbelohnt dargeboten und
die korrekten Entscheidungen festgehalten (korrekte Entscheidungen bzw. korrekte Erin-
nerung [%]+SEM, n=Anzahl der Miuse) (Abb. 20A). Es konnte gezeigt werden, dal3
GluR-B*Vo ™™ Miuse (69 %=16, n=9) in ihrem Erinnerungsvermdgen signifikant

2lox/+

(P<0,05) gestort, wohingegen GluR-B“"""-Méiuse nicht beeintrachtigt waren (86 %=8,
n=9). Analysiert man die individuelle Verteilung des korrekten Erinnerungsvermogens bzw.
der korrekten Entscheidungen von GluR-B*Yo*™™ Miusen ist eine Aufspaltung zu
beobachten. Es existieren Miuse, die keine, eine leichte und eine starke Beeintrachtigungen
in ihrem Erinnerungsvermogen aufwiesen.

Immunfluoreszenz-Analysen von Vibratom-Schnitten mit einem GluR-B-Antikdrper von
verschiedenen Méusen mit unterschiedlichen Erinnerungsvermdgen zeigten einen deutli-
chen Unterschied in der Fluoreszenzintensitit von GluR-B in den Hirnregionen, die im ol-
faktorischen Dedéchtnis eine wichtige Rolle spielen. Mause mit einer schlechten Leistung
im Gedéchtnistest wiesen eine verminderte GluR-B-Immunfluoreszenz im entorhinalen

Cortex, in der Amygdala, im Hippocampus und im olfaktorischen Cortex auf, wéihrend bei

Maiusen mit besserem Erinnerungsvermogen mehr GluR-B detektiert wurde (Abb. 20B).
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Abb. 20: Korrelation zwischen Erinnerungsvermdgen im Olfaktometer und GluR-B-Menge in bestimmten
Gehirnbereichen von GluR-BAY*"™™ Mzusen. A: Erinnerungsvermogen (%) fiir ein bekanntes Geruchspaar

2lox/+
7 (schwarze

(Amylacetat und Ethylbutyrat) im Olfaktometer. Dreiecke kennzeichnen individuelle GluR-B
Dreiecke) und GluR-B*Y*™™ Miusen (rote Dreiecke). Die schwarzen Pfeile und Ziffern geben die Miuse
an, die fiir weitere Immunfluoreszenz-Untersuchungen verwendet wurden. B: Immunfluoreszenz-
Untersuchungen gegen GluR-B an Vibratom-Schnitten von Individuen mit bekanntem Erinnerungsvermogen
im Olfaktometer (a-GluR-B/Fitc, griin). C: Korrelationsgraph zwischen Erinnerungsvermogen bzw. Korrekter
Erinnerung (%) im Olfaktometer und verbliebener GluR-B-Menge im Hippocampus (Lineaeitdt: R=0,94; Sig-
nifikanz: P<0,05). Zur Quantifikation der GluR-B-Mengen wurden Proteine aus Hippocampus-Gewebe
isoliert und in Immunoblots mit einem GluR-B-Antikorper detektiert. Angegeben sind die relativen Mengen.
Die Fehlerbalken repréisentieren die Abweichung (+SEM) vom Mittelwert. Die Sterne (*) geben die Signifi-

kanz (P<0,05) an.

Zur Ermittlung einer Korrelationskurve wurden quantitative Immunoblots verschiedener
GluR-B*Vo %™ ™ ndividuen mit den jeweiligen korrekten Erinnerungen (%) korreliert
(Abb. 20C). In Immunoblots von Hippocampi und Bulbus olfactorii GluR-B*" ™ ™_Mzuse
wurden die relativ verbliebene Menge an GluR-B quantitativ erfaflt, in einem Graph gegen

das Erinnerungsvermogen aufgetragen und eine Trendkurve ermittelt. Diese Trendkurve
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(hier von Immunoblots hippokampaler Ptoteine) wies eine hohe Linearitit auf (R=0,94) und
erbrachte eine signifikante (P<0,05) Korrelation zwischen verbliebener GluR-B-Menge und

gemessenen Erinnerungsvermdgen im Olfaktometer.

2.6 Sexualverhalten und GnRH-SeKkretion von GluR-BAHYPothalamus_n g0 sen

Die hypothalamischen, neurosekretorischen GnRH-Neurone und ihre pulsatile, Ca*'-
vermittelte Ausschiittung des Decapeptids GnRH nehmen eine Schliisselrolle in der
sexuellen Entwicklung und Fortpflanzung ein. Eine Verdnderung der AMPAR-vermittelten
Signaltransduktion bzw. Ca®"-Permeabilitit durch GluR-B-Verlust in GnRH-Neuronen und

anderen hypothalamischen Neuronen (GluR-B**2°/Tg%™ pzw. GluR-BAPohalames) js5p_

nte Hinweise auf deren pulsatilen Eigenschaften erbringen.

2.6.1 GluR-B wird in hypothalamischen Neuronen und GnRH-Neuronen ex-
primiert

Fiir eine Untersuchung der GluR-B-Expression in GnRH-Neuronen wurden elektrophysio-
logische (durchgefiihrt von Dr. Daniel J. Spergel, MPI f. med. Forschung, Abt. Molekulare
Neurobiologie) und immunhistologische Analysen unternommen. Studien ergaben geringe
AMPAR-vermittelte Strome in elektrophysiologischen Analysen der GnRH-Neurone
(Spergel et al., 1999). Die Anwesenheit der GluR-B-Untereinheit kann durch Aufnahme
einer AMPAR-vermittelten Strom/Spannungskurve ermittelt werden (Burnashev et al.,
1992).

GnRH.hGFP2 .
" -Miuse verwendet,

Fiir die folgenden elektrophysiologischen Studien wurden Tg
die spezifisch GFP unter der Kontrolle des zuvor erwidhnten 3500 bp GnRH-
Promoterfragments in GnRH-Neuronen exprimieren (Spergel et al., 1999). Eine Glutamat-

Applikation an akuten Schnitten von Tg®"RH-"GFP2

-Miusen zeigte eine lineare Relation der
Strom/Spannungskurve, was auf eine Beteiligung der GluR-B-Untereinheit in AMPA-
vermittelter Strome schlieBen 1468t (Abb. 21E). Auch immunhistologische Kolokalisations-
Analysen mit Antikorpern gegen GnRH (TexasRed, rot) und GluR-B (Fitc, griin) an Vi-
bratom-Schnitten zeigten eine sehr schwache GluR-B-Farbung in GnRH-Neuronen
(Abb. 21B) in konfokalen Mikroskopieaufnahmen. Tg“"“-Miuse wiesen in der zweiten
Population der hypothalamischen Neuronen im SM und SL eine starke, mit Cre (TexasRed,

rot) kolokalisierte Expression von GluR-B (Fitc, griin) auf (Abb. 21A). Zur Untersuchung

der erfolgten GluR-B-Deletion im Hypothalamus von GluR-BA™Perlmis Nfaysen wurden
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Vibratom-Schnitte mit einem Antikorper gegen GluR-B und mit einer anschlieenden

DAB-Férbung behandelt.
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Abb. 21: Immunhistologische und elektrophysiologische Analysen zur Bestimmung der GluR-B- Expression
bzw. -Deletion in GnRH-Neuronen und hypothalamischen Neuronen. A: Konfokale Aufnahme von fluo-
reszenzhistologischen Kolokalisationsuntersuchungen an Vibratom-Gewebeschnitten im L von TgG"icre-
Maiusen mit Antikorpern gegen Cre bzw. GluR-B mit Fluoreszenz-markierten Sekundérantikdrpern TexasRed
(rot) bzw. Fitc (griin). B: Konfokale Aufnahme von fluoreszenzhistologischen Kolokalisationsuntersuchungen
an Vibratom-Gewebeschnitten im DBB von Tg®™™*-Mzusen mit Antikérpern gegen GnRH bzw. GluR-B mit
Fluoreszenz-markierten Sekundéirantikorpern TexasRed (rot) bzw. Fitc (griin). C: Immunhistologische Ana-

2lox/+

lysen an Vibratom-Gewebeschnitten von GluR-B“*""-Méusen mit einem Antikorper gegen GluR-B und einer

Féarbung mit DAB. Das Bild-im-Bild zeigt einen Cortexbereich. D: Immunhistologische Analysen an Vibra-
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BAHypothalamus

tom-Gewebeschnitten von GluR- -Méusen mit einem Antikorper gegen GluR-B und einer Farbung

mit DAB. Das Bild-im-Bild zeigt einen Cortexbereich. E: AMPAR-vermittelte Strom/Spannungskurve nach
Glutamat-Applikation von GluR-B*¥2!°/Tg M RIIGFP2_ - (schwarz) und GluR-BAPothalamus T oGRILAGER2 N 140, 50n

(blau) in GnRH-Neuronen mit gemessener Stromstérke I (nA) bei verschiedenen Haltepotentialen V (mV).

Auch in elektrophysiologischen Untersuchungen mit Glutamat-Applikation bei akuten
Schnitten von GluR-BAfPethalamus poGnRILGEP2 €\ r5y56n wurde eine Rektifizierung der
Strom/Spannungskurve bei positiven Haltespannungen in GnRH-Neuronen beobachtet
(blau) (Abb. 21E), was ein Hinweis auf den Wegfall der GluR-B-Untereinheit ist (Bunashev
et al., 1992), wihrend GluR-B**¥*/Tg """ P2 Mayse eine lineare Strom/Spannungskurve

zeigten (schwarz) (Abb. 21E).

2.6.2 Minnliche GluR-B™Pohamis_Ngyse zeigten kein verdndertes GnRH-
Sekretionsprofil

Von minnlichen GluR-BAWPoRaams aysen (Alter: 4-13 Monate) wurden GnRH-
Sekretions-Profile bestimmt. Hiefiir wurden akute Schnitte angefertigt und in einer Sekre-
tionskammer plaziert. Es wurde mit einer Normal-Ringer-Losung eine Perifusion der
Schnitte im 37°C-Wasserbad durchgefiihrt und alle 15 min Fraktionen gesammelt. Zur
Kontrolle der Schnittqualitit erfolgte am Ende der basalen Sekretion eine Induktion maxi-
maler GnRH-Ausschiittung durch Stimulation mit einer 37,5 mM K'-Losung. AnschlieBend
erfolgte eine Detektion der GnRH-Mengen in den Fraktionen durch eine Radio-Immuno-
Analyse mit Duplikat-Messungen mit einem Antikorper gegen GnRH (R1245). Auftragung
der GnRH-Menge iiber die Zeit ergab einen Graph, der die pulsatile GnRH-Ausschiittung
wiederspiegelte (Abb. 22).

