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ZUSAMMENFASSUNG

N-Methyl-D-Aspartat Rezeptoren (NMDA-R) sind Glutamatrezeptoren die flr
Kationen und insbesondere fiir Ca?*-lonen permeabel sind und gemeinsam mit
Alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole  proprionic Saure (AMPA) und
Kainatrezeptoren die exzitatorische Neurotransmission im Gehirn mediieren. Der
NMDA-R ist ein Multiproteinkomplex und besteht aus NR1, NR2(A-D) und
madglicherweise NR3(A,B) Untereinheiten. Die exakte Komposition der Untereinheiten
determiniert die biophysischen Charakteristika der NMDA-Rezeptoren und ihre
regionsspezifische funktionale Diversitat. Hirnregionale Unterschiede in der
Untereinheitenzusammensetzung der NMDA-R bilden die Grundlage fur eine Vielzahl
von physiologischen (Hirnreifung, synaptische Plastizitdt, Gedachtnis, Emotion,
Motorik, etc.) und pathophysiologischen Prozessen (Schizophrenie, Epilepsie,
Schlaganfalle, etc.) an denen der NMDA-R partizipiert.

Die dem NMDA-R, in der pertinenten Literatur, haufig attribuierte
Koinzidenzdetektorfunktion bei der Induktion erfahrungsabhangiger synaptischer
Plastizitat, scheint insbesondere auf der Untereinheitskomposition des Rezeptors zu
basieren. Es ist bekannt das Rezeptoren, die die NR2B Untereinheit einschlie3en,
anders als solche, die die NR2C Untereinheit beherbergen, hohe Ca?*-
Leitfahigkeiten, exzitatorische postsynaptische Potentiale (EPSP), starke Mg?*-
Sensitivitat, und Bindungsstellen fir Second Messenger Systeme aufweisen. Diese
Eigenschaften pradestinieren NR2B enthaltende NMDA-R zur Mediierung von Lern-
und Gedachtnisprozessen. Rezeptoren, die die NR2C Untereinheit aufweisen
scheinen dagegen fur eine aktivitatsabhangige synaptische Effizienzsteigerung eher
ungeeignet zu sein. Sie sind jedoch fur motorische und moéglicherweise emotionale
Prozesse bedeutsam.

In NR2C-2B Substitutionsmausen wurde die proteinkodierende Sequenz des Gens,
das fur die NR2C Untereinheit kodiert durch die des NR2B Gens ersetzt, wahrend die
Sequenz der regulierenden Einheiten (Promotorsequenz) des NR2C-Gens
beibehalten wurde. Diese NR2C-2B Substitutionsmause exprimieren also anstelle
der NR2C Untereinheit die NR2B Untereinheit, wobei die Substitution hirnregional
und ontogenetisch dem normalen Expressionsverlauf des NR2C Proteins folgt. Da
die NR2C Untereinheit in Wildtypmausen auch in Hirnregionen exprimiert wird, in
denen Lern- und Gedachtnisprozesse, emotionale und motorische Prozesse

mitgesteuert werden und NMDA-R in die Regulation des zentralen cholinergen
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Metabolismus involviert sind, war zu erwarten das die Gensubstitution diese
Funktionen beeinflult. In einer Reihe von Verhaltensexperimenten und einem
neurochemischen Experiment sind NR2C-2B Mause von uns phanotypisiert worden.

Wir haben gefunden, dal® die NR2C-2B Gensubstitution in adulten, nicht jedoch in
juvenilen Mausen, mit motorischen Koordinationsdefiziten einhergeht, die mit
mikroanatomischen Aberrationen im Kleinhirn dieser Tiere korrelieren und auf die
kontinuierliche Expression der NR2B Untereinheit in Kornerzellen zuruckzufuhren
sind. Unkonditionierte Angstlichkeitsreaktionen waren bei jungen nicht aber bei
adulten NR2C-2B Mausen erhoht. Adulte NR2C-2B Mause zeigten dagegen weniger
objektinduzierte Furchtreaktionen auf. Diese Befunde deuten auf Interaktionen
zwischen dem Reifegrad des Gehirns und/oder dem Expressionsverlauf der NR2C
Untereinheit im Laufe der Ontogenese und der Gensubstitution hin. Die NR2C-2B
Gensubstitution hat sich bei adulten Substitutionsmausen nicht auf raumliche
Habituationsprozesse nach Reexposition am Folgetag ausgewirkt. Allerdings zeigten
die adulten NR2C-2B Mause, im Gegensatz zu den Kontrollen, wahrend der dritten
Exposition eine weitere Reduktion der explorativen Aktivitat auf. Es ist mdglich, dal®
bei den NR2C-2B Mausen nach der zweiten Exposition erneut ein
Gedachtniskonsolidierungspozel} einsetzte, der den Gedachtnisinhalt weiter gefestigt
hat. Um promnestische Effekte der NR2C-2B Gensubstitution bei einer
Objektexplorationsaufgabe abbilden zu koénnen, wurde ein Design gewahlt, das
darauf abzielte Gedachtnisleistungen zu detektieren, zu denen normale
Kontrollmause unfahig sind. Dies wurde erreicht, in dem das Behaltensintervall
zwischen den Testungen von den Ublichen 30-90 Minuten auf 24 Stunden verlangert
wurde. Erwartungsgemaf waren Kontrolltiere nach 24 stundigen Behaltensintervallen
weder in der Lage 2 identische Objekte wiederzuerkennen, noch eindeutig zwischen
einem ,alten® und einem ,neuen® Objekt zu diskriminieren, wogegen NR2C-2B
Mause dazu imstande waren. Dieser hdchst bemerkenswerte Befund deutet darauf
hin, dall die NR2C-2B Gensubstitution nicht nur das ,normale“ Repertoire an
Gedachtnisleistungen von Mausen verbessern kann, sondern vielmehr zu
Gedachtnisleistungen befahigt, zu denen normale Kontrollmause aufgrund ihrer
genetischen Grundausstattung gar nicht fahig sind. Im Morris Water-Maze Test zur
Messung des raumlichen Lernvermogens zeigten die NR2C-2B Substitutionsmause
eine beschleunigte Akquisition einer konventionellen "Hidden Platform" Aufgabe.

Wahrend einer multiplen Akquisitionsaufgabe mit insgesamt 3 neu zu erlernenden im



Wasser verborgenen Plattformpositionen, zeigten die NR2C-2B Mause erneut eine
beschleunigte Akquisition. In einer Kontrollbedingung zur Messung motivationaler
und visumotorischer Faktoren unterschieden sich die Gruppen dagegen nicht.
Unsere Befunde deuten darauf hin, dald eine geringfligige Verlagerung des
Verhaltnisses einzelner NMDA-Rezeptortypen im Vorderhirn zugunsten solcher, die
die NR2B Untereinheit integrieren, das Objektgedachtnis, wie auch nicht-assoziatives
und assoziatives raumliches Lernen und wiederholtes Umlernen verbessern kann.
Die NR2C-2B Gensubstitution fuhrte des weiteren zu erhohten post-mortem
Azetylcholinkonzentrationen im frontalen Kortex und der Amygdala. Es ist denkbar,
dald die fur die NR2C-2B Mause gefundenen erhdhten Azetylcholinkonzentrationen
zu den verbesserten Lern- und Gedachtnisleistungen via der Faszillitierung von
Aufmerksamkeits- und elementaren Informationsverarbeitungsprozessen beigetragen

haben.



A) THEORETISCHER TEIL

1. EINLEITUNG

1.1 Vorbemerkungen

Die vorliegende Arbeit ist dem Feld der Verhaltensneurogenetik zuzuordnen. Dieses
Forschungsfeld versucht, durch Manipulation von Genen, (die in Bezug auf ihre
Sequenz und Steuerung bereits erforscht sind) und deren Einbringung in die
Keimbahn von Mausen (mittels homologer Rekombination), deren Funktion bzw. die
Funktion der, durch diese Gene gebildeten, Proteine im Rahmen der
Verhaltenssteuerung zu bestimmen. Dieser Ansatz wird auch als reverse
Verhaltensgenetik bezeichnet und hat sich besonders auf Forschungsfeldern
bewahrt, die mit konventionellen Techniken der Verhaltensneurobiologie (Lasionen,
Pharmakologie, Elektrophysiologie etc.), wegen mangelnder Spezifitat der
Interventionen, nur bedingt bearbeitet werden konnten. In den ersten Studien auf
diesem Feld wurden einzelne, spater auch mehrere Gene, im gesamten Korper von
Mausen in ihrer normalen Funktion beeintrachtigt (Gen-Knockout). In der Folgezeit
wurden Techniken entwickelt, die es ermdglichten Gene auch gewebe- und
zellspezifisch auszuschalten (kondititionale Gen-Knockouts) oder zu vermehrter
Aktivitat anzuregen (Gen-Uberexpression). Die letzte methodische Neuerung auf
diesem prosperierenden Forschungsfeld ermoglichte gar die veranderte
Funktionsweise eines Gens auch zeitlich zu regulieren (induzierbare
Genmutationen). Im Rahmen der Erforschung der funktionalen Rolle des NMDA-R
wurden die oben angesprochenen Methoden genutzt, um zunachst einmal die
Auswirkungen einer volligen Abwesenheit von NMDA-R zu erforschen (durch die
genetische Inaktivierung der essentiellen NR1-Untereinheit, siehe Abschnitt ,Die
Physiologie des NMDA-Rezeptors®). Hiernach wurden Mause generiert, bei denen
NMDA-R nur in Pyramidenzellen der CA1-Region und in der CA3-Region des
Hippokampus, postnatal einsetzend, entweder dauerhaft abwesend waren oder auch
zeitlich begrenzt inaktiviert werden konnten. Wahrend der Ganzkdrperknockout der
NMDA-R zu perinataler Letalitat fuhrte, waren die konditionalen Knockouts
lebensfahig. Die Verhaltensphanotypisierung dieser NR1-Knockoutmause fuhrte zu

wertvollen Erkenntnissen bezlglich der Rolle der hippokampalen NMDA-R, im
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Rahmen der Gedachtnisbildung und Konsolidierung. In der Folgezeit wurden
Knockout- und Uberexpressionsmause einzelner oder zweier NR2 und NR3
Untereinheiten des NMDA-R generiert und verhaltensphanotypisiert. Diese Studien
demonstrierten, dall die exakte Untereinheitskomposition des NMDA-R seine
elektrophysiologischen und damit auch funktionalen Eigenschaften, im Rahmen der
Verhaltenssteuerung, bestimmt. Zur Generierung der in der vorliegenden Arbeit
phanotypisierten Mausmutanten wurde (soweit es uns bekannt ist) eine bis Dato
vollig vernachlassigte Option realisiert. Der Arbeitsgruppe um PD Dr. Ulrich Eisel
(Institut fur Genetik, Universitat Stuttgart) ist es geglickt, die kodierende Sequenz
eines Gens, das flur eine Untereinheit des NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat) Rezeptors
kodiert (NR2C), durch ein anderes (NR2B) zu ersetzen und somit eine
Gensubstitutionsmaus zu generieren.

Eine groRe Zahl an pharmakologischen, elektrophysiologischen und genetischen
Studien implizieren NMDA-Rezeptoren in motorische, emotionale und insbesondere
in Lern- und Gedachtnisprozesse. Deshalb wurden die NR2C-2B Mause diversen
Verhaltenstests unterzogen, die geeignet sind Alternationen in den genannten
Funktionsbereichen abzubilden (siehe Abschnitt "Ziele der Arbeit" und die Abschnitte
zu den Experimenten I-VI im "Empirischen Teil"). Weil die NR2C-2B
Gensubstitutionsmaus besonders in Hinblick auf Lern- und Gedachtnisprozesse
interessant ist, bilden Lern- und Gedachtnisexperimente einen Schwerpunkt im
Rahmen der hier prasentierten Verhaltenscharakterisierung der NR2C-2B Maus. Im
folgenden theoretischen Teil wird deshalb auch ein kurzer Abriss der
tierexperimentellen und in einem Fallbeispiel auch der klinischen Lern- und
Gedachtnisforschung prasentiert, um den theoretischen Hintergrund zu bereiten, vor
dem die Verhaltensexperimente diskutiert werden. Das Verstandnis und die kritische
Wirdigung der Auswirkungen der NR2C-2B Gensubstitution und anderer NMDA-R
Geninterventionen auf das Verhalten von Mausen und deren Implikationen fir die
jeweiligen Forschungsfelder (Gedachtnis, Emotion, Motorik) setzt des weiteren eine
Darstellung des Hippokampus als einen wesentlichen Teil des endogenen
Gedachtnissubstrats, der Grundzuge der Physiologie des NMDA-R, des genetischen
Apparates und von methodischen Aspekten des gentechnologischen Ansatzes in der
Verhaltensneurobiologie voraus. In der nachfolgenden Einleitung, unter den
entsprechenden Abschnitten, wurde versucht den theoretischen Hintergrund der

Experimente komprimiert darzustellen. Im empirischen Teil findet sich zu jedem
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Experiment eine gesonderte fokussierte Einleitung in der spezifische Fragestellungen

vor dem Hintergrund der Fachliteratur hergeleitet werden.

1.2 Lernen und Gedachtnis

1.2.1 Die Beziehung zwischen Lernen, neuronaler Plastizitat, Verstarkung und
Gedachtnis

Die Frage nach den Bedingungen die Lernen ermoglichen, wie es geférdert werden
kann, wie unangepasstes erlerntes Verhalten (z.B. Phobien etc.) wieder extingiert,
d.h. ,verlernt® werden kann oder wie, durch neurologische Erkrankungen oder
alterungsbedingt  hervorgerufene Lerndefizite pharmakologisch und/oder
rehabilitatorisch gemildert werden kénnen, sind zentrale Themen der empirischen
Psychologie.

Lernen ist eine relativ Uberdauernde Verhaltensédnderung auf der Grundlage von
Erfahrungen. Kein Lernen liegt vor, wenn die Verhaltensanderung durch korperliche
Reifung, Reflexe, Instinkte, Ermidung, Drogen oder biologische Triebzustande etc.
induziert wird (siehe auch Heise, 1984; Thompson & Spencer, 1966).