Es wurde kein Unterschied im Sekretionsprofil zwischen mannlichen GluR-B2ypothalamus_
Miuse und der Kontrollgruppe (GluR-B**") beobachtet. Mit Hilfe des Cluster-
Programmes wurden die auftretenden GnRH-Pulse im Sekretionsgraphen ermittelt. Es
konnten keine Veridnderungen in der Puls-Amplitude (Apg/ml; +SEM; n=Anzahl der
Maiuse) (P=0,32) bzw. in der Puls-Frequenz (Pulse/Stunde; +SEM; n=Anzahl der Miuse)
(P=0,54) bei GluR-B™MPohalamus nfaysen (2,03+0,36; n=7 bzw. 0,21+0,08; n=7) im Ver-
gleich zu Kontroll-Geschwisterméuse GluR-B**" (1,42+0,01; n=4 bzw. 0,15+0,08, n=4)

ermittelt werden.
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2.6.3 Minnliche Mause mit GluR-B-Verlust in hypothalamischen Zellen und
GnRH-Neuronen sind beeintridchtigt in ithrem Paarungs- und Aggressions-
Verhalten

Die AMPAR-Untereinheit GluR-B ist wahrscheinlich an der Reproduktion bei Méusen be-
teiligt, da méannliche Méuse mit einem kompletten Verlust der GluR-B-Untereinheit in
ihrem Paarungsverhalten und ihrem sexual Verhalten stark beeintrachtigt sind; die Fertilitat
weiblicher GluR-B-“knockout”-Méiuse muss noch bestimmt werden. Verpaarungen zur
Fertilitdtskontrolle von 12 ménnlichen hypothalamisch-spezifischen GluR-B-defizienten
Miusen mit Wildtyp-Weibchen zeigten eine deutliche Beeintrdchtigungen; keines der
Wildtyp-Weibchen wurde geschwingert. Weibliche GluR-BA™Pehalmis Nfiyse hingegen
zeigten keine Beeintrachtigung ihrer Fertilitét, da bei allen 10 Weibchen Schwangerschaften
auftraten. Genauere Untersuchungen sechs ménnlicher GluR-B*™Pomams \ayse mittels
24-stiindiger Videobeobachtung zeigten eine Unterlassung des sexual Verhaltens gegeniiber
Wildtyp-Weibchen; es unterblieb das Besteigen des Weibchens (Abb. 23D), wohingegen
aber das ano-genitale Beschnuppern erfolgte (Abb. 23C).

Gegeniiber ménnlichen Wildtyp-Eindringlingen zeigten GluR-B-defiziente Méuse keinerlei
Aggressivitit (n=9) (Abb. 23E). Wihrend die Wildtyp-Ménnchen ihr Revier verteidigten

und das andere Minnchen als Eindringling angriffen, verhielten sich GluR-B2pethalamus_
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Mause ruhig und friedfertig. Zur Erfalung lokomotorischer Beeintrachtigungen wurde der
Offene-Feld-Test angewendet (Abb. 23A). Hiefiir wird die horizontale Bewegung (Ge-
samtwegstrecke (cm=SEM, n=Anzahl der Méuse) und Bewegungsmuster) einer Maus in-
nerhalb von 5 min in einer abgegrenzten, Im” groBen Fliche bestimmt. Es konnte kein Un-
terschied in der horizontalen Bewegungs-strecke und -muster von GluR-BAHpothalamus_
Miusen (1735 cm=169, n=6) im Vergleich zu GluR-B**" (1735 cm=143; n=6) beobachtet
werden. Zur Untersuchung der Muskelstdrke wurde ein Test, bei dem die Vorderpfoten-
Griffstiarke in [N] von Méusen analysiert, verwendet (Abb. 23B). Nachdem die Maus mit
ihren Vorderpfoten einen Metalgriff umklammert hat, wurde sie solange am Schwanz ge-
zogen bis sie losldft. Eine Muskelschwiche konnte bei GluR-BAMypothalamus_ 1 5 N1(),1;

n=6) im Vergleich zu GluR-B****-Musen (1,7 N+0,2; n=6) nicht beobachtet werden.
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Abb. 23: Untersuchungen der lokomotorischen Aktivitit, der Muskelstirke, des Sexual- und Aggressions-
verhaltens von GluR-B?°¥*- und GluR-BA™Pomaamss_Nfiygen. A: Bestimmung der lokomotorischen Aktivitit
[cm] im Offenen-Feld-Test. B: Bestimmung der Vorderpfoten-Griffstiarke [N]. C: Bestimmung der Mauszahl
(%) in einer 24-stiindigen Videobeobachtung, die ein ano-genitales Beschnuppern an Wildtyp-Weibchen
durchfiihrten. D: Bestimmung Mauszahl (%) in einer 24-stiindigen Videobeobachtung, die ein Besteigen des
Wildtyp-Weibchens zeigten. E: Bestimmung der Mauszahl (%) in einem 5-miniitigen Eindringlingstest, die
ein aggressives Verhalten wie Schwanzzittern, Beilen und Kédmpfen gegeniiber dem Eindringling bzw. dem
Fremdling zeigten.
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3. Diskussion

In dieser Studie wurde die Beteiligung der AMPAR-Untereinheit GluR-B bei Lernprozes-
sen, Sexualverhalten und Epilepsien dokumentiert. Dazu wurden Mause mit Vorderhirn-
spezifischer Expression uneditierter GluR-B(Q)-Untereinheiten und Méuse ohne GluR-B-

Untereinheit im Vorderhirn oder in GnRH-Neuronen untersucht.

3.1 Cre-vermittelte Genmodifikationen in Mausen

Es wurden verschiedene transgene Mauslinien untersucht, die Cre mittels unterschiedlicher
aCamKII-Promoter-Fragmente (Tg*“*™"** Tg* ™" [400 bp] und Tg“*™<"** [Tg“",
8 kbp]: Mantamadiotis et al., 2002) und eines 3.5 kbp GnRH-Promoterfragments exprim-
ieren (Tg™™ bzw. Tg ™™ Shimshek et. al, 2002). Die Cre-Aktivitit wurde mit der
Cre-Indikatorlinie R26R (Rosa26"*°}: Soriano, et al., 1999) nachgewiesen. Die Tg"“*™ "2
Linie zeigte trotz fehlendem Cre-Protein im adulten Tier Cre-Aktivitit im Hippocampus,
Cortex und der Amygdala, was durch Cre-Expression wihrend der Gehirnentwicklung erk-

sCam.Cre3

lart werden konnte. Bei der Tg -Linie war hingegen eine starke Cre-Expression im

Cre4

ganzen Gehirn, inklusive des Hirnstamms, und bei den Mausen der Tg " -Linie eine vor-

derhirnspezifische Cre-Expression und -Aktivitdt zu beobachten. Allerdings wurden bei der

Cre4_Iinie zwei bis drei unterschiedliche Cre-

Analyse zahlreicher Tiere der Tg
Expressionsmuster nachgewiesen. Diese konnten nicht durch Instabilitdt des Transgens
erkliart werden, denn alle Tiere hatten nachweislich das gleiche Integrationsmuster des
Cam.Cre4-Transgens. Auch war eine biologische Selektion der einzelnen Cre-
Expressionsmuster nicht moglich, da nach Verpaarung definierter Tg“"**-Sublinien bei den
Nachkommen immer wieder die zwei bis drei bekannten Expressionsmuster auftraten.
Cre4

Somit ist die individuell unterschiedliche Ausprigung des Transgens der Tg " -Linie mit

grofler Wahrscheinlichkeit in einer epigenetischen Regulation des Transgens zu suchen.
3.2 Vorderhirn-spezifische GluR-B(Q)-Expression

3.2.1 GluR-B(Q)-Expression bei adulten Mausen induziert Epilepsie

Es ist bekannt, dal} ubiquitdre GluR-B(Q)-Expression bei jungen Miusen zu epileptischen
Anfillen mit Todesfolge zwischen P20 und P30 fiihrt (Brusa et al., 1995; Feldmeyer et al.,
1999). Mittles der Tg“"**-Linie konnte die GluR-B(Q)-Expression von GluR-B"™°-Miusen
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auf vorderhirnspezifische Regionen begrenzt werden (GluR-B+/AECS/TgCre4 wird als GluR-
BAFCSVordethim 165 6ichnet), wodurch neonatal todliche, epileptische Anfille verhindert und
adulte Mduse mit chronischer Epilepsie generiert wurden. Etwa 40 % der GluR-
BAECS:Vorderhim_\ 4115 iiberlebten P60, wihrend die restlichen vorher auf Grund spontan
epileptischer Anfille starben. Diese Aufspaltung ist auf das Cre-Expressionsmuster der
Cre4-Linie zuriickzufiihren; eine frithe Cre-Expression fiihrte zu frithzeitigen epileptischen
Anfillen und zum Tod, wihrend eine spitere Cre-Expression das Uberleben der Tiere
gewdhrleistete. Aber auch in den ausgewachsenen Tieren wurde in Video- und EEG-
Beobachtungen klinische und subklinische epileptische Anfille und interiktale, myoklo-
nische und tonisch-klonische EEG-Muster nachgewiesen, die auf eine Temporallappenepi-
lepsie der GluR-BAECSVordemim 15 schlieBen lassen. Eine Rolle der uneditierten GluR-B-
Untereinheit in der humanen Epilepsie ist umstritten. Bisher wurden im Hippocampus epi-
leptischer Patienten, mit Ausnahme zweier junger Patienten (Grigorenko et al., 1998), keine
uneditierten GluR-B-Transkripte gefunden (Kortenbruck et al., 2001).

Die Ergebnisse weisen auf eine direkte Beteiligung von GluR-B(Q) bei der Auspriagung der
Epilepsie im GluR-B(Q)-Mausmodell hin. Durch die spdte GluR-B(Q)-Expression kdnnen
entwicklungsbedingte EinfliiBe derselben als Ursache der neonatalen Epilepsie aus-

geschlossen werden.

3.2.2 Pyramidenzellen im Hippocampus adulter Miuse bleiben durch
GluR-B(Q)-Expression unverindert

In der GluR-B(Q)-vermittelten neonatalen Epilepsie war es nicht moglich morphologische
Auswirkungen der GluR-B(Q)-Expression bzw. der Epilepsie im Detail zu analysieren.
Eine grobe Analyse wies nicht auf anatomische Verdanderungen des Gehirns und hippokam-
paler Neurone hin und die H/E-positiven Zellen in der CA3-Region wurden als Folgeer-
scheinungen der Epilepsie bewertet. Auch Experimente mit jungen Ratten, die auf Kainat-
Injektionen sehr empfindlich mit Status epilepticus reagieren, zeigten fast keine hippokam-
palen Zellschiddigungen (Holmes and Thomson, 1988; Friedman et al., 1997). Gleichfalls
wurde keine anfallsbedingte GluR-B-Reduktion im Hippocampus junger Kainat-induzierter
Ratten beobachtet (Friedman et al., 1997). Bei adulten, spontan epileptischen GluR-
BAFCSVorderhim_\f45en wurde ebenfalls kein Zelltod und Verlust von Pyramidalneuronen im

Hippocampus in H/E- und Nissl-Farbungen beobachtet, obwohl eine Reduktion des GluR-

B-Proteins im Hippocampus vorlag. Im Gegensatz dazu wurde bei Kainat-behandelten,
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adulten Ratten mit Status epilepticus Zelltod im Hippocampus beschrieben, dem eine
Reduktion der GluR-B-mRNA (Pollard et al., 1993; Friedman et al., 1994) und der GluR-B-
Untereinheit (Grooms et al., 2000; Friedman et al., 1998) in CAl- und CA3-
Pyramidalzellen voranging, die zu einem Anstieg Ca®'-permeabler AMPAR fiihren sollte.
Ebenso zeigten “knockdown”-Experimente mit GluR-B-Gegenstrang-Oligonukleotiden eine
verzogerte Neurodegeneration von pyramidalen CA1l- und CA3-Neuronen (Oguro et al.,
1999). Allerdings konnten die Analysen der adulten spontan epileptischen GluR-
BAFCSVorderhim_\ f4yse diesen Zusammenhang zwischen dem Auftreten Ca"-permeabler
AMPAR und deren Toxizitdt auf Pyramidalneuronen des Hippocampus nicht bestétigen,
obwohl zusétlich zu einer Expression uneditierter GluR-B(Q)-Untereinheiten (25 % auf

RNA-Ebene) eine Reduktion der GluR-B-Untereinheit im Hippocampus (43 % auf Protein-

Ebene) bei GluR-BAECSVordehim_ N aysen auftrat.