Reize die zeitlich und/oder raumlich gemeinsam auftreten, werden, vorausgesetzt der
Organismus befindet sich in einem rezeptiven, d.h. aufmerksamen Zustand,
miteinander assoziiert (Pavlov, 1927). Ebenso werden die auf eine Reaktion des
Organismus hin auftretenden Konsequenzen bzw. veranderten Reizkonstellationen
wie auch die der Reaktion vorangegangenen Reize mit dieser verknipft (Ubersicht
bei Dragoi & Staddon, 1999). Eine Reiz-Reaktionsassoziation wird dann
verhaltenswirksam bzw. fuhrt zu einer Verhaltensanderung, (d.h. das die
Auftrittswahrscheinlichkeit einer Reaktion unter ahnlichen Reiz- und motivationalen
Bedingungen ansteigt), wenn auf eine Reaktion ein Zustand folgt, den der
Organismus als angenehm empfindet, z.B. eine Futterbelohnung im hungrigen
Zustand oder die Beendigung oder Vermeidung einer aversiven Stimulation (z.B.
Schmerz, Furcht, forciertes Schwimmen etc.) (Bolles, 1969; Rescorla, 1988;
Thorndike, 1932). B.F. Skinner, der Begrunder des ,radikalen Behaviorismus, spricht
in diesem Zusammenhang, bar jeder kognitiven Erklarung, von operanter
Verstarkung des Verhaltens, vergleichbar einer Maschine die auf einen bestimmten
Input mit einem durch die Verstarkung festgestanzten Output bzw. einer Reaktion

antwortet (Skinner, 1938), ohne das Kognitionen, z.B. Antizipationen, also
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Erwartungen der friher erfahrenen Verhaltenskonsequenz (Tolman, 1966), als
intervenierende Variablen eine Rolle spielen.

Grundvoraussetzungen des Lernens sind wiederholte Darbietungen der Lernsituation
(Ausnahmen  sind  sogenannte  One-trial  Lernaufgaben:  konditionierte
Geschmacksaversion (Hunt & Amit, 1987), ,One-trial step-through avoidance®
(McGaugh, 1973)), Motivation und Verstarkung. Diese Verhaltensanderungen gehen
naturlich mit Veranderungen der Arbeitsweise und strukturellen Veranderungen in
Teilen des zentralen Nervensystem einher. Damit das Erlernte auch wieder
abgerufen werden kann, mul3 es im Gedachtnis als permanentes Engramm bzw.
Gedachtnisinhalt niedergelegt werden (Cahill & McGaugh, 1996; Deutsch, 1983;
Gold & McGaugh, 1984).

Huston und Mitarbeiter erarbeiteten eine empirisch Uberprifbare Theorie, die
versucht die Wechselwirkung zwischen operantem Lernen, Verstarkung und
Gedachtnisbildung zu explizieren. Nach dieser Theorie entsteht infolge der raumlich-
zeitlichen Kontiguitat (gemeinsames Auftreten) zwischen einem bzw. mehreren
diskriminativen Reizen (z.B. ein Tonsignal, dal} die Verfugbarkeit einer Belohnung
anzeigt, nachdem eine definierte Reaktion geauflert wurde, z.B. ein Hebeldruck in
einer Skinnerbox) und einer Reaktion, die geeignet ist ein verstarkendes bzw.
belohnendes Ereignis einzuleiten, eine sogenannte immediate- (unmittelbare, erste)
Gedachtnisspur (reprasentiert als Aktivitat in  Neuronenverbanden bzw. in
Neuronenschaltkreisen wahrend der Darbietung der Lernsituation), die jedoch rasch
wieder ausbleicht bzw. zerfallt, wenn nicht kurz darauf ein Verstarker appliziert wird.
Der Verstarker bewirkt also, dal’ die immediate-Gedachtnisspur bewahrt wird und
somit in eine Kurzzeitgedachtnisspur tberfuhrt wird, die weniger labil ist, jedoch auch
mit einer gewissen Zeitkonstante zerfallt (aber langsamer als die immediate-
Gedachtnisspur). Um so klrzer der zeitliche Abstand zwischen Reaktion und
Verstarkung, desto langer wird die Gedachtnisspur vor dem Zerfall bewahrt und um
so starker bzw. kraftiger ist die Gedachtnisspur (Huston & Mondadori, 1977; Huston
& Mueller, 1978; Huston & QOitzl, 1989).

Schon Donald Hebb (1949) spekulierte, dald die immediate- wie auch die Kurzzeit-
Gedachtnisspur als kreisende elektrische Hirnaktivitat, in dem am Lernvorgang
beteiligten  Neuronenschaltkreis  reprasentiert ist. Die  Applikation von
elektrokonvulsiven Schocks, kurz nach dem Lernvorgang, in der Ilabilen

Konsolidierungsphase stort diese reverpratorische (kreisende) Aktivitat, so das kein
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Transfer in das Langzeitgedachtnis erfolgt (Andrade et al., 1994; Duncan & Hunt,
1972; Mondadori et al., 1977) (Der Ubertrag von Informationen bzw. Reiz-
Reaktionsassoziationen vom Kurzzeit ins Langzeitgedachtnis wird als Konsolidierung
bezeichnet).

Das Langzeitgedachtnis ist nicht in Form von kreisender Neuronenaktivitat, sondern
vielmehr als strukturelles Engramm reprasentiert (d.h. das es an den Synapsen im
Neuronenschaltkreis, infolge der durch die kreisende Neuronenaktivitat induzierten
sogenannten  Langzeitpotenzierungs- und  Depotenzierungsprozesse, und
nachfolgender Aktivierung des genetischen Apparates, zu morphologischen
Verdnderungen gekommen ist, die die synaptische Ubertragung Uberdauernd
verbessern) und ist als solches weniger leicht durch Schocks oder Pharmaka, z.B.
Proteinbiosynthesehemmer, oder NMDA-R Antagonisten, storbar (Kandel &
Pittenger, 1999; Mayford & Kandel, 1999; Pittenger & Kandel, 1998).

Nach Huston férdern Verstarker nicht nur die Halbwertszeit einer immediate-
Gedachtnisspur, sondern kénnen auch wahrend der Kurzzeitspeicherungsphase
starkend auf die Gedachtnisspur einwirken und somit die Uberfiihrung ins
Langzeitgedachtnis als permanentes Engramm fordern. Folgerichtig fuhrt auch eine
Post-trial Verstarkung (also ein Verstarker der nach dem Lernvorgang gewahrt wird,
zu einer Erleichterung der Gedachtnisspeicherung (Mondadori et al., 1977).
Beispielsweise zeigen Mause wahrend eines Testdurchgangs langer andauernde
passive Vermeidungsreaktionen (,Step-down avoidance®), wenn sie unmittelbar nach
dem Lerndurchgang, z.B. am Vortag, bei dem das Absteigen von einer Plattform mit
einem Fuldschock bestraft wurde, eine Futterbelohnung erhalten. Dieser Befund
unterstreicht den hohen Verstarkungswert von Verstarkern die geeignet sind
naturliche bzw. biologische Bedurfnisse zu befriedigen (im Sinne der Fahigkeit
Verhalten zu bekraftigen bzw. die Auftretenswahrscheinlichkeit einer gegebenen
Reaktion unter adaquaten Reizbedingungen zu modulieren). Eine Futterbelohnung
(bei ausreichender Deprivation) kann instrumentelles Verhalten bzw. operantes
Lernen (Verhalten, das unter Kontrolle von diskriminativen Hinweisreizen und seiner
Konsequenzen steht) begunstigen, indem die konsumatorische Reaktion (z.B. die
Futteraufnahme), oder auch Zielreaktion genannt (Glickman & Schiff 1967) selbst als
Verstarker wirkend, die Uberflihrung der immediate-Gedachtnisspur in eine
Kurzzeitgedachtnisspur fordert, wahrend die verzogert einsetzende Beseitigung des

physiologischen Mangelzustandes nach Verdauung der Nahrung, einhergehend mit
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einem Ansteigen des Glukosespiegels im Blut, den Transfer vom Kurzzeit-

Gedachtnis ins Langzeitgedachtnis erleichtert.

1.2.2 Der Hippokampus als ein zentrales Substrat fiir raumliches Lernvermoégen

im Besonderen und fiir die Gedachtnisbildung im Allgemeinen

Die hippokampale Formation im Vorderhirn, genauer im medialen Temporallappen
lokalisiert, hat sich, aufgrund einer mittlerweile kaum mehr zu Ubersehenden Fille
von klinischen und tierexperimentellen Befunden, als eine fur die Gedachtnisbildung
kritische Struktur erwiesen (Ubersicht bei O’Keefe & Nadel, 1978; Rolls, 2000;
Squire, 1992). Besonders nachhaltig hat die Gedachtnisforschung die Beschreibung
der Gedachtnisdefekte des Amnestikers (Patient der Gedachtnisschwachen,
aufgrund einer neurologischen Erkrankung bzw. Hirnschadigung, aufweist) H.M.
durch Scoville & Milner (2000) und anderen Neuropsychologen beeinfluf3t. Das
Bemerkenswerte an diesem Fall war, da® eine relativ engumgrenzte Lasion, die
bilaterale Entfernung des medialen Temporallappens, zur Milderung von
epileptischen Anfallen, deren Ursprungsherd in dieser Region vermutet wurde, zu
einem hdchst selektiven Gedachtnisdefekt fuhrte, ohne das andere Funktionen, z.B.
Sprechen, Rechnen, Schreiben etc. in Mitleidenschaft gezogen wurden. Die
beidseitige Entfernung des medialen Temporallappens bei H.M. (die Resektion betraf
die anterioren, d.h. vorderen Anteile des Hippokampus, des Mandelkerns, der vor
allem mit Furcht bzw. Angst in Verbindung gebracht wurde, und Teile der
angrenzenden Hirnrinde), erbrachte zwar tatsachlich eine erhebliche Besserung der
epileptischen Symptomatik, allerdings litt der Patient fortan unter einer permanenten
Gedachtnisschwache. Die Gedachtnisschwache aulierte sich dahingehend, das H.M.
nicht mehr in der Lage war, bestimmte Informationskategorien Uber langere
Zeitrdume zu behalten (z.B. sich an die Personen zu erinnern, die ihn taglich
testeten, die er aber erst nach dem Eingriff kennenlernte, oder sich in einer neuen
raumlichen Umgebung zurechtzufinden). Dieser Zustand wird als anterograde
(zeitlich gesehen vorwarts gerichtete) Amnesie bezeichnet. Das Gedachtnis fur
Inhalte, die vor dem Eingriff erworben wurden, blieb dabei relativ unbeschadet
(Storungen, bei denen weit zurickliegende Ereignisse nicht mehr erinnert werden
konnen, werden als retrograde bzw. rlckwarts gerichtete Amnesien bezeichnet).

Kurz vor dem Eingriff erworbene Gedachtnisinhalte waren jedoch fir H.M. nicht
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abrufbar. Bemerkenswerterweise schien H.M.’s Gedachtnis flur neu zu erlernende
motorische Fertigkeiten (prozedurales oder auch implizites Gedachtnis genannt), z.B.
spiegelverkehrt nachzeichnen, weitestgehend unversehrt (Freed & Corkin, 1988;
Gabrieli et al., 1988; Huppert & Piercy, 1979; Kapur et al., 1994; Milner, 1972). Das
Studium der Gedachtnisdefekte des Patienten H.M. fuhrte zu weitreichenden
Erkenntnissen bezlglich der Organisation des Gedachtnisses. Die bei H.M.
entfernten Hinstrukturen waren offenbar nicht der Ort im Gehirn, in denen
Gedachtnisinhalte bzw. Engramme niedergelegt waren, da das Erinnern von weit
zuruckliegenden Ereignissen unbeeinflul3t blieb. Bereits Karl S. Lashley (1929)
versuchte bereits erworbene Engramme, z.B. fir den Weg durch ein Labyrinth, bei
Ratten auszuloschen, in dem er Lasionen in definierten Hirnrindenregionen setzte
und damit leider klaglich scheiterte, was ihn zur Einsicht fuhrte, dal®
Gedachtnisinhalte offenbar nicht lokalisierbar sind, sondern vielmehr diffus
(ausgebreitet, ausgedehnt) Uber das Gehirn einschliellich Rlickenmark reprasentiert
sind (Massenaktionshypothese).

Auch scheint der Hippokampus fur den Abruf von bereits gespeicherten
Informationen entbehrlich zu sein, wenn diese relativ lange Zeit vor der Schadigung
erworben wurden, nicht jedoch wenn diese erst kurze Zeit vor der Lasion gebildet
wurden. Es wurde spekuliert, dal® Gedachtnisinhalte zunachst transient im
Hippokampus gespeichert und erst danach im Neokortex zur permanenten
Speicherung abgelegt werden. Eine weitere Hypothese zur Erklarung des
temporaren Amnesiegradienten von H.M. besagt, dall der Hippokampus
moglicherweise fir den Abruf von kurzlich gebildeten (noch labilen)
Gedachtnisinhalten notwendig ist.

Aus dem Umstand, dafld H.M. noch in der Lage war eine Konversation zu betreiben,
bei der nur auf das einzugehen war, was sein gegenuber wenige Sekunden vorher
von sich gegeben hatte (wobei die Erinnerung daran, dal dieses Gesprach jemals
stattgefunden hat, wenige Minuten nach dem Gesprach wenn H.M. in dieser Zeit
abgelenkt wurde wieder ausgeldscht war), wurde geschlossen, dal} das Kurzzeit-
bzw. Arbeitsgedachtnis (Short-term bzw. Working-memory) eine extrahippokampal
mediierte Funktion ist. Der Fakt, daR der Ubertrag vom offensichtlich intakten
Kurzzeit-Gedachtnis ins Langzeitgedachtnis (Long-term Memory) bei H.M. unterblieb,

deutete darauf hin, daf} eine oder mehrere der entfernten Strukturen flr diesen
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Transfer unerlasslich sind (Postle & Corkin, 1998; Sagar et al., 1990; Scoville &
Milner, 2000; Smith, 1988; Sullivan & Sagar, 1991; Woodruff-Pak, 1993).

Diese Erkenntnisse zogen die Entwicklung von Paradigmen zur Messung von
hippokampal mediierten Funktionen und eine rege tierexperimentelle Untersuchung
der Hippokampusformation mittels lasionstechnischer, pharmakologischer,
elektrophysiologischer und spater auch gentechnologischer Ansatze nach sich, in
deren Verlauf dem Hippokampus, neben der dominierenden Rolle als
Engrammbildungskoordinator auch eine malgebende Involvierung in raumliche
Lernprozesse zugesprochen wurde. Im Folgenden soll zunachst die Anatomie und
Neurochemie des Hippokampus dargestellt werden, worauf dann einige
Versuchsparadigmen beschrieben werden, die generiert wurden, um hippokampale
Dysfunktionen zu quantifizieren, um dann schlieBlich auf die wichtigsten Befunde zu

sprechen zu kommen, die mit diesen Tiermodellen erhoben wurden.

1.2.2.1 Die Anatomie des Hippokampus

Der Hippokampus, Teil des Telenzephalons (Endhirn), wird den phylogenetisch
altesten Hirnrindenabschnitten zugeordnet. Homologe Hirnstrukturen finden sich bei
allen Saugetieren und auch Vogeln (Capaldi et al., 1999). Es lasst sich eine grobe
Vierteilung des Hippokampus in entorhinalen Kortex, Subikulum, Ammonshorn und
Fascia dentata vornehmen. Das Cornu ammonis oder Ammonshorn laRt sich
hinsichtlich der Zytoarchitektur (d.h. den intrinsischen Zelltypen, z.B. Kdrnerzellen,
Pyramidenzellen, Astrozyten etc.) und deren Verschaltung in vier weitere
Substrukturen, die Areale CA 1-4, zergliedern (Giap et al., 2000). Die weile
Substanz des Hippokampus, die alle afferenten Eingange und efferenten
Projektionen enthalt, wird als Alveus bezeichnet und verlauft zur Fimbria hippokampi,
die sich zur Fornix verjungt. Die Fornix ist eine dem Hippokampus vorgeschaltete
Struktur, die diesen mit einer Vielzahl von Vorderhirnstrukturen (Septum, Nukleus
accumbens, diagonales Band von Broca) und subkortikalen Arealen (Hypothalamus,
Thalamus, Tegmentum, Formatio reticularis), unter anderem durch cholinerge
Faserzluge verbindet (Amaral & Witter, 1989; Cassel et al., 1997; Jayaraman, 1985;
Swanson, 1977). Der Hippokampus erhalt des weiteren, per Tractus perforans Uber
die Area entorhinalis, Afferenzen aus allen Teilen des assoziativen Neokortex, wie
auch aus dem limbischen System (u.a. der Amygdala), wobei die Projektionen aus

dem zingularen Gyrus, dem orbitofrontalen Kortex, und dem Temporalkortex
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besonders hervorzuheben sind (Wen et al., 1999; Witter, 1993). Die Area entorhinalis
ist der Ausgangspunkt der sogenannten trisynaptischen Schleife des Hippokampus.
Die Informationen aus den primaren und sekundaren sensorischen Arealen und den
polymodalen Assoziationskortizes werden im entorhinalen Kortex integrierend
verarbeitet und den Kornerzellen des Gyrus dentatus, via des Tractus perforans,
Ubermittelt. Diese entsenden Moosfasern in die CA3-Region des Ammonshorns.
Pyramidenzellen der CA3-Region innervieren mit ihren Fortsatzen, Schaeffer-
Kollaterale genannt, die CA1-Pyramidenzellen (Patton & McNaughton, 1995). Die
Axone der CA1-Pyramidenzellen projizieren daraufhin via Subikulum zurick zum
entorhinalen Kortex und schlieBen den Schaltkreis somit wieder (Frotscher et al.,
1994; Thierry et al., 2000). Es gilt mittlerweile als gesichert, da® jede Synapse in
diesem Schaltkreis auch die exzitatorische Aminosdure Glutamat als
Neurotransmitter aufweist (Baudry & Lynch, 1981; Ottersen & Storm-Mathisen,
1984). Des weiteren wurde berichtet, da} der Hippokampus proper wie auch die
Fascia dentata eine relativ hohe Dichte an gabaergen Axonterminale aufweist, die
von intrinsischen Interneuronen herstammen (Lopes-da-Silva & Arnolds, 1978;
Somogyi et al., 1984). Uber das Zingulum und die Fornix erhalt der Hippokampus
noradrenergen Input aus dem Locus coeruleus und serotoninerge Afferenzen aus
den Raphekernen (Molliver, 1987; Moore & Bloom, 1979). Aus dem posterioren
Hypothalamus erhalt der Hippokampus zudem eine starke histaminerge Innervation.
Diese Verbindungen sind reziprok, d.h. der Hippokampus projiziert zu diesen
Regionen zurltck. Allgemein |aRt sich also festhalten, dal3 der Hippokampus ein
polymodales Assoziationszentrum bildet (eine Hirnstruktur, die Input von vielen
primaren und sekundaren sensorischen Systemen erhalt), das sowohl sensorische
(Schmerzreize, visuelle, olfaktorische, auditive, und somatosensorische Reize) als
auch emotionale (Furchtreize, belohnende Reize), endokrinologische (hormonelles
Gleichgewicht), aufmerksamkeitsbezogene, und neokortikale (denen Komplexe
Verarbeitungsprozesse, wie z.B. Problemlésen etc. zugesprochen werden)
Informationen, integrierend, auch hinsichtlich raumlich-zeitlicher Aspekte, verarbeitet
(Zola-Morgan & Squire, 1993).
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1.2.2.2 Versuchsparadigmen zur Messung von hippokampalen Dysfunktionen

im Tiermodell

Zur Operationalisierung des Konstrukts raumliches Lernen wurden eine Reihe von
Paradigmen bzw. Versuchsapparaturen entwickelt, z.B. das radiale 8-Arm Labyrinth
(Olton & Feustle, 1981), das Morris Water Maze (Morris, 1984), die ,Circular platform
task® (Barnes, 1979), der Hole-board Test (Oades, 1981), und die ,Continuous
alternation task“ (Gerlai, 1998) um nur einige zu nennen. Exemplarisch soll das
radiale Armlabyrinth von D.S. Olton hervorgehoben werden. Eine Beschreibung des
Morris Water-Maze Paradigmas findet sich unter Experiment V. Beim radialen
Armlabyrinth wird das zuvor futterdeprivierte Versuchstier in definierten Gangen
eines 8-Arm Labyrinths (z.B. immer nur 4 gleiche von acht Armen, die von einer
kreisformigen Plattform, die auch als Startpunkt fungiert, ausstrahlen) mit Nahrung
belohnt. Die Aufgabe flr die Tiere besteht darin, zu behalten, welcher Bereich des
Mazes in vergangenen Durchgangen belohnt wurde und welcher nicht, sowie welche
Gange bereits exploriert wurden. Das Paradigma erlaubt die Differenzierung
zwischen der Leistung des Arbeitsgedachtnisses (d.h., dal® das Tier sich bereits
besuchte Gange merkt und in diese nicht mehr eintritt) und der des sogenannten
Referenzgedachtnisses (d.h., dald das Versuchstier in Gange, die in den
vorangegangenen Lerndurchgangen nie belohnt wurden, meidet) Um die Aufgabe
adaquat zu bewaltigen, mul® das Tier die rdumlichen Relationen zwischen den
Armen des Labyrinths und den Hinweisreizen aus der raumlichen Umgebung
erlernen (Extra-maze Cues: Hinweisreize aus der Umgebung waren beispielsweise
die Ausstattung des Versuchslabors, Geratschaften etc.). Kritisch anzumerken ist in
diesem Zusammenhang, dal® dieses Paradigma die Induktion eines Triebzustandes
vorsieht (d.h., das Tier muss futterdepriviert werden, damit es motiviert ist, die
Aufgabe zu erlernen). Des weiteren besteht die Moglichkeit, dal die Versuchstiere
ihre Entscheidungen auch aufgrund von diskriminativen olfaktorischen Hinweisreizen
treffen, z.B. nach dem Setzen von Duftmarken in bereits besuchten Gangen. Man
spricht dann von Intra-maze Cues (Becker et al., 1980; Slangen et al., 1990). In der
vorliegenden Arbeit wurde das Morris Water-Maze Paradigma zur Messung des
raumlichen Lernvermdgens genutzt, weil im Rahmen dieses Paradigmas kein
kinstlicher Triebzustand induziert werden muf3 und die Nutzung von Intra-maze
Cues zur raumlichen Orientierung weniger stark ins Gewicht fallt. Allerdings handelt

es sich beim Water-Maze Paradigma um eine aversiv motivierte Lernaufgabe, so daf}
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emotionale Pradispositionen die Leistung der Tiere in diesem Test beeinflulRen
konnen (siehe Dere et al., 2001). Deshalb wurden die Tiere auch im Elevated Plus-
Maze, einem Test zur Messung von unkonditionierter Angstlichkeit, gestestet, um
mogliche Interaktionen zwischen Gedachtnisprozessen und emotionalen Prozessen

detektieren zu kénnen.

1.2.2.3 Aus Tiermodellen gewonnene Einsichten in die Funktion des

Hippokampus

Hippokampusladierte Ratten (durch Aspiration: Absaugen von Hirngewebe oder
elektrolytische Lasionen: Gleichstromlasion, wie auch selektivere neurotoxische
Lasionen: z.B. Ibotensaure, die nur Zellen innerhalb einer gegebenen Struktur
zerstért und durchziehende Fasern unbeschadet Iasst. Ubersicht bei Cassel et al.,
1997) weisen im Water Maze und radialen Acht-Arm Labyrinth erhebliche
Lerndefizite auf (Im Water-Maze wird der Weg zu einer verborgenen Plattform
langsamer erlernt und in Testdurchgangen schlechter erinnert, sieche Schenk &
Morris, 1985; Sutherland et al., 1983; Im 8-Arm Labyrinth werden viele
Arbeitsgedachtnis- und Referenzgedachtnisfehler gemacht, d.h. daly immer wieder in
dieselben Gange gelaufen wird, und auch Gange aufgesucht werden, die nie, auch
an den vergangenen Tagen nicht, futterbelohnt wurden; siehe Ikonen & Riekkinen,
1999; Ward et al., 1999).

Weiterhin fanden sich im Hippokampus mittels elektrophysiologischer in vivo
Ableitungen (d.h. im intakten, wachen und freibeweglichen Tier) sogenannte Place-
Cells, die nur fur den Fall aktiviert werden, wenn sich das Tier in einem definierten
raumlichen Kontext aufhalt. Wurde die raumliche Anordnung der einzelnen
diskriminativen Hinweisreize in der Umgebung variiert, so stellten diese Zellen ihre
ortsgebundenen Entladungen ein (O’Keefe & Dostrovsky, 1971).

Die pharmakologische  Modulation bzw. Inhibition der exzitatorischen
Neurotransmission und damit der Informationsverarbeitung im Hippokampus, z.B.
durch die intrahippokampale Applikation von Azetylcholin-Rezeptorantagonisten
(Blokland et al., 1992; Carli et al., 1997), GABA-Rezeptoragonisten (Arolfo et al.,
1998) oder Glutamat-Rezeptorantagonisten (Davis et al., 1992; Morris et al., 1989)
ist, ebenso wie das Setzen von Lasionen (Morris et al., 1982), geeignet, raumliches

Lernvermdgen zu beeintrachtigen.
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Aus diesen Lasions-, pharmakologischen und elektrophysiologischen Befunden
wurde gefolgert, dal® der Hippokampus fir die Ausbildung einer Art kognitiver
Landkarte (Cognitive map theory: Tolman 1966; O’Keefe & Nadel, 1978) wesentlich
ist, aber auch im Allgemeinen bei der Gedachtnisspeicherung, v.a. von deklarativen
Gedachtnisinhalten (explizites Wissensgedachtnis im Tiermodell als
Referenzgedachtnis bezeichnet), eine herausragende wenn nicht gar ursachliche
Stellung einnimmt (Squire, 1986; Squire, 1992).

D.S. Olton und Mitarbeiter (1979) postulierten dagegen, dal3 sowohl die
Gedachtnisdefizite des Patienten H.M. wie auch die Leistungseinbufden von
hippokampal l|adierten Ratten in Labyrinthaufgaben primar das Produkt einer
tiefgreifenden Storung des Arbeits- bzw. Kurzzeitgedachtnisses ist, das ja, wie schon
erwahnt, fur eine Langzeitspeicherung von raumlichen und nicht-rdumlichen
Informationen unerlasslich ist. Diese Sichtweise ist insofern problematisch, als dal,
das Kurzgedachtnis des Amnestikers H.M.'s eigentlich gar nicht gestort war.
Vielmehr schien H.M.'s Problem darin begriindet zu sein, das der Transfer zwischen
Kurz- und Langzeitgedachtnis gestort war. Diese Diskrepanz zwischen
tierexperimentellen und klinischen Befunden ist moglicherweise das Produkt einer
grundlegenden Differenz in der Funktion des Hippokampus bei Primaten und
niederen Saugetieren. Des weiteren muss bemerkt werden, dal® der Eingriff am
Gehirn des Patienten H.M. nicht nur den Hippokampus affektierte, sondern auch
umliegende Hirngebiete einschlol, wogegen in tierexperimentellen Studien man
i.d.R. darauf bedacht war, mehr oder minder selektive Lasionen zu setzen.

Eine weitere Funktion des Hippokampus wird im Rahmen der Verarbeitung von
kontextueller Information vermutet (Hirsh, 1974). Assoziationen zwischen expliziten
Reizen (Vordergrundreizen, z.B. einem Tonsignal auf das kontingent ein
Elektroschock folgt) werden nicht unabhangig von kontextueller Information
(Situationsreize: Hintergrundreize, alle Reize die in einer Lernsituation wirksam sind)
gespeichert. So kdonnen hippokampusladierte Ratten die Diskrimination zwischen
einem Kontext (Box A) in dem ein CS (Konditionierter Stimulus) von einem aversiven
Reiz gefolgt wird und einem Kontext (Box B), mit unterscheidbaren physikalischen
Charakteristika, in dem die Prasentation desselben CS keine aversiven
Konsequenzen hat, nicht mehr erlernen (Chen et al., 1996; Rudy & O'Reilly, 1999).
Schliel3lich wurde auch beobachtet, dal® Ratten mit bilateralen Hippokampuslasionen

Schwierigkeiten haben Verhaltensweisen zu unterdricken, wenn dieses im Rahmen
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der Verstarkungskontingenzen der Aufgabe gefordert ist (Douglas, 1967; Winour &
Mills, 1969). In einer Testsituation beispielsweise, in dem ein Tonsignal anzeigt, dal}
die nachste Reaktion, z.B. ein Hebeldruck in einer Skinnerbox, keine
Futterbelohnung mehr zur Folge hat solange der Ton andauert, oder noch
gravierender die, nachsten 10 Reaktionen nicht mehr belohnt werden, falls wahrend
dieser Zeitspanne reagiert wird, sind hippokampusladierte Ratten nicht in der Lage
die Reaktion solange zu unterdricken, bis das Tonsignal endet und jede weitere
Reaktion wieder zuverlassig belohnt wird (Shull & Holloway, 1985). Der
Hippokampus scheint also auch fur die Reaktionsunterdriickung und/oder
Reaktionsselektion unter geeigneten Reizbedingungen wichtig zu sein. Gegenwartig
wird dem Hippokampus auch eine Rolle in der Verarbeitung von zeitlicher
Information, im Rahmen der Gedachtnisbildung, zugeschrieben (engl. Event bzw.
Episodic memory), d.h., dal} der Hippokampus Gedachtnisinhalte bzw. Informationen
moglicherweise mit einem Zeitlabel versieht, so dald der Organismus nicht nur weil}
in welchem Kontext etwas gelernt wurde, sondern auch wann es gelernt wurde
(Eichenbaum et al., 1999). Diese Funktion ist fur adaptives Verhalten, bei sich Uber
die Zeit andernden Verstarkungskontingenzen, z.B. beim wiederholten Umlernen
oder Extinktionslernen, von kardinaler Bedeutung. Insbesondere hippokampale
NMDA-R scheinen in die Verarbeitung raumlicher Informationen unter zeitlichen
Aspekten involviert zu sein (Steele & Morris, 1999). Wie im folgenden noch weiter
ausgefuhrt wird, sind hippokampale NMDA-R fur viele der oben beschriebenen
Funktionen der hippokampalen Formation essentiell. Deshalb wurden die NR2C-2B
Substitutionsmause in der vorliegenden Arbeit in hippokampal mediierten

assoziativen und non-assoziativen Lernaufgaben getestet.
1.3 Der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
1.3.1 Die Physiologie des NMDA-Rezeptors