3.2.3 GluR-B(Q)-Expression 10st reaktive Astrozytose aus

Obwohl bei GluR-BAFCSVorderhim_\r3,5en keine Neurotoxizitit nachweisbar war, konnte bei
den Tieren eine starke reaktive Gliose im Hippocampus, Cortex und in der Amygdala auf-

ECS:Vorderhi o
BA CS:Vorder lm-Mausen

gezeigt werden. Besonders in cortikalen Regionen wurden bei GluR-
vermehrt GFAP-positive Zellen beobachtet. Dies wirkt sich auch phénotypisch, dhnlich den
Mausmodellen mit Neurodegenerationen und Gliose, durch die Ausbildung eines “Klam-
mer-Reflexes” - ein atypisches Klammern der Hinterpfoten - aus. Da Astrozyten extrazel-
luldre Ionen-Konzentrationen, Neurotransmitter und pH-Werte zur Aufrechterhaltung der
neuronalen Erregbarkeit regulieren (Montgomery, 1994; Lux et al., 1986; Walz, 1989;
Newman, 1984; Ballanyi et al., 1987) und eine Stérung ihrer Funktion zu einer Akkumula-
tion von extrazelluliren K -Tonen und damit zu einer erhdhten neuronalen Exzitation fiihrt
(Lux et al., 1986; Ballanyi et al., 1987; Janigro et al., 1997), konnte das vermehrte Auftreten
GFAP-positiver Zellen im Gehirn von adulten GluR-BAF“SVorde™im N 156n mit einem An-
stieg extrazellulirer K'-Ionen bedingt durch die erhdhte neuronale Erregung in Zusammen-
hang stehen. Der erhohten K'-Ionen-Konzentration im extrazelluliren Raum von GluR-
BAECS:Vorderhim

-Miusen, hervorgerufen durch die neuronale Ubererregbarkeit und epilep-

tischen Entladungen, wird scheinbar durch einen Anstieg von Gliazellen entgegengewirkt.
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3.2.4 GluR-B(Q)-Expression fiihrt zu “Mossy Fiber Sprouting”

Die Ubererregbarkeit adulter, epileptischer GluR-B*ESVordem_\r5y56 macht sich auch
durch eine dreifach erhdhte axonale Innervierung der inneren Molekurarschicht des GD
(“Mossy Fiber Sprouting”) bemerkbar. Diese Umorganisierung der Axone von Kornerzel-
len in die innere Molekularschicht des GD ist auch fiir Patienten mit Temporallappenepilep-
sie charakteristisch (Mathern et al., 1996; Franck et al., 1995), und war bei Ratten und
Maiusen mit Kainat-induziertem Status epilepticus und chronischen, epilpetischen Anfillen
zu beobachten (Buckmaster & Dudek, 1997a; b; Zhang et al., 2002; Buckmaster et al.,
2002; Gorter et al., 2001; Wenzel et al., 2000). Normalerweise projizieren die Axone der
Koérnerzellen des GD auf die CA3-Region und auf Zellen im Hilus und etablieren dort syn-
aptische Verbindungen mit exzitatorischen bzw. inhibitorischen Neuronen. Das Auftreten
aberranter Kornerzellaxone konnte mit eliminierten synaptischen Verkniipfungen im Hilus,
Umorganisation der Axone und Etablierung neuer Zellkontakte in der Kornerzellschicht
oder der inneren Molekularenschicht erklart werden, da extensive Zellverluste im Hilus des
Hippocampus in Korellation zum Umfang des “Mossy Fiber Sproutings” stehen (Ben-Ari,
1985; Babb et al., 1991; Buckmaster & Dudek, 1997; Gorter et al., 2001). Unklar ist al-
lerdings, ob das “Mossy Fiber Sprouting” zu einer verstirkten Exzitation oder Inhibition
fiihrt. Einerseits ergaben Studien, da3 axonal reorganisierte Moosfasern mit inhibitorischen
Interneuronen in Kontakt treten (Sloviter, 1992; Kotti et al., 1997) und somit eine riick-
laufige Inhibition der Kornerzellen verstiarken, andererseits konnten die umorganisierten
Moosfaseraxone synaptische Verbindungen mit Kornerzellen im GD eingehen (Frotscher &
Zimmer, 1983; Babb et al., 1991; Okazaki et al., 1995; Wenzel et al., 2000) und somit ein
riickldufig exzitatorisches Netzwerk bilden, dafl durch positive Riickkopplungen zwischen
Kornerzellen epileptische Aktivititen generieren kann (Buckmaster et al., 2002; Wuarin &
Dudek, 2001; Buckmaster et al., 2002). Zusitzlich wurde gezeigt, daB synaptische Zn*'-
Ausschiittungen von umorganisierten Moosfaserendigungen GABA-abhéngige Inhibition
in der Kornerzellschicht und der inneren Molekularenschicht blockieren (Buhl et al., 1996;
Shumate et al., 1998), und durch aberrante Moosfasern die NMDAR- und AMPAR-Niveaus
erhoht sind (Mikuni et al., 2000, 1998; Mathern et al., 1998; Babb et al., 1996). Letzteres
wurde bei GluR-BECSVoremim_\fisen nicht bestitigt. In Immunoblots hippokampaler Ge-
samtproteine war die NMDAR-Untereinheit NR2A um 50% und die AMPAR-Untereinheit
GluR-B um 40% reduziert und die Untereinheiten GluR-A und NR1 unverindert. Eine

verminderte Expression funktioneller NMDAR wiirde hier einem erhohten Ca**-Einstrom
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in Pyramidalneuronen und somit einer gesteigerten Exzitation entgegenwirken. Dies miifite
in weiteren zelluldren, elektrophysiologischen Analysen hippokampaler AMPA- und
NMDA-Rezeptoren verifiziert werden. Auch bleibt ungeklirt, ob das Auftreten umorganis-
ierter Moosfaseraxone durch die Expression der uneditierten GluR-B(Q)-Untereinheit
bedingt ist oder durch epileptische Entladungen hervorgerufen wird. Allerdings scheint es
wahrscheinlich, daB die aberranten Moosfaserendigungen letztendlich die Ubererregbarkeit
der Pyramidenzellen des Hippocampus bei GluR-BFCSVordemim \fzysen fordern und so zu

epileptischen Aktivitdten des Gehirns beitragen.

3.2.5 Die hippokampalen Interneurone sind bei adulten GluR-BA"CSVerderhim,
Miusen reduziert

Die auf das Vorderhirn beschrinkte Expression uneditierter GluR-B-Untereinheiten in Prin-
zipalneuronen geht mit einem Verlust von Interneuronen einher. Die Analyse adulter, epi-
leptischer GluR-BAFCSVordeim_n 1466 ergab eine Reduktion Parv-positiver Interneurone im
DG (um 33%) und Sst-positiver Interneurone im Hilus (um 36%) und SO (um 33%). Dies
deckt sich mit Befunden humaner und tierexperimenteller Temporallappenepilepsien, bei
denen signifikante Verluste GABAerger Interneuronen, wie Sst- und Parv-positive Zellen,
im GD und der CA1-Region im Hippocampus nachgewiesen wurden (Obenaus et al., 1993;
Houser & Esclapez, 1996; de Lanerolle et al., 1989; Robbins et al., 1991; Cossart et al.,
2001, Gorter et al., 2001). Die Funktion Sst-positiver Interneurone im Hilus ist anscheinend
die Kontrolle des exzitatorischen Eingangs vom entorhinalen Cortex (Sloviter, 1989; Ler-
anth et al., 1990), indem sie inhibitorische Kontakte mit den Kornerzellen eingehen (Bakst
et al., 1986; Leranth et al., 1990). Eine dhnliche Funktion scheinen Parv-positive Interneu-
rone im Hilus zu haben, die ihre Axone auf Kornerzellen projizieren (Nitsch et al., 1990;
Ribak et al., 1990). Somit fiihrt der Verlust dieser Interneuronen im GD bei GluR-
BAFCSVorderhim_\f5sen zu einer reduzierten Inhibition von Kérnerzellen und konnte
gleichzeitig auch die oben beschriebene Umorganisation der Kornerzellaxone erkldren.
Zusitzlich verringert der Verlust Sst-positiver Interneurone im SO von GluR-BAECS:Verderhim_
Maiusen die inhibitorischen Projektionen auf CA1-Neurone (Cossart et al., 2001). Der Ver-
lust der Interneurone muB auf die, iiber einen lingeren Zeitraum stattfindene Ubererregung
des Gehirns von GluR-BAFCSVordehim_npiysen zuriickzufiihren sein und nicht auf eine Fehl-
funktion derselben, da diese die GluR-B-Untereinheit nicht oder in sehr geringen Mengen

produzuieren (Geiger et al., 1995).
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Die Abnahme der Interneurone im Hippocampus von GluR-BAFCS:Verderhim

-Méusen beglin-
stigt eine verstirkte Exzitation der Prinzipalneuronen und ist fiir die Bildung aberranter
Kornerzellaxone mitverantwortlich, die ihrerseits wie bereits beschrieben ein riickléufig

exzitatorisches Netzwerk bilden.

3.2.6 GluR-B(Q)-Expression fiihrt zu einer erhohten Neurogenese im Hippo-
campus

Wie bei anderen pharmakologischen Tiermodellen zur Epilepsie wurde auch bei
GluR-BAECS:Vorderhim_p 74 16en eine erhdhte Neurogenese beobachtet (Parent et al., 1997,
2002a; b; Jin et al., 2001; Bengzon et al., 1997; Liu et al., 1998). Mittels den Prolifera-
tionsmarkern BrdU und Ki67 wurde bei adulten, spontan epileptischen GluR-BAECSVorderhim_
Maiusen jeweils eine zweifach erhohte Neurogenese in der subgranuldren Zone (SGZ) des
GD gefunden. Mit dem umstrittenen Proliferationsmarker TOAD 64 (TUC-4), der auch
Astrozyten und/oder Oligodendrozyten erkennen soll (Rakic, 2002), wurde eine verstérkte

Immunreaktion in der SGZ von GluR-BAECSVorderhim_ nr:116en beobachtet. Die erhdhte Neu-

rogenese in der SGZ 1d6t sich mit der verstarkten Exzitation des Hippocampus von GluR-
BAFCSVordethim_\ fausen erkliren, denn Stimulationen der perforanten Fasern fiihrten eben-
falls zu einer erhdhten Zellproliferation in der SGZ (Parent et al., 1997). Die Neurogenese
ist wahrscheinlich auch an der Generierung der umorganisierten Moosfaseraxone beteiligt,
denn bei der Pilocarpin-induzierten Epilepsie bei Miusen traten umorganisierte, Moosfaser-
dhnliche Fortsdtze von neugenerierten Zellen im GD auf und bildeten aberrante Projek-
tionen zum SO der CA3-Region und in die innere Molekularschicht des GD aus (Parent et
al., 1997). Irradiationsversuche, welche die Neurogenese im Hippocampus inhibieren,
zeigten jedoch, daB3 die anfallsbedingte Auspriagung des “Mossy Fiber Sproutings” durch
Hemmung der Neurogenese nicht beeintrichtigt war (Parent et al., 1999).

Durch lingere orale BrdU-Behandlung von GluR-BAFCSVordeim_nfaysen konnten BrdU-
positive Zellen in der Kornerzellschicht beobachtet werden, die mit dem neuronalen Marker
NeuN kolokalisierten. Somit werden einige Kornerzellen durch epileptische Anfille
entweder beschidigt und iiber eine DNA-Reparatur BrdU inkorporiert oder sterbende
Kornerzellen werden durch neu generierte Zellen, die aus der subgranuldren Zone einwan-

dern, ersetzt.
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3.3 Vorderhirn-spezifische GluR-B-Deletion

Der Verlust der AMPAR-Untereinheit GluR-B fiihrt bei der Maus zu phénotypischen und
multiplen physiologischen Verdnderungen (Jia et al., 1996; Gerlai et al., 1998; Yan et al.,
2002) im Gegensatz zur GluR-A- (Zamanillo et al., 1999) und GluR-C-Deletion (Borchardt,
Dissertation, 2002). Mduse mit vorderhirnspezifischem GluR-B-Verlust (GluR-
B?¥0%Tg " pzw. GluR-BY"*™™) eigten, anders als GluR-B-“knockout”-Miuse (Ger-
lai et al., 1998; Jia et al., 1996), allerdings keinen auffélligen Phénotyp. Zur Erfassung sub-
tiler phénotypischer Verdnderungen mussten verschiedene Verhaltensuntersuchungen

durchgefiihrt werden.

3.3.1 Der vorderhirnspezifische GluR-B-Verlust fithrt zu Verhaltensdnderung-
en im Rotarod, offenen Feld, Hell/Dunkel-Test und in der Angstkondi-
tionierung

Die Studien an GluR-B*Y" ™™ Mzusen zeigten, daB der Verlust der GluR-B-Untereinheit
ein Spektrum von Verhaltensdnderungen verursacht. Erstaunlicherweise hatten die Tiere im
Rotarod-Test starke Motorkoordinationsprobleme. Da der GluR-B-Verlust sich nur auf
Teile des Vorderhirns bezieht, wird deutlich, dal der Rotarodtest nicht nur cerebelldre
Funktionen abfragt. Die gestorte Motorkoordination wirkt sich jedoch nicht auf das normale
Laufverhalten aus. Die GluR-B2V" ™™ _Mzuyse sind im offenen Feld deutlich aktiver als
Kontrollmiuse und ein vielfaches besser als GluR-B--“knockout”-Mause (Gerlai et al.,
1998; Jia et al., 1996). Trotz der erhdhten Angstlichkeit von GluR-B*V" ™™ Mzusen in
Hell/Dunkelfeldanalysen ist die Erinnerung an negative Stimuli, der sie bei der Angstkon-
ditionierung ausgesetzt sind, schlechter als bei weniger dngstlichen Kontrollmiusen. Fehl-
funktionen im Hippocampus und/oder der Amygdala konnten hierfiir die Ursache sein.
LTP-Studien von GluR-B*V ™™ _Mzusen zeigten allerdings keine Beeintrichtigung der
aktivititsabhdngigen Plastizitit der SC/CA1-Synapsen im Hippocampus (durchgefiihrt von
Dr. V. Jensen und Dr. . Hvalby, Abteilung Neurophysiology, Institut fiir med. Grundla-
genforschung, Universitit Oslo; Daten nicht gezeigt) und schlieen eine hippokampale Be-

BAVorderhirn

teiligung bei GluR- -Méusen weitgehend aus, obwohl eine Beteiligung des Hippo-

campus bei kontextbezogenen Angstkonditionierungen gezeigt werden konnte (LeDoux,

2000; Fanselow, 2000).
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Es bleibt weiterhin zu klédren, ob eine vorderhirnspezifische GluR-B-Deletion zu einer
Beeintrachtigung Hippocampus-bezogenen rdumlichen Lernens, z.B. im “Morris Water

Maze”, fiihrt. Dies wire, da das hippokampale LTP normal ist, eigentlich nicht zu erwarten.

Vorderhi v . . .o
3.3.2 GluR-B*V""™_Mzuse zeigen verbesserte Geruchsdiskriminierung, aber
vermindertes Erinnerungsvermogen erlernter Gertiche

Maiuse mit fehlender GluR-B-Untereinheit im Vorderhirn wiesen bei Geruchsunter-
scheidungstests eine deutlich bessere Lernkurve als Kontrollmiuse auf. Somit erlernen
Maiuse ohne GluR-B im Bulbus olfactorius schneller Geruchspaare zu unterscheiden. Dies
konnte durch eine verbesserte Funktion der den Riechsinneszellen nachgeschalteten Neu-
ronen erkldrt werden. Da die GluR-B-Untereinheit in den Koérnerzellen des Bulbus olfacto-
rius der Mutanten fehlt, werden jetzt AMPAR mit erhohter Ca®'-Permeabilitit und Leit-
fahigkeit gebildet. Ein erhohter Ca**-Einstrom konnte zu einer verstérkten Aktivierung und
damit zu einer gesteigerter lateralen Inhibition der Mitralzellen fithren. Die Geruchs-
Feinabstimmung, bedingt {iber eine Kornerzell-abhingige GABAerge dendro-dendritische
Inhibition der Mitralzellen (Yokoi et al., 1995; Isaacson & Strowbridge, 1998), wire somit
verbessert und eine Diskriminierung von Geruchsinformationen optimiert. Unterstiitzungen
findet diese Annahme in neuronalen Zelladhésions-Molekiil (NCAM)-“knock-out”-Mausen.
Diese besitzen weniger Kornerzellen, haben eine geringere laterale Inhibition der Mitral-
zellen und sind ebenfalls in ihrer Diskriminierung von Geriichen beeintrichtigt (Gheusi et
al., 2000).

Zusitzlich zur verbesserten lateralen Inhibition konnten verédnderte dendritische AMPA-
Autorezeptoren der Mitralzellen eine Rolle spielen. Diese sind -zusammen mit “gap-
junctions”- in Geruchsunterscheidungen involviert (Schoppa & Westbrook, 2002) und ihre
synchronisierte Geruchsstoff-Antwort ist zusammen mit der lateralen Inhibition benach-
barter nicht aktivierter Mitralzellen fiir ein verbessertes “Signal/Rausch”-Verhéltnis not-
wendig. So konnten die Ca*-permeablen AMPA-Autorezeptoren mit ihrer verbesserten
Leitfahigkeit auf Mitralzellen zu einer erhdhten Selbstaktivierung beitragen und damit das
Signal aktivierter gegeniiber nicht aktivierter Mitralzellen erhdhen, was ebenfalls eine
gesteigerte Geruchsunterscheidung begiinstigt.

Im Gegensatz zur schneller erlernten Geruchsdiskriminierung fand sich bei bei den Mutan-

B AVorderhirn

ten ein reduziertes Erinnerungsvermogen. Bei GluR- -Méusen wurde eine signifi-

kant schlechteres Gedichtnis fiir erlernte Geruchsstoffe festgestellt. Dabei wurden drei
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Mausgruppen mit unterschiedlichen Erinnerungsvermdgen beobachtet: Gruppen mit guter,
mittlerer und schwacher Erinnerung. Immunhistologische Analysen bei Tieren der drei
Gruppen zeigten einen Unterschied im regionalen Verlust der GluR-B-Untereinheit, der im
direkten Zusammenhang mit dem Erinnerungsvermodgen stand. Auch quantitative Im-
munoblotanalysen hippokampaler und bulbaler Proteine im Olfaktometer getesteter GluR-

BAVerdeim_\fhuse zeigten diese Korrelation. Diese Unterschiede bei der GluR-B-Deletion

Cre4_ Linie im adulten Tier

ist auf das bereits beschriebene Expressionsmuster der Tg
zuriichzufiihren. Somit trigt die AMPAR-Untereinheit GluR-B auch zur Erhaltung des
deklarativen Geruchsgedichtnisses bei. Hier bleibt unklar, welche Gehirnbereiche in-
volviert sind. Eine Beteiligung des Hippocampus am nicht-rdumlichen assoziativen
Gedéchtnis ist moglich (Bunsey & Eichenbaum, 1995; Fortin et al., 2002), wurde aber von
anderen auch ausgeschlossen (Burton et al., 2000). Die Rolle anderer Gehirnregionen, etwa
der piriforme Cortex, die Amygdala, der orbitale Cortex, die im Zusammenhang mit dem
lateralen olfaktorischen Trakt stehen, bleibt weiterhin zu kldren (Ramus & Eichenbaum,
2000; Zinyuk et al., 2001). Um hier klare Aussagen tiber die Beteiligung einzelner Re-

gionen am Geruchsgedichtnis treffen zu konnen, sind spezifischere GluR-B-Deletionen im

Gehirn notwendig.

3.4 Hypothalmaus-spezifische GluR-B-Deletion

GluR-B-haltige AMPAR sind essentiell fiir normale Reproduktion der mannlichen Miuse.
Dies zeigte sich schon bei GluR-B-“knockout”-Mé&usen, die als homozygote Linie nicht
ziichtbar ist. Die GluR-B-Untereinheit wird in GnRH-Neuronen, die das, fiir den Sexual-
zyklus essentielle GnRH zyklisch freisetzen, exprimiert. Immunhistologisch und elektro-
physiologisch konnte gezeigt werden, daB bei GluR-BA™Pomaimus Niysen (GluR-
B2o¥2ox/7gMiCrey GyR-B spezifisch in den GnRH-Neuronen und in hypothalamischen Re-
gionen, wie DBB, APO, LA und SM fehlt, wenn diese gleichfalls Cre unter der Kontrolle
des GnRH-Promoters exprimieren. Auch hier wurden AMPA-Rezeptoren in GnRH-
Neuronen ohne die Untereinheit GluR-B permeabel fiir Ca**-Ionen und zeigten in ihrer

Strom/Spannungskurve eine Rektifizierung bei positiven Halte-Spannungen.
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3.4.1 GluR-BAbrothalamus n1s6e  haben ein unverindertes GnRH-
Sekretionsprofil

In GnRH-Sekretions-Analysen war die pulsatile GnRH-Sekretion mannlicher GluR-
pAtpothalamus_\r:15e unverdndert. Sowohl in der Amplitude als auch in der Frequenz des
Sekretionsprofils unterschieden sich Mutanten nicht von Wildtypen. Da angenommen wird,
daB intrazellulire Ca”>’-Konzentrationen die GnRH-Ausschiittung kontrollieren, konnte ein

Hypothal "
BATYPOAAMIS_\ [3y1sen

Grund fiir das unverdnderte Sekretionsprofil von ménnlichen GluR-
eine Reduktion der Oberflichen-Expression der verbliebenen AMPAR-Untereinheiten
GluR-A, GluR-C und GluR-D sein, die zu einem verminderten AMPAR-vermittelten Ca*'-
Einstrom fiihrt und somit eine intrazellulire Ca*-Konzentrationserhdhung verhindert.
Wahrscheinlicher ist, daB ein AMPAR-vermittelter Ca**-Einstrom fiir die kontrollierte
GnRH-Sekretion nicht verantwortlich ist, denn die vorhandene Fertilitit weiblicher, hypo-
thalamusspezifisch GluR-B-defizienter Méuse unterstiitzt das Ergebnis des unverdnderten
GnRH-Sekretionsprofils mannlicher GluR-BA™Pohalmus Nriyse  Letzendlich konnte die
geringe Sensitivitit des benuzten Tests zur Detektion von sekretiertem GnRH aus Lebend-

schnitten der Maus nicht geeignet sein, um Verdnderungen im Sekretionsprofil nachzu-

welsen.