N-Methyl-D-Aspartat Rezeptoren (NMDA-R) sind ionotrope Glutamatrezeptoren die
fiir Na*, K" und insbesondere fiir Ca**-lonen permeabel sind. Die molekulare Struktur
bildet sich aus einem extrazellularen Amino-Signalpeptid Terminal, 4 hydrophoben
membranstandigen Segmenten (M1-M4) und intrazellularen Carboxyl-Terminalen (C-

Terminale). Die membranstandigen Segmente bilden die Pore des, in den Rezeptor
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integrierten, lonenkanals (Ferrer-Montiel et al., 1995). Die C-Termini sind kritisch fur
die Einbettung der NMDA-R in die Zellmembran, ihre subzellulare Lokalisation und
den Zugriff auf intrazellulare Second Messenger Systeme (Craven & Bredt, 1998) via
Interaktionen mit post-synaptischen Anker- bzw. Adapterproteinen
(membranassoziierte Guanylat Kineasen), wie z.B. PSD-93 (Post-synaptic density
zone), PSD-95, und SAP-120 (Synapse-associated protein) (Garner et al., 2000;
Kornau et al., 1995; Niethammer et al., 1996; Sprengel et al., 1998).

NMDA-R sind aus 4 (Tetramer) oder 5 (Pentamer) Untereinheiten aufgebaut (Laube
et al., 1998; Premkumar & Auerbach, 1997). Ein NMDA-Rezeptor ist aus zwei NR1
und 2-3 NR2 (A-D) und NR3 (A-C) Untereinheiten zusammengesetzt (Das et al.,
1998). Die NR1 Untereinheit und die NR2 Untereinheiten werden durch separate
Gene gebildet. Die NR2 und NR3 Untereinheiten weisen, in Abhangigkeit von der
Hirnregion und im Laufe der Ontogenese, distinkte Expressionsmuster,
elektrophysiologische Eigenschaften und physiologische Funktionen auf (Nakanishi
et al.,, 1994; Monyer et al., 1994; Charton et al.,, 1999). Auch unterscheiden sich
einzelne Zelltypen bezuglich des Vorkommens und der Anzahl der verschiedenen
Rezeptortypen. Das feinregulierte Expressionsmuster der NR2 Untereinheiten
wahrend der Ontogenese ist kritisch fur die Hirnreifung bzw. Synapsenbildung, deren
Aufrechterhaltung und Stabilisierung (Monyer et al., 1994). Im noch nicht
ausgereiften Nagetierhirn finden sich auch mehr NMDA-R als im adulten Gehirn, ein
Umstand der mit der Notwendigkeit der erfahrungsabhangigen Modifikation von
neuronalen Schaltkreisen bei juvenilen Tieren in Verbindung gebracht wurde. Die
starke hirnregionale NMDA-R Diversitat in adulten Tieren erklart dagegen die
Einbindung des NMDA-R in diverse physiologische und pathophysiologische
Funktionszusammenhange (synaptische Plastizitat, Schlafverhalten,
Schmerzwahrnehmung, zirkadiane  Rhythmen,  Gedachtnis, = Emotionalitat,
Hyperaktivitat, Drogenabhangigkeit, Epilepsie, Schizophrenie, Depression).

Wie schon angesprochen, findet sich die NR1 Untereinheit 2 mal in jedem NMDA-
Rezeptor. Ohne die NR1 Untereinheit sind NMDA-Rezeptoren nicht funktional bzw.
arbeitsfahig (weil die Glycinbindungsstelle fehlen wirde). Auch waren NMDA-
Rezeptoren, die nur durch NR1 Untereinheiten aufgebaut waren nicht arbeitsfahig
(weil die Glutamatbindungsstelle an den NR2 Untereinheiten fehlen wurde). In
Zellkulturen die keine endogenen NMDA-R aufweisen, und in die nur eine NR1 cDNA

eingeschleust wurde, werden zwar homomere NR1-NMDA-R ausgebildet, diese
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haben jedoch nur Leitfahigkeiten die 100-fach geringer sind als solche von
heteromeren NR1-NR2 Rezeptoren, so dall davon auszugehen ist das in vivo die
Mehrzahl der funktionalen NMDA-R heteromere Kombinationen von NR1 und NR2
Untereinheiten aufweisen. Es gibt eine Vielzahl mdglicher Kombinationen von
NMDA-Rezeptoruntereinheiten. Jeder Rezeptor weist, in Abhangigkeit von seiner
Zusammensetzung, unterschiedliche Eigenschaften auf. In Abhangigkeit von der
Zusammensetzung des NMDA-Rezeptorkomplexes andern sich auch seine
kinetischen-, Permeabilitats-, Ligandenbindungs-, sowie
Desensitisierungseigenschaften, wie auch die Amplitude der postsynaptisch
induzierten Depolarisation nach Aktivierung, und ihre Mg?*-Sensitivitat. Der NMDA-R
wird aktiviert wenn folgende Bedingungen erfullt sind: a) Zwei Glycinmolekule
mussen an die NR1 Untereinheiten anbinden; b) Zwei Glutamatmolekule mussen an
die NR2 Untereinheiten anbinden (Clements & Westbrook, 1991); c) die
Zellmembran an der sich der Rezeptor befindet muf® depolarisiert sein, damit die im
Ruhezustand tonisch vorherrschende Mg?* Blockade des Ca®**-Kanals aufgehoben
wird. Sind diese Bedingungen erfiillt, kommt es zu einem Einstrom von Ca** und Na*
lonen in die Zelle und einem Ausstrom von K* lonen aus der Zelle (Meguro et al.,
1992). Die NMDA-R Funktion kann post-translational durch Kineasen oder
Phosphatasen moduliert werden, z.B. durch Proteinkinease C (PKC) (Chen & Huang,
1992), cAMP-abhangige Proteinkinease (PKA) (Leonard & Hell, 1997), Kalzium-
Kalmodulinkinease Il (CaMKIl) (Omkumar & Kiely, 1996), Src Kinease (Wang &
Salter, 1994), Calcineurin und Protein Phosphatase 1 (PP1) (Wang et al., 1994).

1.3.1.1 Bindungsstellen fiir Liganden und modulatorisch wirkender Substanzen

am NMDA-Rezeptorkomplex

Der NMDA-Rezeptor ist relativ komplex organisiert, mit einer Vielzahl von
Bindungsstellen fur Liganden und modulatorisch wirkenden Substanzen (6
verschiedene Bindungsstellen wurden bisher identifiziert, weitere, moglicherweise
spezifisch fur einzelne NR2 Untereinheiten, sind jedoch nicht auszuschliel3en), die
potentielle Angriffspunkte fur Pharmaka bilden (Dingledine et al., 1999). Die NR1
Untereinheit des NMDA-Rezeptors beherbergt eine Bindungsstelle fur den
essentiellen Ko-Agonisten Glycin (Kleckner & Dingledine, 1988), die durch Serine

stimuliert und durch -HA-966 antagonisiert werden kann (Danysz et al., 1989). Die
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NR2-Untereinheiten dagegen beherbergen die Glutamatbindungsstelle (dort binden
auch Aspartat und naturlich NMDA), die z.B. durch 3-(2-carboxypiperazin-4-yl)-
propyl-1-phosphonic acid (CPP) blockiert werden kann (Ungerer et al., 1991). Die in
Verhaltensstudien am haufigsten verwendeten NMDA-R Antagonisten sind Dizocilpin
(MK-801; Sircar et al., 1987) und Phencyclidin (PCP; Snell & Johnson, 1985), die
direkt an den lonenkanal des Rezeptors binden und diesen wahrend des gedffneten
Zustandes non-kompetetiv blockieren. Die NMDA-Rezeptorfunktion kann aber auch
durch Substanzen moduliert werden, die an der Polyamin-Bindungsstelle, die sich an
den NR2-Untereinheiten befinden, andocken (z.B. Spermidine und moglicherweise
der NR2B Antagonist Ifenprodil) (Traynelis et al., 1995). Weitere Angriffspunkte sind
die sogenannten “Redox-agent effector sites” an die gasférmige Botenstoffe wie
Stickoxid (NO) und Kohlenmonoxid (CO) binden kénnen und die Mg®* Bindungsstelle
(Lipton, 1993) innerhalb des integrierten lonenkanals. Des weiteren gibt es
Erkennungsorte fiir Protonen, z.B. H* [die eine tonisch inhibitorische Wirkung auf den
Rezeptor haben, die durch Polyamine egalisiert werden kann (Gallagher et al.,
1997)], Zn** (negative und positive Modulation der NMDA-R Leitfahigkeit; bindet an
die NR1-Untereinheiten), Proteinkinasen, und Phosphatasen (Yamakura & Shimaji,
1999).

1.3.2 NMDA-Rezeptoren und synaptische Plastizitat

NMDA-Rezeptoren spielen eine zentrale Rolle beim Prozess der Induktion von
plastischen Veranderungen an Kontaktstellen zwischen Neuronen und nehmen damit
vermutlich auch eine herausragende Stellung bei der Bildung von Gedachtnisinhalten
ein (Gnegy, 2000; Platenik et al., 2000). Das Phanomen der synaptischen
Langzeitpotenzierung (LTP), das an Hirnschnittpraparaten des Hippokampus
erstmals beobachtet wurde, einer Hirnstruktur, die eng mit Lern- und
Gedachtnisprozessen in Verbindung steht, wird gemeinhin als das molekulare
Korrelat von Lernvorgangen betrachtet, und wird u.a. auch von NMDA-Rezeptoren
mediiert (Bliss & Lomo, 1973; Bliss & Collingridge 1993, Pulvirenti, 1992; Tsien et al.,
1996). LTP wurde auch in vivo demonstriert (Keller et al., 1990). Sehr vereinfacht
lasst sich das Protokoll einer LTP-Induktion wie folgt beschreiben: Axonterminale, die
mit Dendritenbaumen postsynaptischer Neurone synaptische Kontakte bilden,
werden hochfrequent elektrisch gereizt, so dall Glutamat freigesetzt wird und an

postsynaptischen AMPA und NMDA-Rezeptoren anbindet. Wenn man nun nach der
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hochfrequenten Reizung (oder auch tetanische Reizung genannt) die Axonterminale,
nicht mit einer Reizserie, sondern mit nur einem Einzelimpuls stimuliert, so findet
man, dal} die postsynaptische Antwort bzw. das erregende postsynaptische Potential
nach einem Einzelimpuls, Uber Stunden bis hin zu Tagen (in Abhangigkeit von den
exakten Stimulationsparametern, der Zusammensetzung des Perfusionsmediums,
und natlrlich der Hirnregion) vergrofRert ist, als wenn der Einzelimpuls ohne
vorherige tetanische Reizung appliziert werden wurde (Wheal et al., 1998).

Verschiedene LTP-Formen werden aufgrund der Dauer einer induzierten
Potenzierung unterschieden (Abel et al., 1997; Huang &Kandel, 1996; Lu et al.,
1999): LTP1: Dauer c.a. 1,5 Stunden, kann durch Proteinkineaseinhibitoren blockiert
werden, bleibt jedoch z.T. in Anwesenheit von Proteinsyntheseinhibitoren erhalten
und beruht vermutlich auf posttranslationale Modifikationen von existierenden
Proteinen. Diese LTP-Form basiert also nicht auf einer Aktivierung des genetischen
Apparates zur Induktion von morphologischen Veranderungen an der Synapse.
LTP2: Dauer bis zu 5 Tagen, unabhangig von der Genexpression (MRNA), kann
aber durch Translationsinhibitoren blockiert werden. Letztere LTP-Form erfordert also
die Synthese neuer Proteine durch das Ablesen von, im Zytosol bereits
vorhandenen, mRNA Strangen. LTP3: Dauer mehrere Tage bis zu einem Monat.
LTP3 ist abhangig von der Genexpression nach Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. CREB (cAMP response element binding protein) und
kann durch Transkriptionsinhibitoren geblockt werden. Diese langandauernde
Potenzierungsform erfordert die Synthese von neuen Proteinen durch neu gebildete
mRNA. Nicht alle LTP-Formen sind NMDA-R abhangig (Johnston et al., 1992). So
sind die Synapsen zwischen Kornerzellaxonterminale, die vom Gyrus dentatus
entspringen, und Pyramidenzelldendriten der CA3 Region des Hippokampus, auch
nach Gabe von NMDA-R Antagonisten in das Perfusionsmedium, noch potenzierbar
(Lopez-Garcia, 1998). LTP lasst sich auch chemisch durch die Gabe von TEA
(tetraethylammonium: ~ K'-Kanal  Blocker), erhdhte  extrazelluldre  Ca*-
Konzentrationen, DG (Diazylglyzerol) in einem Medium mit niedriger Mg*-
Konzentration, Noradrenalin, mGIuR-Agonisten (metabotrope
Glutamatrezeptoragonisten), G-Protein Aktivatoren, ,Platelet-activating Factor”, und
cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat), entweder in das Perfusionsmedium oder
direkt in die Zelle, induzieren. Die Hohe der induzierten LTP lasst sich durch die

Applikation von  Polyaminen, Arachidonsaure, NO, CO, Noradrenalin,
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Azetlycholinesterase-Inhibitoren, Hamoglobin, L-Arginin in das Perfusionsmedium
und veranderte extrazelluldre H*-Konzentrationen modulieren (Abel & Kandel, 1998;
Hawkins et al., 1998; Mayford & Kandel, 1999).

Wichtige Merkmale der NMDA-R abhangigen LTP an der Synapse zwischen CA3
Schaefferkollateralen und CA1 Pyramidenzellen im Hippokampus sind a)
Assoziativitdt und b) Selektivitat. Zeitnahe Aktivierung eines "starken" und eines
"schwachen" Eingangs bzw. Inputs zu postsynaptischen Neuronen fuhrt zur
Effizienzsteigerung der Synapsen, die vormals nicht in der Lage waren die
postsynaptischen Neurone Uberschwellig zu erregen (Assoziativitat, bzw.
heterosynaptische LTP). Benachbarte Eingange die wahrend der Aktivierung des
starken Eingangs keine nennenswerte Aktivitat aufwiesen oder hyperpolarisiert
waren, andern dagegen ihr synaptisches Gewicht nicht (Selektivitat), oder werden im
Gegenteil geschwécht (LTD, synaptische Langzeitdepression; Ubersicht bei Levenes
et al., 1998; McEachern & Shaw, 1996; Tsumoto, 1992).

LTP3 hat sowohl pra- als auch postsynaptische Konsequenzen (Agnihotri et al.,
1998): Préasynaptisch: A) erhOhte Transmitterfreisetzung pro Einzelimpuls, B)
Redistribution von Neurotransmittervesikeln zur aktiven Zone der Synapse, C)
perforierte Synapsen, D) Ubernahme von benachbarten Kontaktstellen die weniger
haufig genutzt werden, E) Erhdhung der Anzahl der synaptischen Kontakte durch
Kollateralbildung.

Postsynaptisch: A) Erhohung der AMPA- und NMDA Rezeptordichte, B) die AMPA-
R Leitfahigkeit bzw. Sensitivitat wird erhoht, C) NMDA-R Leitfahigkeit bzw.
Sensitivitat wird erhoht, weil die Mg®* Sensitivitdt sinkt, D) Auswachsen des
Dendritenbaums, E) Veranderungen des Zytoskeletts, F) mehr und breitere Spines,
G) Erhdhung der synaptischen Kontaktflache, H) LTD an benachbarten nicht-
zeitgleich zur LTP Induktion aktivierten Synapsen. |) Leitfahigkeitsmodulation von
spannungsabhangigen Kalium, Calzium, Chlorid und Natriumkanalen.

An den pra- und postsynaptischen Auswirkungen einer LTP-Induktion sind z.T.
unterschiedliche Mechanismen bzw. Ereigniskaskaden beteiligt:

Priasynaptisch: A) Ca?*-Calmodulinkineaseaktivierung, und B) Proteinkinease C
Aktivierung. A) und B) phosphorylisieren Vesikelproteine und modulieren die
Leitfahigkeit von spannungsabhangigen Kalium-, Kalzium-, Chlorid- und

Natriumkanalen.
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Postsynaptisch: A) NMDA-Rezeptoraktivierung und mGluR-Aktivierung flhrt zu
einem lokalen Anstieg der Ca®* Konzentration auch durch Freisetzung aus
intrazellularen Speichern (endoplasmatisches Retikulum via. IP3), B) Nach dem
Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration ([Ca®‘]i) werden eine Reihe von
Funktionsproteinen aktiviert: Calpain (Protease), Calcineurin (Phosphatase), PKC,
cAMP abhangige PKA, Calmodulin, CaMKIl, CaMKIV, Tyrosinkineasen, Gewebe
Plasminogenaktivator, Neurotrophine (BNDF, NT-3), und die Ras/MAP Kinease (Ras
(GTPase). Diese ist im Ruhezustand membranstandig und GDP-gebunden. Die
Aktivierung von Wachstumsfaktoren fuhrt zu einer Hemmung von SynGAP und
hiernach zu der Autophosphorylisierung an der Tyrosinresidue von Ras. Die aktive
GTP-Form von Ras aktiviert daraufhin eine zytosolische Proteinkaskade. Diese
Proteine wiederum aktivieren finale Effektorkineasen ERK-1 und ERK-2 (MAP-
Kineasevertreter)). C) Aktivierung von retrograden Botenstoffen die postsynaptisch
synthetisiert aus der Zelle herausdiffundieren und in die prasynaptische
Axonterminale hineindiffundieren. 1. NO: nNOS, und eNOS katalysieren die
Konversion von L-Arginine in L-Citrulilin und NO nach Aktivierung durch Ca*-
Calmodulin und einer Reihe von Kofaktoren. 2. CO: Ham-Oxygenase katalysiert die
Konversion von Ham in Biliverdin und CO. 3. Arachidonsaure: Phospholipide der
Plasmamembran werden durch PLA; in Arachidonsaure umgewandelt (hach mGIuR:
Quisqualat-B Rezeptoraktivierung) (Abel & Kandel, 1998; Agnihotri et al., 1998;
Hawkins et al., 1998; Levenes et al., 1998; Lu et al., 1999; Massicotte & Baudry,
1991; McEachern & Shaw, 1996; Roberson et al., 1996; Tsumoto, 1992).

Der NMDA-Rezeptor funktioniert als eine Art Koinzidenzdetektor, d.h. er ist in der
Lage, zeitgleiche pra- und postsynaptische Aktivitat zu detektieren und leitet sowohl
pra- als auch postsynaptisch Veranderungen ein die die synaptische Effizienz
steigern (Lynch, 1986). Postsynaptisch werden durch Anregung der Genexpression
strukturelle Veranderungen, infolge von vermehrter Proteinbiosynthese und/oder
Phosphorylisierungs- Dephosphorylisierungsprozessen von Funktionsproteinen,
eingeleitet. Prasynaptisch kommt es, moglicherweise durch Aktivierung retrograder
Botenstoffe, zu Veranderungen in der prasynaptischen Transmitterfreisetzung.
Assoziationen zwischen Reizen, die in neuronalen Schaltkreisen kodiert werden,
werden u.U. erst durch diese Faszilitierung der SignalUubertragung ermoglicht. Die
Applikation von NMDA-Rezeptorantagonisten reduziert dosisabhangig die

Induzierbarkeit von LTP an Hirnschnitten und verschlechtert in vivo die Akquisition
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von Lernaufgaben im Tiermodell (Morris et al., 1986). Des weiteren wurden NMDA-
Rezeptoralterationen auch im Zusammenhang mit kognitiven Beeintrachtigungen, die
mit neurodegenerativen/psychiatrischen und neurokonvulsiven Erkrankungen, wie
z.B. der Schizophrenie, Depression, Epilepsie, Morbus Alzheimer und der
parkinsonschen Krankheit einhergehen, diskutiert (Choi et al., 1988; Heresco-Levy &
Javitt, 1998; Lipton & Rosenberg, 1994). lonotrope, d.h. ligandenabhangige NMDA-
Rezeptoren setzen sich bei der Maus, wie auch beim Menschen, aus einer
essentiellen NMDA-NR1-Untereinheit (die genetische Inaktivierung dieser Einheit im
gesamten Organismus fuhrt zur pranatalen Letalitat, Forrest et al., 1994, Li et al.,
1994), und mindestens einer NMDA-NR2(A-D)-Einheit zusammen, die in
Abhangigkeit von der Hirnregion und im Laufe der Ontogenese distinkte
Expressionsmuster und physiologische Funktionen aufweisen (Nakanishi et al., 1994;
Monyer et al., 1994; Charton et al., 1999). Jede Untereinheit wird durch ein separates
Gen kodiert. In Abhangigkeit von der Zusammensetzung des NMDA-
Rezeptorkomplexes andern sich auch seine kinetischen-, Permeabilitats-,
Ligandenbindungs-, sowie Desensitisierungseigenschaften, wie auch die Amplitude
der postsynaptisch induzierten Depolarisation nach Aktivierung und ihre Mg2+
(Magnesium)-Sensitivitat; allesamt Faktoren, die die Fahigkeit zur synaptischen
Plastizitat des jeweiligen Neurons, die durch den NMDA-Rezeptor vermittelt wird,
beeinfluBen konnen. Langandauernde Veranderungen der synaptischen
Transmission als neuronale Basis von Lernvorgangen sind, wie oben schon
angedeutet, auch von der Funktionalitat des NMDA-Rezeptors abhangig. Der Anstieg
der intrazelluldren Ca®" (Calcium)-Konzentration nach NMDA-Rezeptoraktivierung,
leitet, im Rahmen von synaptischer Plastizitat, essentielle Second Messenger
Kaskaden ein, und steuert u.a. die Aktivierung der Ca*/Calmodulin abhéngigen
Proteinkinease 2 (CaMKIl), die ihrerseits an die C-Terminalen der NMDA-NR1- und
NMDA-NR2B Untereinheiten des NMDA-Rezeptormolekulkomplexes, aber nicht an
andere Untereinheiten bindet (Leonard et al., 1999, Omkumar & Kiely, 1996). Das
Enzym CaMKIl nimmt, im Rahmen der synaptischer Plastizitat, eine herausragende
Stellung ein, und phosphorylisiert sowohl den NMDA-Rezeptor wie auch AMPA-
Rezeptoren (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole proprionate-receptors=
Glutamatrezeptoren). Phosphorylisierte NMDA und AMPA Rezeptoren konnen sich in
die Zellmembran eingliedern. CaMKIl ist somit an der Erhohung der

postsynaptischen Rezeptordichte und damit auch an der gesteigerten
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eingangsselektiven Erregbarkeit der Zelle nach LTP beteiligt (Barria et al., 1997).
AMPA-Rezeptoren gewahrleisten die Uberdauernde Aufrechterhaltung der nach
NMDA-Rezeptoraktivierung eingeleiteten Erhohung der Effizienz der synaptischen
Ubertragung (Malinow et al., 1989, Mayford et al., 1995).

Fir CaMKII-Knockoutmause konnte eine Beeintrachtigung sowohl von
Hippokampus-LTP wie auch der rdumlichen Lernbefahigung im Morris Water-Maze
nachgewiesen werden (Silva et al., 1992a; Silva et al., 1992b). Neben CaMKIl ist
auch das Adaptorprotein PSD-95, das selbst keine enzymatische Aktivitat aufweist
und Protein-Protein Interaktionen mediiert, an die C-Termini der NMDA-NR1- und
NMDA-NR2B Einheiten gebunden (Migaud et al., 1998). Dieses Adaptorprotein hat
u.a. die Funktion, den NMDA-Rezeptor mit diversen Funktionsproteinen zu
assoziieren (Kornau et al., 1995). nNOS beispielsweise ist ein Ca®*/Calmodulin-
aktiviertes Enzym, das ein membranpermeables Gas, Stickoxid (NO), synthetisiert
(Brenman et al., 1996). NO wurde im Zusammenhang mit der LTP als postsynaptisch
produzierter retrograder Botenstoff diskutiert, der in die prasynaptische
Axonterminale hineindiffundiert und dort via Aktivierung von cGMP (zyklisches
Guanosinmonophosphat) die prasynaptische Transmitterfreisetzung auf einen
Einzelimpuls hin, nach hochfrequenter tetanischer Reizung, erhéht (Arancio et al.,
1996).

1.3.3 NMDA-Rezeptoruntereinheiten: Physiologie, hirnregionale Verteilung und

funktionale Aspekte

1.3.3.1 Die NR1-Untereinheit

Acht verschiedene Isoformen bzw. Varianten der NR1 Untereinheit (A-H) wurden
bislang identifiziert (Anantharam et al., 1992). Diese Varianten entstehen durch
posttranskriptionale Modifikation der NR1 mRNA. Unterschiede zwischen den
sogenannten ,Splice variants® finden sich in den Exonen 5 (bestimmt die An- oder
Abwesenheit eines N-Terminals NHy~), 21 (C1-Terminal ~COOH), und 22 (C2-
Terminal) (Bestimmen die An- oder Abwesenheit von zwei C-Terminalen) (Behe et
al., 1995; Durand et al., 1993; Hollmann et al., 1993). Die Kanalblockerbindungsstelle
von NR1-Splicevarianten liegt in der membranstandigen M2 und M3 Region (welche

die Ausrichtung des lonenkanals determinieren, Ferrer-Montiel et al., 1995), sich
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aber zwischen den Splicevarianten nicht unterscheiden (Sugihara et al., 1992).
Deshalb haben alle NR1-Varianten dieselbe pharmakologische Sensitivitat. Dagegen
haben die Gene der NR2 Untereinheiten unterschiedliche Residuen in der Region,
die fur die Kanalblockerbindungsstelle kodiert (Kutsuwada et al., 1992, Monyer et al.,
1992) und demzufolge auch andere Affinitaten far Kanalblocker, wie z.B.
Phencyclidin (PCP) oder Dicocilpin (MK-801). Die C-Terminale der NR1 aber auch
der NR2 Untereinheiten kdnnen durch Kineasen (CaMKIl; PKC, PKA, Tyrosinkinease
Src etc.) phosphorylisiert werden. Diese Phosphorylisierung fuhrt u.a. zu einer
Potenzierung der Kanaldffnungsfrequenz und oder Offnungswahrscheinlichkeit bei
Anbindung von Glutamat und Glycin. Die C-Terminale sind also u.a. wichtig fur die
Regulation der Kanalleitfahigkeit des NMDA-R (Kim & Huganir et al., 1999).