3.4.2 Fehlender Verpaarungswillen und fehlende Aggression charakterisieren
ménnliche GluR-B*MYPomams_nfiyge

Trotz der normalen GnRH-Sekretion fiel auf, da3 mannliche Méduse ohne GluR-B in GnRH-
Neuronen und Teilen des Hypothalmus Reproduktionsprobleme hatten, die auf ein fehlen-
den Verpaarungswillen zuriickgefiihrt werden konnten. Dies basiert wahrscheinlich nicht
auf einen spezifischen Wegfall der GluR-B-Untereinheit in GnRH-Neuronen, sondern auf
einen generelleren GluR-B-Verlust in hypothalamischen Regionen, die ohne GluR-B emo-
tionale Schliisselreize fehlerhaft zu prozessieren scheinen.

Ein weiterer Beweis der fehlenden Verarbeitung sexualer Geruchsstoffe liefert das Aggres-
sionsverhalten (Leypold et al., 2002; Del Punta et al., 2002; Stowers et al., 2002). Die
ménnlichen, hypothalamusspezifisch GluR-B-defizienten Miuse reagieren auf Eindring-
linge ohne Anzeichen von Aggression, denn nach Zugabe eines Eindringlings in den Heim-
kifig eines GluR-BA™Pomalmus \fannchens verteidigt dieses weder das eigene Territorium

noch fiihrt es Angriffe auf den Eindringling durch.
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Der mangelnde Verpaarungswillen wie auch die gestorte Aggression der ménnlichen
GluR-BAPethalames nfayse beruhen nicht auf korperliche Beeintrichtigungen, da lokomo-
torische Aktivitdt im offenen Feld und Vorderpfoten-Griffstirke mit Kontroll-Tieren ver-
gleichbar waren.

Unter der Annahme das der akzessorische Bulbus olfactorius den gleichen Regeln unterliegt
wie der Bulbus olfactorius ist eine verminderte Effizienz des vomeronasalen Organs bei

BAHypothalamus

mannlichen GluR- -Méusen unwahrscheinlich, da der Geruchssinn der Vor-

derhirn-spezifisch GluR-B-defizienter Mause (GluR-B*V"™™) eher verbessert als ver-

schlechtert war. Die auftretenden Verhaltensdefizite sind daher wahrscheinlich auf eine
gestorte Prozessierung der Pheromon-Signale zuriickzufiihren. Neurone des vomeronasalen
Organs ziehen zu solchen im akzessorischen Bulbus olfactorius, die wiederum tiiber Re-
gionen der Amygdala zu hypothalamischen Bereichen projizieren (Halpern, 1987). Somit
konnten verdnderte synaptische Transmissionen durch GluR-B-Deletionen in der Amygdala
und/oder im Hypothalamus zu einer Beeintrdachtigung der Pheromon-Signalweitergabe
filhren, welches dann das verdnderte Sexual- und Aggressions-Verhalten der mannlichen
GluR-B*Pohalmus nfayse  verursacht. Eine solche Charakterisierung  von
GluR-BAPethalames \faysen wire noch durchzufiihren. Auch eine Untersuchung der Testos-
teron-Werte im Blut der Méduse konnte AufschluBl {iber das verminderte Aggression erbrin-

gen, da Testosteron dabei anscheinend eine wichtige Rolle einnimmt (Frye et al., 2002).

3.5 Zusammenfassung

Miuse mit vorderhirnspezifischer Expression Ca®’-permeabler AMPAR in Prinzipalneu-
ronen erreichen das adulte Stadium. Diese Méuse zeigten Temporallappenepilepsien, reak-
tive Astrozytose, Verlust Sst- und Parv-positiver Interneurone im Hippocampus, aber keine
Schéadigungen hippokampaler Pyramidenzellen, “mossy fiber sprouting” und erhéhte Neu-
rogenese in der subgranuliren Schicht des Hippocampus.

Vorderhirnspezifische GluR-B-Deletion verschlechtert die Feinmotorik, erhoht die Angst,
steigert die Lokomotion und beeintrichtigt die Lernfdhigkeit in der Angstkonditionierung.
Desweiteren erlernen sie aber vergessen schneller Geruchsstoffe zu unterscheiden, und sind
somit nicht in ihrer Geruchswahrnehmung, sondern in ihrem Erinnerungsvermogen gestort.
Deletionen des GluR-B-Gens in hypothalamischen Neuronen, einschlieBlich den GnRH-
Neuronen, fiihrten zu einer Beeintrachtigung des mannlichen Sexualverhaltens. Die Mén-
nchen zeigten keinerlei Aggression und waren in ihrem Paarungsverhalten gestort. Es
konnten aber keine Verdnderungen in Frequenz und Amplitude der pulsatilen GnRH-
Sekretion beobachtet werden.
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4. Material und Methoden

Zell- und molekularbiologische Standardverfahren wurden, soweit nicht explizit erwéhnt,
folgenden Standardwerken entnommen: Current Protocols in Molecular Biology (F.M.
Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston, D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith, K. Struhl; Wiley
Interscience, 1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd Edition; J. Sambrock,
E.F. Frisch, T. Maniatis; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989), Manipulating the
Mouse Embryo (B. Hogan, R. Beddington, F. Costantini, E. Lacy; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1994), The Atlas of Mouse Development (M. H. Kaufman; Academic
Press, 1999)

4.1 Methoden

4.1.1 Genotypisierung der mutantan Mauslinien mittels PCR

Mausschwanzbiopsien wurden mit Proteinase K (1 mg/ml) in TENS-Puffer (50 mM Tris-
HCI pH 8.0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS) bei 55 °C verdaut. Nach Prézipita-
tion in 1 Volumina Isopropanol und Waschen in 70 % Ethanol wurde die genomische DNA
in 300-600 pl sterilem H.O-Millipore, durch Erhitzen auf 55 °C fiir 30 min geldst und fiir
die Genotypisierung durch PCR-Analyse eingesetzt. Ein 25 pl PCR-Ansatz enthielt PCR-
Puffer (GibcoBRL), 2 mM MgCl,, dANTP-Mix (0.2 mM pro Nukleotid), spezifische Sinn-
und Gegensinn-Oligonukleotide (jeweils 0.4 uM), 0.2-0.5 U Tag-Polymerase, ddH.O und
1ul Matrizen-DNA-L6sung (10-100 ng/ul). Einer initialen Denaturierung (3 min, 94 °C)
folgten 20-35 Zyklen mit je 20 sec, 94 °C (Denaturierung), 30 sec, 55 °C (Oligonukleotid-
Anlagerung), 1 min/Kb, 72 °C (Extension). Nach dem letzten Zyklus wurde eine finale Ex-
tension (10 min bei 72 °C) durchgefiihrt. Die erwarteten Gréen der PCR-Produkte wurden
anschliefend durch Agarosegel-Elektrophorese iiberpriift.

Fiir eine Genotypisierung der verschiedenen mutanten Mauslinien wurden folgende Oli-
gonukleotide benutzt (ca. Langenangaben ijn bp):

GluR-B™:  MHS53a, MH117, MH63 (wt: 500; neo: 400)

Cam.Cre4:  rspCrel, rspCre2 (Cre: 200)

sCam.Cre3: rspCrel, rspCre2 (Cre: 200)

sCam.Cre2: rspCrel, rspCre2 (Cre: 200)

GnRH.iCre: GnRHS51, hCre32 (GnRH.iCre: 350)
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GnRH.hGFP2: GnRH51, hGFP1 (GnRH.hGFP2: 300)
GIuR-B*™:  VMI12, VMI0 (wt: 300; 2lox: 350)

und VM17, VM10 (wt: 1200, 2lox: 1300, 11ox: 300)
R26R : lac3’, lac5’ (lac: 500)

4.1.2 Isolierung hochmolekularer genomischer DNA

Fiir die Gewinnung hochmolekularer genomischer DNA aus Schwanzspitzen oder Lebern
adulter Méuse flir Southernblot-Analysen wurde Lebergewebe mechanisch zerkleinert und
in 5 ml TENS-Puffer mit 10 mg Proteinase K bzw. Schwanzspitzen in 300 ul TENS-Puffer
mit 50 pg Proteinase K fiir 1-2 Tage bei 55 C° unter leichtem Schiitteln (40 Upm) inkubiert.
Nach 2-3maliger Phenol-Chloroform-Extraktion und 2-3maliger Chloroform-Extraktion
wurde die in der wissrigen Phase geloste DNA mit 10 % 3M Natrium-Acetat und 2,5
Volumina Ethanol bei Raumtemperatur prizipitiert, mit 70 % Ethanol gewaschen, ab-

getropft und in 0.5-1.5 ml ddH.0 bei 4 °C auf einem Uberkopf-Schiittler (40 Upm) geldst.

4.1.3 Southern Blot

Fiir eine Sothern Blot Analyse wurde genomische DNA (mind. 10 pug) in einem entspre-
chenden Volumen mit entsprechenden Restriktionsenzymen (MBI) nach einem Stan-
dardprotokoll fiir 24-48 h inkubiert. Nach einem kompletten Verdau wurde die DNA mit
einem 2,5-fachen Volumens von 100%igem Ethanol und 0,1-fachen Volumens von 3 M
Natriumacetat-Losung prazipitiert und mit 70 % Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet
wurde getrocknet und in 30 ul Wasser gelost. AnschlieBend erfolgte eine Rnase-
Behandlung; hierfiir wurde 1 U Rnase zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Nach Zug-
abe von Ficoll-Probenpuffer wurde die Losung bei 55 °C fiir 10 min inkubiert und auf
einem 1%igen Agarosegel bei 25 V fiir 24 h aufgetrennt. Fiir eine Gelaufnahme mit
Ma@stabsanzeige wurde das Agarosegel in einem 0,01%igem Ethidiumbromid-Bad fiir
10 min geférbt. AnschlieBend wurde das Gel fiir 30 min in Denaturierungslosung (1,5 M
NaCl; 0,5 N NaOH) und danach 30 min in Reneutralisieungslosung (1,5 M NaCl; 1,5 M
Trishydroxyaminomethan [Trizma], pH 7,4) inkubiert. Eine Nitrocellulose-Membran (por-
ablot, Macherey-Nagel) und Whatman-Papiere entsprechender Grofle wurden angefertigt.
Fiir den Aufbau der Blot-Apparatur wurde das Gel auf eine Whatman-Papier-“Briicke”,
getrankt in 20X SSC, luftblasenfrei plaziert. Es folgte die Nitrocellulose-Membran, getrankt
in Wasser und in 10X SSC, danach drei Lagen Whatmann-Papier, getriankt in 10X SSC und
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anschlieBend mehrer Lagen an trockenen Whatman-Papierlagen und einem 500 g schweren
Gewicht. Die Whatman-Papier-“Briicke” hatte Kontakt mit einer Wanne gefiillt mit 20X
SSC. Nach erfolgtem iibernacht Blottens wurde die Nitrocellulose-Membran in 5X SSC
gewaschen, luftgetrocknet und zweimalig UV behandelt.

4.1.4 Radioaktive Markierung von Sonden und Hybridisierung von Nitrocel-
lulose-Membranen

Die DNA-Sonde wurde entsprechend des Protokolls vom “Random Primed DNA Labeling
Kit” (Boehringer Mannheim) behandelt und {iber Bio-Spin 30 Siulen (Bio Rad) dem mit-
gelieferten Protokoll entsprechend aufgereinigt.

Die geblottete Nitrocellulose-Membran wurde kurz in dest. Wasser gewaschen und mit ent-
sprechender Menge von “QuikHyb Hybridization Solution” (Stratagene). Die weiteren

Schritte wurden dem beiliegendem Protokoll entnommen.