Die NR1 Splicevarianten weisen regional unterschiedliche Expressionsmuster auf,
deren hirnregionsspezifische Expressionsrate sich im Laufe der Hirnentwicklung
verandert (Laurie & Seeburg, 1994). Im Kortex und Hippokampus findet sich
hauptsachlich NR1A bzw. NR1-011 und NR1E bzw. NR1-000 (Sugihara et al., 1992;
Zhong et al.,, 1995; Laurie & Seeburg, 1994). NR1-011 z.B. hei3t in diesem
Zusammenhang, dall das Protein kein N-Terminal (0) aber zwei C-Terminale (11)
aufweist. Im adulten Cerebellum wurde hauptsachlich NR1G bzw. NR1-100 gefunden
(Sugihara et al., 1992). Diese regionsspezifischen Variationen sind moglicherweise
Ausdruck der unterschiedlichen Funktionen, die NMDA-R in verschiedenen
Hirnregionen erfullen midssen, und deuten darauf hin, daf® nicht nur die NR2 und
NR3 Untereinheitszusammensetzung des NMDA-R fir die biophysischen
Eigenheiten eines NMDA-R verantwortlich ist, sondern, dalk auch die jeweiligen NR1-
Splice Varianten der NMDA-R diese Charakteristika mitdeterminieren. Es ist noch
nicht bekannt, ob die einzelnen NR1 Varianten unterschiedliche Affinitaten zu den
NR2 und/oder NR3 Untereinheiten aufweisen, entsprechende Forschungsvorhaben
sind jedoch in Vorbereitung (PD Dr. Ulrich Eisel, Universitat Stuttgart, persdnliche
Mitteilung). Eine NR1 cDNA Transfektion von Xenopus Oozyten fuhrt zur Ausbildung
von funktionalen NMDA-R; jedoch mit nur geringer Leitfahigkeit (Nakanishi et al.,
1992); vermutlich durch die Bildung von heteromeren Rezeptoren mit noch nicht
identifizierten endogenen NR2 Untereinheiten (Soloviev et al., 1996). Nach NR1
cDNA Transfektion von Saugertierexpressionszelllinien werden jedoch keine
funktionalen NMDA-R gebildet (Chazot et al., 1992).
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NR1-/- Knockoutmause sterben neonatal, infolge von Entwicklungsaberrationen in
lebenswichtigen Hirnstammzentren (Forrest et al., 1994; Li et al., 1994). Wenn der
NR1 Knockout auf die CA1 Region des Hippokampus beschrankt wird, sind die
Mause allerdings lebens- und fortpflanzungsfahig. Konditionale CA1-NR1-/- Mause
weisen in der CA1 Region (elektrophysiologische Messungen im Gyrus dentatus
waren normal) keine NMDA-R mediierten EPSC’s, defiziente synaptische
Langzeitpotenzierung (100 Hz fur 1s) und synaptische Langzeitdepression (1 Hz fur
10 Min) auf. Die CA1-NR1-/- Mause zeigten zudem beeintrachtigtes raumliches
Lernen in einer Morris Water-Maze Aufgabe (Tsien et al., 1996). Die raumliche
Spezifitat hippokampaler Ortszellen war bei CA1-NR1-/- Mausen schwacher
ausgepragt (McHugh et al, 1996). CA1-NR1-/- Mause hatten weiterhin
Gedachtnisdefizite in einer Objektwiedererkennungsaufgabe, einer
Geruchsdiskriminationsaufgabe, und einer Furchtkonditionierungsaufgabe. Diese
Defizite konnten nach zweiwdchiger Haltung in einer angereicherten Umgebung
wieder egalisiert werden (Rampon et al., 2000). Mittels eines induzierbaren CA1-NR1
Knockout, bei dem das Gen nach belieben an- und wieder abgeschaltet werden
kann, konnte gezeigt werden, dal NMDA-R in der CA1 Region des Hippokampus fur
die Gedachtniskonsolidierung nach einer Lernepisode kritisch sind (Shimizu et al.,
2000). Damit 1aRt sich zusammenfassend sagen, dall CA1-NMDA-Rezeptoren nicht
nur fur das anfangliche Lernen diverser Lernaufgaben von Bedeutung sind, sondern
auch fur die Post-training Konsolidierungsphase, die unmittelbar nach dem Training
beginnt und mindestens eine Woche anhalt kritisch sind (Shimizu et al., 2000).
Kirzlich wurde auch eine CA3 spezifische NR1 Knockout Maus erzeugt. Diese Tiere
wiesen normales raumliches Lernvermogen auf, waren allerdings beim Abruf von
Gedachtnisinhalten beeintrachtigt, wenn nur wenige diskriminative Hinweisreize der
ursprunglichen Lernsituation dargeboten wurden bzw. wenn die urspringliche
Lernsituation leicht variierte (Nakazawa et al., 2003). Damit laflt sich folgern, dal}
NMDA-R in der CA1-Region offenbar fur die Ausbildung raumlicher und
nichtraumlicher Gedachtnisinhalte kritisch sind, wogegen NMDA-R in der CA3
Region flr den Abruf von raumlichen und madglicherweise nichtraumlichen

Gedachtnisinhalten unter erschwerten Bedingungen relevant sind.
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1.3.3.2 Die NR2A-Untereinheit

Die NR2A Expression im Gehirn ist, ebenso wie die der obligatorischen NR1
Untereinheit, ubiquitdr und beginnt nach dem postnatalen Tag 7 (P7) und erreicht ihr
Plateau bei P12-21 (Monyer et al., 1994; Sheng et al., 1994). Quantitativ betrachtet
ist die NR2A Expression im Vergleich mit den anderen NR2 Untereinheiten am
starksten. cDNA Zelltransfektionsstudien haben gezeigt, dall NR1-NR2A-
Rezeptoren, im Vergleich mit anderen NMDA-R Typen, schnell anwachsende und
deaktivierende bzw. zerfallende Kanalstrome (EPSC’s), unabhangig von der NR1-
splice Variante, mit der sie assoziiert sind, aufweisen. Der NR1-NR2A Rezeptortyp
erholt sich auch schneller von einer Desensitivierung (infolge einer andauernden
Agonistenwirkung am Rezeptor bzw. nachdem hohe intrazellulare Konzentrationen
von Ca®** entstanden sind) als z.B. NR1-NR2B Kanile (Vincini et al., 1998).
Charakteristisch fur den NR1-NR2A Typ ist weiterhin eine hohe lonenleitfahigkeit
(Ebrazilide et al., 1996), hohe Mg?*-Sensitivitat (Kutsuwada et al., 1992) und eine
niedrige Glycin-Sensitivitat (Kutsuwada et al., 1992). Das NR2A Protein ist, ebenso
wie das NR2B Protein, am C-Terminal mit den postsynaptischen Adapterproteinen
PSD-93 und PSD-95 (bindet nNOS, Brenman et al., 1996) assoziiert (Kornau et al.,
1995; Sans et al., 2000).

NR2A-/- Mause haben reduzierte NMDA-R mediierte EPSC’s und hohere LTP-
Induktionsschwellen in der CA1-Region. Diese elektrophysiologischen Aberrationen
gehen mit verschlechtertem Water-Maze Lernen einher (Sakimura et al., 1995).
Allerdings sind die LTP Defizite von NR2A-/- Mausen nach starkerer Tetanisierung
bzw. bei hoheren Reizstarken nicht mehr zu beobachten (Kiyama et al., 1998).
NR2A-/- Mause zeigen auch eine verschlechterte Kontext-Furchtkonditionierung auf
(Kiyama et al., 1998). Interessanterweise fuhrt die Deletion des intrazellularen C-
Terminals, das mit den PSD-Proteinen interagiert, zum selben Phanotyp, wie ein
klassischer NR2A-knockout (Sprengel et al., 1998). NR2A-/- Mause weisen zudem
einen erhdhten Dopamin- und Serotoninmetabolismus im frontalen Kortex und im
Striatum auf (Miyamoto et al., 2001) und zeigen erhdhte Lokomotion und vertikale
Aktivitat in einer neuen Umgebung (Miyamoto et al., 2001). Allerdings wurde auch
berichtet, dal} exploratives Verhalten im Offenfeld bei NR2A-/- Mausen unverandert
ist (Kadotani et al., 1996). Latentes Lernen ist in NR2A-/- Mausen beeintrachtigt

(Miyamoto et al., 2001). In Bezug auf motorische Funktionen wurde gefunden, dafl
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NR2A C-Terminal Knockout Mause ataxisch sind (Sprengel et al., 1998) und dal}
NR2A-/- Mause reduzierte zerebellare NMDA-R mediierte EPSC’s in Kdrnerzellen
aufweisen (Kadotani et al., 1996). Funf bis sechs Wochen alte NR2A-/- Mause
zeigten jedoch keine motorischen Defizite im Rotarodtest auf (25 RpM, nicht
akzelerierend) (Kadotani et al., 1996). In Bezug auf synaptische Plastizitat, wie auch
hinsichtlich Lern- und Gedachtnisfunktionen, wirkt sich ein NR2A Knockout also
ahnlich wie ein CA1-spezifischer NR1 Knockout aus, so dal® davon auszugehen ist,
dall die NR2A Untereinheit des NMDA-R fur dessen Koinzidenzdetektorfunktion,

ebenso wie die NR2B Untereinheit (siehe folgenden Abschnitt), kritisch ist.
1.3.3.3 Die NR2B-Untereinheit

Die NR2B Untereinheit wird im adulten Gehirn hauptsachlich in Vorderhirnstrukturen
exprimiert. Man findet hohe Expressionsraten im embryonalen und juvenilen Gehirn,
danach jedoch einen kontinuierlichen Abfall. Im adulten Gehirn wird die NR2B
Untereinheit jedoch immer noch starker exprimiert als die NR2C oder NR2D
Untereinheiten. Im Zerebellum ist die NR2B mRNA an P1 maximal und zwischen P21
und P28 nicht mehr reliabel zu detektieren (Akazawa et al., 1994; Zhong et al.,
1995). NR1-NR2B-Rezeptoren haben langsam anwachsende und deaktivierende
Kanalstrome (EPSC’s) und deshalb langer andauernde EPSP’s als NR1-NR2A
Rezeptoren (Chen et al., 1999; Monyer et al., 1994; Vincini et al., 1998). Auch weist
der NR1-NR2B Typ eine hdhere Mg?*-Sensitivitit (Kuner & Schopfer, 1996;
Kutsuwada et al., 1992), Glycinsensitivitat (Kew et al., 1998; Kutsuwada et al., 1992),
Glutamataffinitat (Kutsuwada et al., 1992; Priestley et al., 1995), wie auch
Polyaminsensitivitat (Lynch et al., 1995) und geringere Anfilligkeit fir (Ca*)i-
induzierte Desensitivierungen (Krupp et al., 1996; Monyer et al., 1994), als der NR1-
NR2A Typ, auf. Am C-Terminus der NR2B Untereinheit finden sich Bindungsstellen
fur autophosphorylysiertes CaMKII (Strack & Colbran, 1998, Strack et al., 2000) und
PSD-95 (Kornau et al., 1995; Sans et al., 2000). Triheteromere NR1-NR2A-NR2B
Kanale wurden in situ beschrieben (Sheng et al., 1994). Quantitative Co-
Immunoprecipitationsstudien deuten darauf hin, dald ca. 60 % aller kortikalen NMDA-
R vom NR1-NR2A-NR2B Typ sind (Luo et al., 1997).

Hippokampale Hirnschnitte von neonatalen NR2B-/- Mausen weisen keine NMDA-

mediierten synaptischen Antworten und erhdéhte LTP-Schwellen auf (offenbar ist die
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NR2B Untereinheit kritisch flr die Ausbildung des lonenkanals und/oder der
synaptischen Lokalisation von NMDA-Rezeptoren) (Ito et al., 1997; Kutsuwada et al.,
1996). NR2B-/- Mause konnten jedoch nicht verhaltenscharakterisiert werden, weil
sie perinatal sterben bzw. infolge eines abwesenden Saugreflexes verhungern
(Kutsuwada et al., 1996). Auch ein NR2B C-Terminal Knockout fuhrt zu perinataler
Letalitat (Mori et al., 1998). In Bezug auf elektrophysiologische Messungen fihrt die
Deletion des intrazellularen C-Terminals, das mit der PSD interagiert zum selben
Phanotyp wie ein NR2B-Knockout (Sprengel et al., 1998). Mause, die die NR2B
Untereinheit in Vorderhirnstrukturen verstarkt exprimieren, sind, im Gegensatz zu
einem NR2B Knockout, lebensfahig. NR2B Tg Mause weisen hohere NMDA-R
mediierte EPSP’s in der CA1-Region und reduzierte LTP-Schwellen (10-100 Hz, 1s)
auf (Tang et al., 1999). Allerdings fand man auch erhdhte NR1 Expressionsraten im
Kortex und im Hippokampus (Tang et al., 1999). Die NR2B Tg Mause zeigten eine
beschleunigte Akquisition und Extinktion einer kontextuellen
Furchtkonditionierungsaufgabe,  verbessertes = Objektgedachtnis und  eine
beschleunigte Akquisition einer Morris Water-Maze Aufgabe (Tang et al., 1999).
Diese Lern- und Gedachtnissteigerung fand sich auch noch in der 12. Generation
(Tang et al.,, 2001). NR2B Tg Mause =zeigten auch starkere chronische
Schmerzreaktionen 55 bis 120 Minuten nach peripherer Injektion von Formalin in die
Hinterpfote auf (Wei et al., 2001). Im Gegensatz zu Kontrollmausen fluhrte eine
angereicherte Lebensumwelt nicht zu einer Verbesserung von Lern- und
Gedachtnisleistungen von NR2B Tg Mausen, gemessen anhand einer Kontext-
Furchtkonditionierungsaufgabe (Tang et al., 2001). NR2B Tg Mause unterscheiden
sich nicht von Wildtypmausen im Offenfeld (Tang et al., 1999).

Die Studien, die mit NR2A und NR2B Mausmutanten durchgefuhrt worden sind,
suggerieren, daf® diese Untereinheiten dem NMDA-R die geeigneten
elektrophysiologischen Eigenschaften verleihen um als Koinzidenzdetektoren

fungierend erfahrungsabhangige synaptische Plastizitat in vivo zu mediieren.

1.3.3.4 Die NR2C-Untereinheit

Die NR2C mRNA Expression beginnt erst postnatal und wurde in der Retina (Goebel
& Poosch, 1999), im frontalen Kortex (Kuehl-Kovarik, et al., 2000), dem Gyrus
dentatus (Lin et al., 1996), dem medialen Septum (Plant et al., 1997), im
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Hippokampus (Rafiki et al., 2000), der Amygdala (Karst et al., 2002), dem Striatum
(Beas-Zarate et al., 2002), dem Thalamus (Pollard et al., 1993), dem Hypothalamus
(Goebel & Poosch, 1999), der Substantia nigra pars compacta (Lin et al., 1996), dem
Colliculus inferior und superior (Goebel & Poosch, 1999), im Hirnstamm, den
Vestibularkernen (Lin et al., 1996), dem Zerebellum (Zhong et al., 1995), im
entorhinalen (Linden et al.,, 2001), olfaktorischen, visuellen, motorischen und
parietalen Kortex (Sun et al., 2000) gefunden. In der Peripherie wird die NR2C
MmRNA im Herzen, Skelettmuskel und der Bauchspeicheldrise exprimiert. Jedoch
wurde keine NR1 mRNA in diesen Strukturen gefunden (Kuehl-Kovarik, et al., 2000),
so dal} in der Periphere wohl keine funktionalen NMDA-R ausgebildet werden. Die
NR2C mRNA wird im Hippokampus erstmalig zwischen P3 und P14 exprimiert, und
findet sich im Stratum radiatum, Stratum oriens, der Pyramidenzellschicht und in
gabaergen Interneuronen (Pollard et al., 1993; Rafiki et al., 2000; Ritter et al., 2002).
Die Expressionsrate erreicht ein Plateau zwischen P20 und P28 (Ritter et al., 2002;
Zhong et al., 1995) und wird auch um P60 und spater noch gefunden (Beas-Zarate et
al., 2002; Goebel & Poosch, 1999; Lin et al., 1996; Rafiki et al., 2000). Nach Ritter
und Mitarbeitern, (2002) wird die NR2C mRNA an P3 im Hippokampus zunachst
relativ stark exprimiert, fallt dann aber unter das neonatale Niveau ab und erreicht
adulte NR2C-Konzentrationen ab P20. Zwischen P1 und P35 wird NR2C am
starksten in der CA1 Region des Hippokampus exprimiert.

Weil das NR2C Protein in diversen Hirnregionen keine laminare Organisation
aufweist, sind NR2C positive Zellen nur vereinzelt und nicht konzentriert
auszumachen (Monyer et al.,, 1994; Rudolf et al., 1996; Scherzer et al., 1998).
Dieser Umstand erklart moglicherweise negative Befunde bezuglich der Expression
von NR2C im adulten Hippokampus von Nagetieren (Guilarte & McGlothan, 1998,
Ikeda et al., 1995; Kutsuwada et al., 1992; Meguro et al., 1992; Monyer et al., 1992;
Scherzer et al., 1998; Thompson et al., 2002). Im Allgemeinen mul® man festhalten,
dal} in situ Hybridisierungsstudien zwar nutzlich sind, um Hinweise zu erhalten, ob
eine NMDA-Untereinheit in einem bestimmten Zelltyp potenziell exprimiert werden
kann; die Abwesenheit der mRNA einer NR2 Untereinheit, besonders in kleinen
Zellen oder solchen, die in einer gegebenen Hirnstruktur eine geringe Dichte haben,
kann aber nicht als Evidenz fur die vollige Abwesenheit dieser Untereinheit
angesehen werden. Umgekehrt kann aufgrund des Vorhandenseins einer mRNA

nicht auf eine entsprechende Proteinsynthese einer Untereinheit oder deren
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Eingliederung in funktionale membranstandige NMDA-R geschlossen werden (Cull-
Candy et al., 1998). Es existiert haufig keine proportionale Beziehung zwischen der
Quantitat einer mRNA und der Expressionsrate des zugehorigen Proteins. Auch kann
die Translation einer mRNA in das zugehorige Protein zeitlich verzogert sein, d.h.
dal die mRNA in einer gegebenen Hirnregion durchaus detektiert werden kann, aber
der Nachweis des Proteins nicht gelingt (Goebel & Poosch, 1999; Wenzel et al.,
1997). Phaeochomozytomzellen und Neuroblastomzellen in Kultur weisen z.B.
MRNA fir NMDA-R Untereinheiten auf, nicht jedoch die entsprechenden Proteine
(Kopke et al., 1993; Sucher et al., 1993). Niedrige NR2C mRNA Konzentrationen im
Vorderhirn sind u.U. auf eine unzureichende Stabilitit der mRNA wahrend
bestimmter Praparationsprotokolle zuruckzufuhren (Pollard et al., 1993). Der
Proteinnachweis einer NR2 Untereinheit gestaltet sich durch mangelnde Spezifitat
der Antikorper noch schwieriger und ist deshalb noch weniger verlasslich, als die
mRNA Analyse.

NR1-NR2C-Rezeptoren haben langsam deaktivierende Kanalstrome (EPSC’s)
(Vincini et al., 1998), weisen niedrige spannungsabhangige Mgz+—Sensitivitét auf
(Kuner & Schoepfer, 1996; Monyer et al., 1992) und werden bei einer
Membrandepolarisation auf —35 mV schon maximal aktiviert (wogegen der NR1-
NR2B oder NR1-NR2A Typ erst bei —25 mV maximal aktiviert wird; Kuner &
Schoepfer, 1996). Auch weist der NR1-NR2C Typ eine hohere Glycinsensitivitat als
der NR1-NR2A Typ auf (Stern et al., 1992); hat eine niedrigere Leitfahigkeit als der
NR1-NR2A oder NR1-NR2B Typ (Stern et al., 1992); eine niedrige Glutamat
Sensitivitat (Kutsuwada et al.,, 1992); weist eine niedrige Sensibilitat flr eine
spannungsabhangige Zn?* Inhibition auf (Krupp et al., 1996) und ist weniger anfallig
fur eine agonistinduzierte Desensitivierung als der NR1-2A Typ (Monyer et al., 1994).
cDNA Zelltransfektionsstudien haben gezeigt, dald NR2A und NR2C gemeinsam mit
NR1 Untereinheiten funktionale NMDA-R bilden, sich jedoch in ihren biophysischen
Eigenschaften von diheteromeren NR1-NR2A und NR1-NR2C Rezeptoren
unterscheiden  (Wafford et al, 1993). Allerdings hat man mit
Antikoérperablagerungsstudien im Zerebellum noch keine tri-hereromeren NR1-NR2A-
NR2C Rezeptoren nachweisen kdnnen (Didier et al., 1995).

NR2C-/- Mause wurden noch nicht in Hinblick auf Lern- und Gedachtnisprozesse
oder emotionale Prozesse untersucht. Da die NR2C Untereinheit in adulten Mausen

hauptsachlich im Zerebellum exprimiert wird, konzentrierten sich die ersten Arbeiten
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mit NR2C-/- Mausen auf die Elektrophysiologie des Zerebellums und allgemeine
motorische Funktionen. Im Kleinhirn wird ein einzigartiges Expressionsmuster von
NMDA-R Untereinheiten beobachtet (Cathala et al., 2000; Monyer et al., 1994).
Perinatal und wahrend der ersten zwei Wochen postnatal exprimieren Kornerzellen
im Zerebellum hauptsachlich die NR1 und die NR2B Untereinheit. Die NR2A
Untereinheit ist pranatal abwesend und beginnt innerhalb der ersten Woche
postnatal anzusteigen. Die NR2C Expression dagegen startet erst nach der zweiten
Woche postnatal und erreicht in Kornerzellen ein Plateau nach dem ersten
Lebensmonat. Im selben Zeitraum wird die NR2B Expression reduziert und wird nach
der dritten Woche ganzlich eingestellt (Dingledine et al., 1999; Hatten, 1999;
Hollmann & Heinemann, 1994). Im adulten Zerebellum der Maus finden sich in
Koérnerzellen also nur die NR1, NR2A und NR2C Untereinheiten, wobei di- und
trineteromere Rezeptortypen beschrieben wurden (Sircar et al., 1996; Zhong et
al.,1995). NR2C-/- Mause weisen reduzierte zerebellare AMPA EPSC’s (Ebralidze et
al., 1996) und zeitlich reduzierte zerebellare NMDA-R mediierte EPSC’s mit hdherer
Amplitude in Kornerzellen auf (Ebralidze et al., 1996; Kadotani et al., 1996). FUnf bis
sechs Wochen alte NR2C-/- Mause zeigten allerdings keine motorischen Defizite im
Rotarodtest (25 RpM, nicht akzelerierend) (Kadotani et al., 1996) und exhibierten
normales Explorationsverhalten im Offenfeld (Kadotani et al., 1996). Ebenso zeigten
NR2A-/- Mause keine Defizite im Rotarodtest auf. Nur fur 5-6 Wochen alte NR2A/2C-
/- Doppelknockoutmause wurden motorische Defizite im Rotarodtest (25 RpM, nicht
akzelerierend) (Kadotani et al., 1996) und reduzierte vertikale aber nicht horizontale
Aktivitat im Offenfeld gefunden (Kadotani et al., 1996). Trotz der starken Expression
der NR2C Untereinheit im Zerebellum hat ein isolierter NR2C Knockout folglich
keinen Einflud auf motorische Funktionen und kann durch die NR2A Untereinheit
kompensiert werden. Offenbar ist die Anwesenheit der NR2A Untereinheit im
Zerebellum ausreichend um grundlegende motorische Funktionen

aufrechtzuerhalten.

1.3.3.5 Die NR2D-Untereinheit

Die NR2D mRNA wird im Embryonalstadium und zwischen P1-7 im Zerebrum (in
kortikalen Interneuronen; Standaert et al., 1996) und im Dienzephalon exprimiert, ist

danach aber nicht mehr reliabel zu detektieren (Watanabe et al., 1992), kommt also
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im adulten Nagerhirn nur in geringen Mengen vor. Der NR1-NR2D Rezeptortyp weist
eine niedrige spannungsabhangige Mg?*-Sensitivitat auf (Kuner & Schoepfer, 1996);
hat langsam deaktivierende Kanalstrome (Vincini et al., 1998) und eine niedrigere
lonenleifahigkeit als solche, die die NR2A oder NR2B Untereinheiten aufweisen
(Cull-Candy et al., 1998). Diese Eigenschaften ahneln denjenigen der NR2C
Untereinheit. NMDA-R, die die NR2D Untereinheit aufweisen, haben die hochste
Glutamat und Gyzinaffinitat im Vergleich zu anderen NR2 Untereinheiten (lkeda et
al.,, 1992). Der NR1-NR2D Typ wird schon bei —35mV Depolarisation maximal
aktiviert, wogegen der NR1-NR2B Typ erst bei —25mV maximal aktiviert wird (Kuner
& Schoepfer, 1996). Zwei verschiedene Isoformen des NR2D Proteins NR2D4 und
NR2D, wurden gefunden (Ishii et al., 1993).

Adulte NR2D-/- Mause weisen reduzierte NR1-Protein Konzentrationen im frontalen
Kortex und im Striatum, nicht jedoch im Hippokampus und Thalamus auf (Miyamoto
et al., 2002). NMDA-R im Vorderhirn von 3 Monate alten NR2D-/- Mausen weisen
nach NMDA-Stimulierung weniger Ca**-Einstrom und [3sH*] MK-801 Anbindung auf
(Miyamoto et al.,, 2002). Juvenile NR2D-/- Mause (P26-P28) zeigten reduzierte
Spontanaktivitdt, aber keine erhohte Angstlichkeit, verglichen mit heterozygoten
NR2D+/- Mausen (lkeda et al., 1995). Adulte NR2D-/- Mause weisen dagegen
weniger Angstlichkeit im Elevated Plus-Maze (EPM) und im Light-Dark Test, sowie
weniger Immobilitat im Forced Swim Test (eine einzige Darbietung) und reduzierte
horizontale und vertikale Aktivitat in einer neuen Umgebung auf (30 Min. Test)
(Miyamoto et al., 2002). Der NR2D Knockout fuhrte auch zu einer sehr
umfangreichen Stérung der monoaminergen Systeme im Gehirn. Adulte NR2D-/-
Mause haben weniger Dopamin, mehr Homovanilinsaure, und mehr 5-Hydroxyindol
Saure im frontalen Kortex; weniger Noradrenalin, mehr Dihydrophenylsaure, mehr
Homovanilinsaure, mehr Serotonin und 5-Hydroxyindol Saure im Striatum; weniger
Noradrenalin, weniger Dopamin, weniger Dihydrophenylsaure,  weniger
Homovanilinsaure, weniger Serotonin, und weniger 5-Hydroxyindol Saure im
Hippokampus (Miyamoto et al., 2002). NR2D Tg Mause (Uberexpression der NR2D
Untereinheit im Vorderhirn durch einen vorderhirnspezifischen CaMKIlla-Promotor)
haben kleinere NMDA-R mediierte EPSC Amplituden und langere Zerfallszeiten des
EPSP und eine reduzierte NR2B mRNA Expression (Okabe et al., 1998). Adulte
NR2D Tg Mause weisen hippokampale LTP- und juvenile LTD (1-5 Hz Stimulation)
Defizite auf (Okabe et al., 1998). NR2D Tg Mause zeigen auch weniger explorative
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Aktivitat im Offenfeld (Okabe et al., 1998), haben aber keine motorischen Defizite auf
einem akzellerierenden Rotarod (4-40 RpM Uber 5 Min) (Okabe et al., 1998). NR2D
Tg Mause weisen auch keine Defizite in einer Water-Maze Aufgabe auf (Okabe et al.,
1998). Diese z.T. dramatischen neurophysiologischen und Veraltensaberrationen
kénnen jedoch nicht als Evidenz fur eine aktive Rolle von NR1-NR2D Rezeptoren im
adulten Gehirn bei diesen Prozessen angesehen werden, weil die NR2D Untereinheit
stark in die Ontogenese des Gehirns involviert ist und somit diese Effekte z.T. auch
auf periphere Entwicklungsstérungen und/oder eine abnorme Hirnentwicklung

zuruckgefuhrt werden kdnnen.
1.3.3.6 Die NR3A-Untereinheit

Die NR3 Untereinheiten formen keine funktionalen diheteromere NR1-NR3
Rezeptoren und sind wahrscheinlich dominant-negative regulatorische Elemente in
trineteromeren NMDA-R Komplexen, die auch NR2 Untereinheiten aufweisen
(Ciabarra et al., 1995; Sucher et al., 1995; Das et al., 1998).

NR3A-/- Mause weisen erhdohte NMDA-R mediierte Anworten und vermehrte
Dornenfortsatze in neonatalen zerebrokortikalen Neuronen auf (Das et al., 1998).
Wenn NR3A zusammen mit NR1 und NR2 Untereinheiten tri-heteromere NMDA-R
bilden, ist die Leitfahigkeit der NMDA-R reduziert; dies erfolgt durch Senkung der
Offnungswahrscheinlichkeit, aber nicht der Offnungsdauer des integrierten Ca?*
Kanals (Ciabarra et al., 1995; Sucher et al., 1995; Das et al., 1998).
Bemerkenswerterweise hat das C-Terminal der NR3A Untereinheit eine
Bindungsstelle fur Phosphatase 2A (Chan et al., 2001), ein Protein, das mit
Verlernen bzw. Vergessen in Verbindung gebracht wurde (Silva & Josselyn, 2002)
und NMDA-R dephosphorylisiert und damit weniger erregbar macht. NR3A wird
pranatal und in der frihen postnatalen Entwicklungsphase exprimiert und wurde mit
der Entwicklung von dendritischen Dornenfortsatzen, dem Auswachsen von Axonen
und der Synaptogenesis in Verbindung gebracht (Das et al., 1998; Sucher et al.,
1995).