4.1.5 Gesamt-RNA Isolation

RNA wurde aus Gehirngewebe nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) mit
TRI-Reagenz (TRI-REAGENT, Molecular Research Center Inc.) isoliert. Dafiir wurde das
TRI-Reagenz Protokoll verwendet. Die RNA wurde in ddH,O geldst und bei —70 °C
gelagert.

4.1.6 RT-PCR
Von Gesamt-RNA wurden 1-5 pg mit 200 ng Hexamer-Oligonukleotiden (d(N)e, 10 ng/pul,

Boehringer Mannheim) in einem Volumen von 20 pl fiir 10min bei 70 °C denaturiert und
anschlieend auf Eis abgekiihlt. Danach wurden 10 ul RT-Mix (50mM Tris-HCI pH 8.5;
75 mM KCl; 3 mM MgCL; 10 mM DTT; 20 U Rnase-Inhibitor [MBI-Fermentas]), 500 uM
je ANTP (Amersham-Pharmacia) zugegeben, ein 10 pl Aliquot fiir Kontrollreaktionen ent-
nommen und die verbleibenden 20 pl mit 200 U Reverser Transkriptase (MMLV, Gibco-
BRL) fiir 1h bei 37 °C inkubiert. Nach Denaturierung verbliebener RNA (5 min, 95 °C)
wurden 1-3 pl in die PCR-Reaktion (mit den Oligonukleotiden B52 und 3’lamlo) einge-
setzt. Die GroBe der PCR-Produkte wurde anschlieBend durch Agarosegelelektrophorese
iiberpriift.

Um die nicht inkorporierten Nukleotide der PCR-Reaktion zu inaktivieren wurde das PCR-

Produkts fiir eine Sequenzierung mit je einem Unit Alkalische-Phosphatase aus der Krabbe
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(SAP) und Exonucleasel bei 37 °C fiit 1 h inkubiert. Nach einer Inaktivierung von 15 min

bei 72 °C wurden 2-3 ul des PCR-Produktes in die Sequenzierreaktion eingesetzt.

4.1.7 cDNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von cDNA-Fragmenten erfolgte, basierend auf der Kettenabbruchmeth-
ode (Sanger et al, 1977), nach Protokollen der Firma ABI (Applied Biosystems) durch "Dye
Terminator Cycle Sequencing" auf der automatischen Sequenziermaschine 377 (Applied
Biosystems). Pro Reaktion wurden 10-20 ng/kb cDNA-Produkt in 5.5 ul ddH.O, 0.5 pl Oli-
gonukleotid (MH2, 10 uM) und 4 pl ,,Big Dye-Terminator*-Mix (ABI) eingesetzt.

4.1.8 Protein-Priaparation aus Hirngewebe und Proteinkonzentrationsbestim-
mung

Alle Préparationsschritte wurden bei 4 °C in Anwesenheit von Proteinase-Inhibitoren
(Complete, EDTA-free, Roche Diagnostics) durchgefiihrt. Hippocampus oder Hirnstamm
von Médusen wurde durch 10-15maliges Auf- und Abziehen bei 900Upm im Glas-Teflon
Potter in 25 mM HEPES (pH 7.4) homogenisiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Ho-
mogenate wurden durch Zentrifugation bei 900 g fiir 5 min (4 °C) von Zellkernen und
groflen Zelltriimmern getrennt und bei —70 °C gelagert.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch die Bradford-Methode (Bio-Rad).
Hierfiir wurden die Proteinlosungen 1:10 in in 25 mM HEPES (pH 7.4) mit Proteinase-
Inhibitoren verdiinnt und 10 pl davon mit 1 ml einer 1:5 verdiinnten Bradfordlosung in H.O

fiir 20 min bei RT inkubiert und anschlieBend wurde bei 595 nm die OD bestimmt.

4.1.9 Western Blot

Je nach Experiment wurden unterschiedliche Proteinmengen (10-20 ug) aus Protein-
Priparationen in 2X SDS-Ladepuffer fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und durch 7-10%ige
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt (Mini-Protean 3, Bio-Rad). Der NaB-
Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte bei 30 V, 90 mA fiir 16 h
oder unter Kiihlung bei 100 V, 350 mA fiir 1 h (Protran BA 85, Schleicher & Schuell; Mini
Trans-Blot, Bio-Rad) in Transferpuffer (25 mM Tris; 192 mM Glyzin; 20 % Methanol). Die
Membranen wurden mit Block-Puffer (0.1 % Tween 20; 8 % Magermilchpulver in PBS
pH 7.4) fiir 2-3 h bei RT geblockt. Die Inkubation mit den spezifischen Primérantikdrpern
(fiir Verdiinnungen siehe Materialteil) erfolgte in PBS/0,1 % Tween 20 (PBS-T) fiir 2 h bei
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Raumtemperatur. Nach viermaligem Waschen fiir jeweils 10 min in PBS-T erfolgte die
Detektion der Primérantikdrper durch Spezien-spezifische Meerrettich-Peroxidase gekop-
pelte anti-IgG Sekundérantikorper (anti-Kaninchen IgG oder anti- Maus IgG; Dianova) fiir
45 min in PBS-T (Verdiinnung: 1:15000-1:20000). Die Detektion der Antigen-
Antikorperreaktionen erfolgte durch ,,Verstirkte Chemilumineszenz* (ECL+Plus, Amer-

sham Pharmacia).

4.1.10 Anfertigung von Vibratom-Gewebeschnitten des Mausgehirns

Miuse wurden mit Halothan betdubt und intrakardial mit PBS (pH 7,4) und anschlieBend
mit 4 % PFA/PBS perfundiert. Das Gehirn wurde entnommen und fiir 1-3 h oder {ibernacht
in 4 % PFA/PBS bei 4 °C postfixiert. Danach wurde das Gehirn mit PBS gewaschen, in 2 %
Agarose/PBS eingebettet, in 70 pm dicke Schnitte am Vibratom (Leica VT1000S)
geschnitten und in PBS bei 4 °C aufbewabhrt.

4.1.11 Anfertigung von Kryostat-Gewebeschnitten des Mausgehirns

Die Maus wurde mit Halothan betidubt und intrakardial mit PBS (pH 7,4) perfundiert. Das
Gehirn wurde entnommen und auf Trockeneis eingefroren. Zur Ananlyse wurden bei
—20 °C 15 pm dicke Schnitte am Kryostat (Bright, Model OTF) geschnitten und auf Poly-
Lysin (Sigma) beschichtete Objekttrager liberfiihrt, anschlieBend fiir 5-10 min in 2-4 %
Paraformaldeyd/PBS fixiert und in PBS gewaschen. Entweder wurden die Schnitte direkt
benutzt oder in einer Ethanolreihe (70 %/90 %/95 %) entwissert und in 100 % Ethanol bei

4 °C gelagert.

4.1.12 Anfertigung von Parafin-Gewebeschnitten des Mausgehirns

Die Maus wurde mit Halothan betdubt und intrakardial mit PBS (pH 7,4) und anschlieend
mit 4 % PFA in PBS perfundiert. Das Gehirn wurde entnommen und 1 h in 4 % PFA in
PBS postfixiert. Nach zweimaligen Waschen in PBS wurden das Gehirn in einer Methanol-
reihe (30 %, 50 %, 70 %, 100 %, jeweils 12 min) dehydriert. Das Gehirn wurde dreimalig in
Isopropanol fiir jeweils 15 min geschwenkt und in ein entsprechendes Glasgefall mit 20 ml
Isopropanol tiberfiihrt, mit fliissigem Parafin aufgefiillt und 2-3 h bei 65 °C im Ofen mit
mehrmaligem Mischen inkubiert, bis eine homogene Losung entsteht. Homogene Losung
verwerfen und mit frischem fliissigem Parafin auffiillen und bei 65 °C fiir 2 h inkubieren.

Erneut Parafin wechseln und {ibernacht bei 65 °C inkubieren und anschlieBend mit fliissigen
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Parafin bei RT einbetten. Es wurden anschlieBend 10 um dicke Schnitte Schneidegerit
(Leica RM2145) angefertigt und auf Objekttriager aufgezogen.

4.1.13 Vorbehandlung von Kryostat- und Vibratom-Gehirnschnitten zur Anti-
gen-Freilegung

Zur Detektion von BrdU und Ki67 miissen Vibratom- und Kryostat-Schnitte vorbehandelt
werden. Fiir eine BrdU-Detektion mit Peroxidase-gekoppelten Sekundéirantikdrper wurde
die DNA in Vibratom- und Kryostat-Schnitte zuerst durch Inkubation in 50 % Forma-
mid/50 % 2X SSC (0,3 M NaCl, 0,03 M Natruimcitrat) bei 65 °C fiir 2 h denaturiert.
Anschlieend wurden sie in 2X SSC gewaschen und in 2 M HCI bei 37 °C fiir 30 min und
abschlieend in 0,1 M Boratpuffer (pH 8,5) fiir 10 min inkubiert. Fiir eine BrdU-Detektion
mit Fluoreszenz-markierten Sekundérantikdrper wurde direkt in 2 M HCI bei 37 °C fiir
30 min inkubiert. Die restlichen Schritte wie oben beschrieben.

Fiir eine Ki67-Detektion wurden Kryostat-Schnitte in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) auf
80 °C erhitzt und bei langsam abkiihlendem Puffer bei Raumtemperatur fiir 40 min inku-

biert. AnschlieBend wurden die Schnitte in PBS gewaschen.

4.1.14 Immunhistochemische Untersuchungen und Immunfluoreszenz-
Markierungen/Doppelmarkierungen von Vibratom- und Kryostat-
Gewebeschnitten

Vibratom-Schnitte wurden fiir die Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivitdt in
PBS/2 % H,O: fiir 15 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS fiir je 10 min wur-
den die Schnitte fiir 1 h zur Reduktion unspezifischer Antikorper-Reaktionen in Tag 1-
Puffer (1 % BSA; 0.3 % Triton X-100 in PBS) mit 4 % Normal Serum (NS) blockiert. Das
Normal Serum entspricht der Spezies in der der 2. Antikdrper geziichtet wurde. Die Inku-
bation mit Primdrantikdrpern (fiir Verdliinnungen siche Materialteil) erfolgte in Tag 1-
Puffer/1 % NS {iiber Nacht bei RT. Nach dreimaligem Waschen in Tag 2-Puffer (0.3 %
BSA; 0.1 % Triton X-100 in PBS) erfolgte die Inkubation mit Peroxidase-gekoppelten
Sekundérantikorpern (1:600, Vector) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Nach zweimaligem
Waschen in Tag 2-Puffer und zweimaligem Waschen in PBS wurden die Schnitte in 0.05 %
DAB (Diaminobenzidin-Hydrochlorid, Sigma) in 20 mM Tris-HCI (pH 7.6)/0,01 % H,0,
entwickelt. Nach zweimaligem Waschen in PBS und einmaliger kurzer Inkubation in

10 mM Tris-HCI (pH 7.6) wurden die Schnitte auf Objekttrdgern {iberfiihrt und getrocknet.
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Nach einer kurzer Inkubation in Xylol wurden die Schnitte mit Eukitt (Kindler GmbH,
Freiburg) eingebettet.

Eine Verstiarkung des DAB-Signals kann durch eine Anwendung von ABC (Vector) erfol-
gen. Hiefiir wurden die Schnitte nach der Inkubation des Primérantikdrpers und dreimali-
gem Waschen in Tag 2-Puffer mit Biotin-gekoppelten Sekundérantikorper (1:600, Vector)
in Tag 2-Puffer fiir 1 h bei Raumtemperatur behandelt. Nach dreimaligem Waschen in Tag
2-Puffer wurden die Schnitte in ABC-Ldsung (1:400, Vector) inkubiert. Anschlieend wur-
den die Schnitte zweimal in Tag 2-Puffer und in zweimal PBS gewaschen und in 0.05 %
DAB in 20 mM Tris-HCI (pH 7.6)/0,01 % H,O, entwickelt. Nach zweimaligem Waschen in
PBS und einmaliger kurzer Inkubation in 10 mM Tris-HCI pH 7.6 wurden die Schnitte auf
Objekttragern tiberfiihrt und getrocknet. Nach einem kurzer Inkubation in Xylol wurden die
Schnitte in Eukitt eingebettet.

Fiir eine Immunfluoreszenz-Markierung wurden Vibratome und Kryostat-Schnitte in PBS
gewaschen und fiir 2 h in Tag 1-Puffer mit 4 % NS inkubiert. AnschlieBend wurden die
Schnitte mit den entsprechenden Primérantikdrpern (fiir Verdiinnungen siehe Materialteil)
in Tag 1-Puffer/1 % NS inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in Tag 2-Puffer erfolgte eine
Inkubation mit Fluoreszenz-markiertem Sekundérantikdrpern in Tag 2-Puffer fiir 2 h bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Nach dreimaligem Waschen in Tag 2-Puffer und PBS und
einmaliger kurzer Inkubation in 10 mM Tris-HCI (pH 7.6) wurden die Schnitte fiir 30 min
auf Objekttrager getrocknet und mit Vactashield (Vector) eingedeckelt.

Fiir eine Verstirkung der Fluoreszenzintensitdt und fiir eine Doppelmarkierung mit
Primérantikorpern aus gleichen Spezien konnen Biotin-gekoppelte Sekundérantikdrper und
Fluoreszenz-markiertes Avidin eingesetzt werden. Nach Inkubation mit den entsprechenden
Primérantikorpern (fiir Verdiinnungen siehe Materialteil) und dreimaligem Waschen in Tag
2-Puffer wurden die Schnitte mit Biotin-gekoppelte Sekundérantikdrpern (1:600, Vector)
fiir 1 h bei Raumtemperatur behandelt. AnschlieBend werden sie dreimal in Tag 2-Puffer
gewaschen und mit Fluoreszenz-markiertem Avidin (1:400, Vector) 2 h bei Raumtempera-
tur im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in Tag 2-Puffer und PBS und ein-
maliger kurzer Inkubation in 10 mM Tris-HCI (pH 7.6) wurden die Schnitte fiir 30 min auf
Objekttrager getrocknet und mit Vactashield eingedeckelt.
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4.1.15 Timm-Farbung von Kryostat-Schnitten

Kryostat-Schnitte in 100 % Ethanol wurden rehydriert in einer absteigenden Ethanolreihe
(95 %/70 %/50 %/H,0). Die Objekttrager wurden kurz in 0,5 % Gelatine inkubiert (zur
Verhinderung von Prézipitaten) und mit einem Tischventilator getrocknet. Die physi-
kalische Entwicklung wurde im Dunkeln fiir 30-150 min in der Entwicklerlésung durchge-
fithrt. Die Entwicklerlosung bestand aus folgenden Losungen: 4 Teile einer 50%igen Gum
arabicum Losung, 0,8 Teile eines Zitratpuffers (66,4 mM Zitratsdure, 55,9 mM tri-
Natriumzitrat), 1,2 Teile einer 5,7%igen Hydrochinonlosung in H,O, 1,8 Teile einer
0,73%igen Silbernitratldsung in H,O und 2,8 Teile H,O. Anschliessend wurden die Ob-
jekttrager, zur Beseitigung von der Gelatine fiir 10 min in H,O bei 40 °C gewaschen und
3X 2 min in H,O. Nach einer Inkubation von 12 min in einer 5%igen Thiosulphatlésung in
H,O (zur Beseitigung von Uberfliissigem Silber) wurden die Schnitte erneut 2X 2 min in
H,0 gewaschen und 30 min in 70%igem Ethanol postfixiert. Die Schnitte wurden in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (95 %/100 %) dehydriert, kurz in Xylol inkubiert und mit Eukitt
eingedeckelt.

4.1.16 X-Gal Farbung von Vibratom-Gehirnschnitten

Vibratom-Schnitte wurden in X-Gal Farbelosung (5 mM K.Fe(CN),, 5 mM K.Fe(CN),
2 mM MgCl,, 2 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid/PBS) transferiert. Die Inkubation in der
Férbelosung erfolgte je nach Préparat fiir 2—60 min oder {ibernacht bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurden die Schnitte 2x mit PBS und zuletzt mit 10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
gewaschen. Die gefdrbten Vibratom-Schnitte wurden dann auf Objekttrager libertragen und
getrocknet. Eine Gegenfarbung der Gehirnschnitte wurde mit Eosin (Sigma, 1% in 80 %
Ethanol) oder Red-Neutral (Sigma, 1 % in 50 mM Sodium Acetat, pH 3,3) durchgefiihrt.
Die Objekttrager mit den aufgebrachten Schnitten wurden fiir 25 sec in Eosin-Ldsung oder
fiir 2 min in Red-Neutral Losung inkubiert und nacheinander mit 70 % / 90 % / 95 % Etha-
nol gewaschen und dehydriert. Nach dem Trocknen wurden sie in Xylol liberfiihrt und in

Eukitt eingebettet.

4.1.17 Hamatoxylin/Eosin- (H/E) von Parafin-Schnitten und Nissl-Farbung
von Kryostat-Schnitten

Parafin-Schnitte wurden mit Xylol entwachst, iiber abnehmende Ethanol-Konzentrationen

schrittweise rehydriert, in Gill’s Hematoxylin No. 3 (PolySciences, Inc.) gefolgt von Eosin
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Y (PolySciences, Inc.) gefirbt, in Ethanol entfédrbt, in Xylol geklédrt und mit Eukitt einge-
bettet.

Nissl Farbungen wurden an Kryostat-Schnitten angefertigt. Die Objektrdger wurden in eine
Thionin-Losung (0,1 % Thionin in 0,1 M Essigsidure und 0,1 M Natriumacetat, gefiltert)
kurz inkubiert und in H,O gewaschen. Nach dem Trocknen wurden die Schnitte mit Eukitt

eingedeckelt.

4.1.18 Konfokale Mikroskopie

Konfokale Bildserien (optische Schnitte) der Fluoreszenz der 2. Antikdrper wurden mit
einem LEICA TCS NT konfokalen Mikroskop aufgenommen. Die Anregung der Fitc-
Fluoreszenz erfolgte mit der 488 nm-Linie eines Argon-Krypton Lasers. Die Fluoreszenz-
Emission wurde mit einem 500-550 nm-Bandpassfilter selektiert und die Fluoreszenzstéirke
mit einem Photomultiplier gemessen, dessen Signale nach Digitalisierung als Bildserie ab-

gespeichert wurden.

4.1.19 BrdU-Applikation

Fiir eine orale Applikation wurde 1 mg/ml BrdU (Sigma) in Wasser mit 1 % Sukrose gelost.
Die Dauer der Applikation betrug 1-2 Wochen und die BrdU-Losung wurde jeden zweiten
Tag erneuert.

Eine intraperitonale Applikation von 50 ug Brdu/g Korpergweicht wurde jeden Tag fiir eine
Woche durchgefiihrt.

4.1.20 Radio-Immuno-Assay

Fiir eine Detektion von GnRH im pg-Bereich wurde ein Radio-Immuno-Assay (RIA) ange-
wendet. Es wurden Duplikate-Messungen durchgefiihrt. 350 ul der Proben wurden in 150 ul
PBS-T (0,063 M Na,HPO,, 0,013 M EDTA, 0,02 % NaN3s,, 0.1 % Triton X-100, 0,2 %
BSA, PH 7,4) tberfiihrt und mit 50 ul einer 1. Antikorperlosung gegen das GnRH-
Decapeptid (R1245, Finalkonzentration 1:300000) fiir 48 h bei 4 °C inkubiert. Nach Zugabe
von 50 ul einer 0,06 pg/ul '*I-markierter GnRH-Peptid-Losung (Amersham) wurde erneut
fiir 48 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde der Antigen/Antikorper-Komplex mit
95%iger eiskalter Ethanollosung gefillt. Das Pellet wurde kurz getrocknet und in 150 ul

einer 5 % SDS-Losung gelost. Nach kriftigem vortexen mit 1,5 ml Szintillationslosung
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(Ready Solv HP, Beckman) wurde die Probe im Szintillationszihler (Beckman) gemessen.
Es wurde eine Probe zweimal fiir 3 min gemessen.

Als Standard diente geldstes reines GnRH-Peptid (Bachem). Das Peptid wurde in deionis-
iertem Wasser geldst und 100 ng/50ul Aliquots bei —20 °C fiir zwei Monate gelagert. Die
Standerdreihe in Normal-Ringer-Losung erfasste acht GnRH-Konzentartionen: 1000 pg,
100 pg, 10 pg, 1 pg, 0,5 pg, 0,1 pg, 0,01 pg und kein GnRH (maximale Bindung). Die Stan-
dards wurden auch in Duplikaten gemessen. Jeweils 350 ul der Standardreihe wurden in

150 ul PBT aufgenommen und wie oben bereits beschrieben weiterbahndelt.

4.1.21 Préparation akuter Gehirnschnitte

Fiir elektrophysiologische Untersuchungen und die Kollektion pulsatile GnRH-
Ausschiittung von lebend Schnitten wurden Méuse in Halothan (Eurim-Pharm, Piding,
Germany) betdubt und dekaptiert. Es wurden 300 um fiir elektrophysiologische Analysen
bzw. 600 um Schnitte fiir die GnRH-Sekretion koronale oder sagittale Lebendschnitte am
Vibratom (HR-2, Sigmann Elektronik, Hiiffenhardt, Germany) in eiskalter Normal-Ringer-
Losung (125 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 1.25 mM NaH,PO,, 2.5 mM KCI, 2 CaCl,,
1 mM MgCl,, and 25 mM Glukose, 316 mOsm, pH 7.4) angefertigt und fiir 30 min bei
35 °C in 95 % 0O/5 % CO; equlibrierter Normal-Ringer-Losung inkubiert (Spergel et al.,
1999). Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur in gleicher obiger Losung bis zum Ex-

periment aufbewahrt.

4.1.22 GnRH-Sekretions-Experiment

Fiir die GnRH-Sekretion wurden akute Schnitte (600 um) in eine Perifusionsapparatur bei
35 °C tberfiihrt und mit 95 % 0O,/5 % CO, equlibrierter Normal-Ringer-Ldsung tiberspiilt.
Es wurden alle 15 min 800 ul Fraktionen gesammelt, schock-gefroren und bei —70 °C

gelagert.

4.1 23 Elektrophysiologische Ableitungen

“Nucleated soma patch”-Ableitungen wurden von Dr. D. J. Spergel (Max-Planck-Institut f.
med. Forschung, Abteilung Molekulare Neurobiologie, Heidelberg) wie bereits beschrieben
(Spergel et al., 1999) durchgefiihrt. Dafiir wurden akute Schnitte (300 wm) benutzt. Die in-
trazelluldre Losung (PH 7,3; 286 mOsm) der “Patch”-Pipette setzte sich aus 140 mM CsCl,
2 mM Mg-ATP, 10 mM EGTA und 10 mM HEPES mit CsOH zusammen.
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AMPAR-vermittelte Strome wurden durch Applikation von 1 mM Agonist (Glutamat) ak-
tiviert. Die Applikation im “nucleated soma patch” erfolgte mit Hilfe einer peristaltischen
Pumpe (IPC-NS; Ismatec, Zurich, Switzerland) in einer doppel-ldufigen Pipette; der eine
Pipettenlauf enthielt eine Mg*'-freie Kontroll-Lésung (152 mM NaCl; 5,8 mM KCl;
1,9 mM CacClp; 5,4 mM HEPES; 10 uM Glyzin; pH 7,25 (mit NaOH); 290 mOsm), der an-

dere Kontroll-Ldsung mit Agonist. Rezeptor-vermittelte Strome wurden bei Haltepoten-
tialen von -100 mV bis +100 mV in 20 mV Schritten gemessen. Es wurden ein EPC-9 Ver-
stiarker und Pulse 8.53 Programm (HEKA, Lambrecht, Germany) zur Erhaltung (10 kHz),
zum Filtern (Bessel; 3,33 kHz) und zur Analyse der “Patch-Clamp”-Daten benutzt. Die
Ableitungen wurden mit den Programmen Igor 3.03 (Wavemetrics, Lake Oswego, OR) and

Canvas 7.0.2 prozessiert.

4.1.24 EEG-Aufnahmen von der Maus

Implantationen und EEG-Aufnahmen und —Analysen wurden von Dr. H. Krestel (Max-
Planck-Institut f. med. Forschung, Abt. Molekulare Neurobiologie, Heidelberg) durchge-
fiihrt.

Fiir die folgenden chirurgischen Eingriffe wurde die Maus anaesthesiert. Hiefiir wurde eine
Stocklosung vonl,66 % Ketamin und 0,16 % Xylazin (Rompun) hergestellt und 6 ul pro
g Korpergewicht i.p. injiziert.

Fiir telemetrische EEG-Aufnahmen wurden Méuse chirurgisch mit einem telemetrischen
Transmitter unterhalb der Haut auf dem Riicken versehen (TA10EA-F20, DataSciences In-
ternational, St. Paul, MN, USA), die mit den zwei Schrauben (Lange: 2,6 mm; Durch-
messer: | mm) in der Schideldecke verbunden waren. Die eine Schraube wurde oberhalb
des oberhalb des frontalen Cortex, die andere oberhalb des parietalen Cortex positioniert
(die erste: 1,5 mm lateral zur sagittalen Naht und rostral zum Bregma; die zweite: contralat-
eral zur ersten, 1,5 mm lateral zur sagittalen Naht und caudal zum Bregma). Zur Stabilis-
ierung der Schrauben wurde Zahnzement benutzt. EEG-Daten wurden mit Dataquest A.R.T.
2.2 software (DataSciences International, St Paul, MN, USA) erfasst und die Spike- und
Frequenz-Analysen erfolgten mit Spike2 software Version 4.08 (Cambridge Electronic De-
sign Limited, Cambridge, UK).
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4.2 Material

4.2.1 Mauslinien

C57BL/6: Fa. Charles River (Deutschland)
NMRI: Fa. Charles River (Deutschland)
Cam.Cre4: G. Schiitz

sCam.Cre2: R. Sprengel

sCam.Cre3: R. Sprengel

R26R: P. Soriano

GIuR-B™: R. Sprengel

GluR-B*°*; R. Sprengel

GnRH.iCre: R. Sprengel

GnRH.hGFP2: R. Sprengel

4.2.2 Sequenzen verwendeter Oligonukleotide (5°-3”)

MHS53a GAATGTTGATCATGTGTTTCCCTG
MH117 GTTCGAATTCGCCAATGACAAGACG
MHG65 CAATAGCAATTGGTGATTTGTGAC
rspCrel ACCAGGTTCGTTCACTCATGG
rspCre2 AGGCTAAGTGCCTTCTCTACAC
Lac3’ TTACCCGTAGGTAGTCACGCA

Lac5’ TTACGATGCGCCCATCTACAC

VM12 GCGTAAGCCTGTGAAATACCTG
VMI10 GTTGTCTAACAAGTTGTTGACC
VM17 GAATCATTGTTGACAGATTGCCAC
GnRH51 GAAGTACTCAACCTACCAACGGAAG
hCre32 CACAGACAGGAGCATCTTCCAG
hGFP1 GCCATCCAGTTCCACGAGAATTGG
3’lamlo TCGTACCACCATTTGTTTTTCA

B52 CACAAAGTAGTGAATCAACTA

MH2 GCTTAGACAGATCCTCAGCAC
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4.2.3 Verwendete Antikorper und deren Verdiinnungen

Rabbit polyclonal Anti-Glutamate Receptor 1, AB1504, Chemicon; IHC: 1:100, IB: 1:2000
Rabbit polyclonal Anti-Glutamate Receptor 2, AB1768, Chemicon; IHC: 1:50, IB: 1:600
Rabbit polyclonal Anti-NMDA Receptor 1, AB AB1516 Chemicon; IB: 1:600

Rabbit polyclonal Anti-GFAP, Z0334, DAKO; IHC: 1:400

Rabbit polyclonal Anti-TUC-4 (Ulip-4/CRMP-4), AB5454, Chemicon; IHC: 1:100

Rabbit polyclonal Anti-Cre (Cre Recombinase), PRB-106C, BabCo; IHC: 1:3000

Rabbit polyclonal Anti-Ki67, NCL-Ki67p, Novo Castra; [HC: 1:6500

Mouse monoclonal Anti-NeuN (Neuronal Nuclei), MAB377, Chemicon; IHC: 1:1000
Mouse monoclonal Anti-B-Actin, Clone AC-15, A5441, Sigma; IB: 1:40000

Mouse monoclonal Anti-Parvalbumin, P 3088, Sigma; IHC: 1:1000

Mouse monoclonal Anti-BrdU, 1170376, Roche; IHC: 1:100

Mouse monoclonal Anti-Ki67, NCL-Ki67-MM1, Novo Castra; IHC: 1:50

Rat monoclonal Anti-Somatostatin, MAB354, Chemicon; IHC: 1:1000

Rat monoclonal Anti-BrdU, OBT 0030, Acurate; IHC: 1:400

Rabbit polyclonal Anti-GnRH, R1245, Dr. T.M. Nett, Colorado State University, Ft.
Collins, CO, USA; RIA: 1:300000

Rabbit polyclonal Anti-GnRH, LR-1, Dr. R. Benoit, Montreal General Hospital, Montreal,
Quebec, Canada; IHC: 1:10000

Peroxidase-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), PI-1000, Vector
Peroxidase-conjugated Horse Anti-Mouse IgG (H+L), PI-2000, Vector

Biotinylated Goat Anti-Mouse I1gG (H+L), BA-9200, Vector

Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), BA-1000, Vector

Biotinylated Rabbit Anti-Rat (H+L), BA-4001, Vector

TexasRed dye-conjugated Goat Anti-Mouse IgG (H+L), 115-075-146, Dianova

TexasRed dye-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), 111-075-144, Dianova

Fitc dye-conjugated Goat Anti-Mouse IgG (H+L), 115-095-146, Dianova

Fitc dye-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), 111-095-144, Dianova

TexasRed dye-conjugated Avidin, A-1100, Vector

Fitc dye-conjugated Avidin, A-1100, Vector
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5. Abkiirzungen

o Alpha

a- Anti

A Ampere

Abb. Abbildung

AC Commissura anterior

ACh Acetylcholin

ADAR RNA-bindene Adenosin-Desaminasen
AHN Nucleus hypothalamicus anterior
AMPA L-a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionsaure
AMPAR AMPA-Rezeptor bzw. -Rezeptoren
APO Area preoptica

ATP Adenosin-tri-Phosphat

§ Beta-

BNST Regio nuclei striatum terminalis
BO Bulbus olfactorius

bp Basenpaar

BrdU Bromodeoxyuridin

bzw. beziehungsweise

BSA Rinder (Bovine) Serumalbumin

C- Carboxy-

CA Cornu ammonis

CaMKII Kalzium/Calmodulin-abhéngige Proteinkinasell
CC Corpus callosum

cDNA zur mRNA komplementérer DNA-Strang (copy DNA)
Ce Cerebellum

cm Zentimeter

CcO Chiasma opticum

Cre Cre-Rekombinase

Cx Cortex

DAB Diaminobenzidin-Hydrochlorid
DBB Bandaletta diagonalis

DNA Deoxyribonukleinséure

dNTP Deoxynukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

dUTP Deoxyuridintriphosphat

EEG Elektroencephalogramm

ECL Enhanced Chemiluminescence
ECS zur Editierungsstelle komplementire Sequenz
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EM Eminentia mediana

et al. und andere

FSH Follikel-stimulierendes Hormon

g Gramm bzw. Erdbeschleunigung

G Glomeruli

GABA y-Amminobuttersdure

GD Gyrus dentatus

GFAP Glial-fibrillar azidisches Protein
GFP griin fluoreszierendes Protein
GluR Glutamat-Rezeptor-Untereinheit
GnRH Gonadotropin-Releasing-Hormon
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor
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H/E
HEPES
hpg

1B

IHC
L.p.

kbp

kHz
LH
Ko
LTP

MD

ug
Mi

mm
MPN
mRNA

Neo
NGS
NHA
nm
NMDA
NMDAR
NEO
ng

NS

Nt
NTP

Stunde

Hematoxylin/Eosin
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-ethansulfonséure
hypogonadal

Immunoblot
Immunohistochemie
intraperitonal

Kilobasenpaar

Kilodalton

kiloherz

Lutenisierendes Hormon
Kornerzellschicht
Langzeitpotenzierung

Milli

Mol

Mikro

Mediodorsal thalamischer Nucleus
Mikro Gramm

Mitralzellschicht

Minute

Millimeter

Nucleus preopticus
Boten-Ribonukleinsdure

Amino-

nano

Neomyzin

Normal Ziegenserum

Nucleus hypothalamicus anterior
nano Meter
N-Methyl-D-Aspartat
NMDA-Rezeptor bzw. -Rezeptoren
Neomyzinphosphotransferase
Nano Gramm

Normal-Serum

Nukleotid
Nukleotid-tri-Phosphat

Ohm

Chiasma opticum

Stratum oriens
olfaktorisch-sensorisches Neuron
Organum vasculosum laminae terminalis
Pico

Postnataler Tag

Signifikanz
Polyadenylierungssignal

Piko Amper

Parvalbumin

Phosphatgepufferte Salzlosung
PBS-Tween
Polymerasekettenreaktion

Piko Gramm

potentia Hydroxy
Paraformaldehyd
Radio-Immuno-Assay
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RNA
RNST
Upm
RT
RT
sec
S+

S-
SAP
SDS
SEM
SGZ
SL
SM
SM
SO
SSC
Sst
TE
TENS
Tg
TK
TR
Tris
tRNA

UTR
X-Gal

z.B.
ZNS

Ribonukleinsdure

Regio nuclei stria terminalis
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Sekunde

positiver Stimulus

negativer Stimulus

Krabbe (shrimp) alkalische Phosphatase
Natriumdodecylsulfat

Standardfehler des Mittelwerts
Subgranuldre Zone

Septum lateralis

Submedialer thalamischer Nucleus
Septum medialis

Stratum oriens
Natriumchlorid-Natriumcitrat-Losung
Somatostatin

Tris/EDTA-Puffer
Tris-EDTA-Natriumchlorid-SDS-Puffer
Transgen

Thymidinkinase

TexasRed
Trishydroxymethylaminomethan
Transfer-Ribonukleinsdure

Units

Untranslatierte Region

Volt

Watt

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galaktopyranoid

zum Beispiel
Zentralnervensystem
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