NR3A mRNA wird im Laufe der Entwicklung, ahnlich wie die NR1 und NR2A
Untereinheiten, ubiquitar exprimiert, mit maximalen Expressionsraten um P7. Danach
sinkt die Expressionsrate stetig und wird in adulten Tieren hauptsachlich in Kernen

des Thalamus, der Amygdala, und des lateralen Tractus olfactorius exprimiert
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(Ciabarra et al., 1995; Sucher et al., 1995). Das Expressionsmuster des NR3A
Proteins ahnelt dem der NR1, NR2A und NR2B Untereinheiten, sowohl in Bezug auf
die hirnregionale Verteilung, wie auch hinsichtlich des Vorkommens in spezifischen
Zelltypen und der subzelluldren Lokalisation (Wong et al., 2002). Das NR3A Protein
wurde in allen Regionen des zerebralen Kortex, der Amygdala, des Thalamus,
Hippokampus, Hypothalamus, dem Striatum, dem Colliculus inferior, den Nuclei
cochlearis, Nukleus olivaris superior, Nukleus reticularis pontis und dem Zerebellum
nachgewiesen (Wong et al., 2002). In der Amygdala findet sich das NR3A Protein in
hohen Konzentrationen an P16 (und in reduzierten Konzentrationen auch in adulten
Tieren), besonders im basolateralen Nukleus, in geringen Konzentrationen auch im
kortikalen, zentralen Nukleus und dem BNST (Wong et al., 2002). Das NR3A Protein
findet sich primar an asymmetrischen Synapsen (exzitatorisch), an dendritischen
Dornenfortsatzen, dendritischen Shafts und gelegentlich auch in der
Plasmamembran des Soma, nicht jedoch an prasynaptischen Axonterminalen oder
symmetrischen (inhibitorischen) Synapsen (Wong et al., 2002). Derzeit liegen noch

keine Verhaltensstudien mit NR3A-/- Mausen vor.

1.3.3.7 Die NR3B-Untereinheit

Wenn NR3B zusammen mit NR1 und NR2 Untereinheiten tri-heteromere NMDA-R
bilden, ist die Leitfahigkeit der NMDA-R ebenso wie bei NR3A reduziert. Keine
funktionalen Rezeptoren resultieren aus der diheteromeren NR1-NR3B Kombination
(Nishi et al., 2001). Wenn jedoch Xenopus Oozyten mit NR3A plus NR1 oder NR3B
plus NR1 cDNA transfiziert werden, entsteht ein neuer NMDA-R Typ mit vollig neuen
Eigenschaften. Es wird ein exzitatorischer Glycinrezeptor gebildet, der insensitiv fur
Glutamat oder NMDA ist, durch D-Serine gehemmt wird, fir Ca®* inpermeabel ist,
und nicht durch MK-801, Mg®* und kompetetive NMDA-R Antagonisten gehemmt wird
(Chatterton et al., 2002). Das NR3B Protein weist am C-Terminal vermutlich keine
PSD Bindungsstelle auf (Nishi et al., 2001). NR3B mRNA wurde ausschlieBlich in
Motoneuronen des Hirnstamms und Rickenmark gefunden; schwachere
Expressionsraten fanden sich in anderen Motoneuronen (Nishi et al., 2001). Die
NR3B mRNA Expression ist, in Bezug auf regionale und temporare Faktoren, im
Laufe der postnatalen Entwicklung bis hin zum adulten Zustand, relativ konstant
(Matsuda et al., 2002). Ein NR3B Knockout wurde bislang noch nicht beschrieben.
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1.4 Gentechnische Verfahren zum Studium der Verhaltensrelevanz des NMDA-

Rezeptors

Infolge der rasanten Entwicklungen im Bereich der Neurogenetik, also der gezielten
Inaktivation, Substitution oder Uberexpression einzelner Gene und deren Einfiihrung
in die Keimbahn von Mausen, ist es gelungen, transgene und Knockout-
Mausstamme zu erzeugen, bei denen Gene manipuliert wurden, deren Genprodukte
im Zusammenhang mit psychologischen Konstrukten, wie z.B. Lernen- und
Gedachtnis, Verstarkung und Emotionalitat, von Bedeutung sind und die mit
Verhaltens-, elektrophysiologischen- und neurochemischen Methoden phanotypisiert
werden konnen, um damit Ruckschlisse bezuglich der Funktion dieser Genprodukte
im Rahmen der Verhaltenssteuerung zu ziehen (Capecchi, 1989; Capecchi, 1994;
Crawley & Paylor 1997; Mdlller 1999). Es ist zu erwarten, dal} sich aus diesem
Ansatz weitreichende Erkenntnisse gewinnen lassen, die fur die pharmakologische
und gentechnologische Therapie von diversen, auch erblich bedingten, kognitiven
und emotionalen Storungen relevant sind (Aguzzi et al., 1994; Erickson, 1996; Van-
Broeckhoven, 1995; Martini, 2000; Peier et al., 2000; Rosenberg, 2000; Stuchler-
Pierrat & Sommer, 1999).

Dieser interdisziplinare Ansatz kann auch die Erforschung der neurobiologischen
Grundlagen des Verhaltens wesentlich bereichern, da die Gentechnik Moglichkeiten
eroffnet, die durch die in der Vergangenheit in den Verhaltensneurowissenschaften
verwendeten Ansatze, (Lasions-, pharmakologische- und elektrophysiologische
Studien) nicht abgedeckt werden konnten (Mayford et al.,, 1995). Dieser
Gesichtspunkt ist besonders fur das Studium der funktionalen Aspekte der
verschiedenen NMDA-Rezeptortypen von Bedeutung, die bislang noch nicht selektiv
stimuliert oder antagonisiert werden koénnen. Genetische Interventionen in der
intakten Maus erdffnen des weiteren die Moglichkeit, Interaktionen zwischen der
Manipulation von einzelnen Genen bzw. deren Genprodukten und experimentell
kontrollierten Umwelten (verschiedenen Lernsituationen oder auch
Haltungsbedingungen; z.B. angereicherte Umwelten, Gruppen vs. Einzelhaltung etc.)
anhand der korrelierten Variation des Phanotyps zu spezifizieren (Gingrich & Hen,
2000, Pleskacheva et al., 2000).

Der Umstand das Verhalten in komplexer Weise, unter der Mitwirkung einer Vielzahl

von genetischen und Umweltfaktoren, reguliert wird, erschwert allerdings in einigen
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Fallen die eindeutige = Zuschreibung einer neurobiologischen oder
Verhaltensanomalie zu der vorgenommenen genetischen Intervention. Weitere
interpretatorische Probleme ergeben sich beispielsweise durch das a) Auftreten von
kompensatorischen Effekten infolge von genetischer Redundanz; b) wenn die
Genintervention vor einem gemischten genetischen Hintergrund vorgenommen
wurde; ¢) durch mdgliche hirnanatomische oder periphere Entwicklungsaberrationen,
falls die Genintervention bereits bei der Konzeption bestand und das Genprodukt fur
basale Entwicklungsprozesse relevant ist; wobei sich diese Probleme durch die
Verwendung von Mausmutanten der zweiten (z.B. konditionale Knockouts) und
dritten Generation (induzierbare Knockouts) und elaborierte, aber sehr aufwendige
Zuchtungsstrategien Uberwinden lassen (Gerlai, 1996; Gerlai, 2000; Lathe, 1996;
Nelson & Young, 1998; Silva, 1997; Tsien et al., 1996; Wilson & Tonegawa, 1997).
Es besteht auch die Auffassung, dall das Genom modglicherweise auf isolierte
Geninterventionen systemisch oder zumindest im Rahmen einer funktional
definierten Gengruppe reagiert. Einzelne Geninterventionen kdnnen beispielsweise
zu kompensatorischen Uberexprimierungen oder einer supprimierten Expression von
anderen Genen fuhren und moglicherweise falsch positiven oder falsch negativen
Interpretationen eines bestehenden oder fehlenden Phanotyps Vorschub leisten.
Auch wurde in der Vergangenheit angemerkt, dal’ das Genom unter Umstanden eine
nicht unerhebliche, auch funktionale, Redundanz aufweist (z.B. existieren viel mehr
bekannte Gene als Proteine), so dal} eine gegebene Genmanipulation u.U. keinen
erkennbaren Phanotyp induziert und falschlicherweise aus diesem Umstand
geschlossen wird, dal} dieses Gen fur die betrachtete Funktion irrelevant sei (Gerlai,
1996; Nelson, 1997). Deshalb ware es wichtig zu wissen, wie sich die
Expressionsraten von anderen Genen und/oder Isoformen des manipulierten Gens
im Gehirn der Mausmutanten verandern.

Die Methodik zur synchronen Messung der Expressionsrate einer Vielzahl von DNA-
Sequenzen (cDNA-Microarray) wurde vor wenigen Jahren entwickelt. Im Rahmen der
Microarray-Technik (Schena et al., 1995) werden PCR-amplifizierte und gereinigte
cDNA-Fragmente bzw. Sonden von relevanten Genen an bezeichneten Orten auf
einer Glasplatte (Chip) aufgetragen. Aufbereitete revers transkribierte mMRNA-Proben
aus Hirnschnitten von Mutanten und Wildtypen werden mit unterschiedlich
fluoreszierenden Nukleotidanalogen markiert und gleichzeitig mit dem cDNA-

Microarray-Chip in Verbindung gebracht bzw. hybridisiert. Unterschiedliche
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Farbreaktionen zwischen den beiden Proben kennzeichnen Unterschiede in der
Expressionsrate bzw. den Expressionsstatus einzelner Gene im Laufe der
Ontogenese (Watson et al.,, 2000; Xiang & Chen, 2000). Die von den Proben
emittierte Fluoreszenzdichte wird von einem Laserscanner erfasst. Allerdings ist
diese Technik aul3erordentlich kostspielig und konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
berlcksichtigt werden.

Auch ist es moglich, daly eine Genintervention vor einem genetischen Hintergrund A
(z.B. Mausstamm C57BL/6) zu einem Phanotyp fuhrt, aber nicht vor einem
genetischen Hintergrund B (z.B. Mausstamm DBA/2), also eine Interaktion zwischen
Genintervention und genetischer Ausstattung des Empfangerorganismus besteht. So
wurde berichtet, dal} bestimmte Mausstamme (z.B. DBA/2, 129/Sv) nicht in der Lage
sind, raumliche Lernaufgaben im Water-Maze angemessen zu bewaltigen (Crawley
et al., 1997). Andererseits gibt es Mausstamme, z.B. C57BL/6, die im Vergleich mit
anderen Mausstammen zu den besseren raumlichen Lernern gehdren, was sowohl
fur raumliche Probleme im Wasser (Water-Maze) als auch zu Lande (Radial-Maze)
gilt (Whishaw, 1995). Diese grofde Variationsbreite hinsichtlich hippokampal-
mediierten Lernens konnte auch fur einzelne Mausstamme mit morphologischen
Alternationen des Gehirns in Verbindung gebracht werden (Crusio et al.,, 1987;
Bertholet & Crusio, 1991). Bei der NR2C-NR2B Substitutionsmaus wurde die NR2C
Untereinheit durch die NR2B Untereinheit ersetzt, also eine Maus generiert bei der
die NR2B Untereinheit im Vorderhirn vermehrt exprimiert wird. Diese Erhéhung der
NR2B Expression sollte sich auf kognitive Leistungen, ahnlich wie bei NR2B
Uberexpressionsmausen (Tang et al., 1999) férderlich auswirken. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Genintervention vor einem C57BL/6 genetischen Hintergrund
vorgenommen. Also ein Mausstamm genutzt der ohnehin schon eine exzellente
Lernbefahigung aufweist und damit faktisch gegen die implizite Hypothese
gearbeitet, da® die Genintervention zu einer Verbesserung kognitiver Leistungen
auch im Water-Maze Paradigma fuhren wurde (siehe auch die Einleitung zu
Experiment V), weil diese Leistungsverbesserung der NR2C-2B/C57BL/6 Mause sich
im Vergleich mit C57BL/6 Wildtypmausen einstellen musste. Einen entsprechenden
Lernzuwachs der NR2C-2B Mause vor einem C57BL/6 Hintergrund zu finden ist
deshalb weitaus schwieriger als beispielsweise vor einem 129/SvJ Hintergrund, weil
der letztere Mausstamm in raumlichen Lernaufgaben relativ schlechte Leistungen

erbringt.
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Bei der Interpretation der Befunde (und der Einschatzung ihrer Implikationen flr
diverse Forschungsfelder), die anhand von NMDA-R Mausmutanten gewonnen
wurden, sollten auch immer die oben genannten Nachteile bzw. Beschrankungen
des verhaltensgenetischen Ansatzes im Rahmen der Physiologischen Psychologie in

Betracht gezogen werden.

1.4.1 Exemplarische Darstellung des gentechnologischen Ansatzes anhand
von NR1 und NR1-CA1 Knockoutmausen

1.4.1.1 Elementare Genetik

Die Erbinformation von allen Organismen (Menschen, Tieren, Mikroorganismen, und
Pflanzen) findet sich auf den Chromosomen im Zellkern bzw. in der Zelle. Jedes
Chromosom ist aus einem doppelstrangigen Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Molekdil
aufgebaut. Der DNA-Strang ist eine Abfolge von 4 Nucleotidbasen (Adenin, Tymin,
Guanin und Cytosin). Einzelne Abschnitte des DNA-Strangs werden als Gene
bezeichnet, weil die Abfolge der Nucleotidbasen in diesen Abschnitten die
Information fir den Aufbau eines Proteins enthédlt. Proteine sind durch
Wasserstoffbriicken aneinandergekettete Aminosauren (Southern, 1984; Young,
1984). Die NR2C Untereinheit z.B. ist auch ein Protein.

1.4.1.2 Aufbau eines Gens

Jedes Gen hat einen Promotor, d.h. eine regulatorische Sequenz die determiniert, in
welcher Hirnregion und in welchen Zelltypen in dieser Hirnregion das zugehorige
Protein gebildet wird (z.B. in Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippokampus
oder in Astrozyten des Stratum molekulare im Kleinhirn). Der Promotor hat eine
Bindungsstelle fur zell- und regionsspezifische Transkriptionsfaktoren, die das Signal
zum Ablesen des Gens geben, wenn ein Aktivator an eine zweite Bindungsstelle am
Gen, die Enhancerregion anbindet. Die Enhancerregion bestimmt, wann und wie viel
von dem Protein gebildet werden soll. Nachdem ausreichende Mengen des Proteins
synthetisiert wurden, wird das Gen durch einen Repressor, der an die Silencerregion
des Gens anbindet, wieder abgeschaltet. Das Gen hat auch eine Stelle die anzeigt,
wo auf dem Gen die Information fur die Bildung des Proteins beginnt (Start Codon)

und wo sie endet (Stop Codon), wo also das Ablesen beginnen und wieder enden
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soll. Dazwischen liegen Exons und Introns. Die Exons beinhalten die Information fur
die Abfolge der Aminosauren, die aneinander gehangt werden sollen, um das Protein
zu bilden. In den Introns findet sich moglicherweise keine Information oder
Informationen, die im Laufe der Phylogenese aussortiert wurden (Holland & Blake,
1987).

1.4.1.3 Genexpression

Damit ein Gen abgelesen werden kann, mull der Doppelstrang sich erst an der
richtigen Stelle aufwinden. Das geschieht durch Anbindung eines Aktivators und
eines Transkriptionsfaktors (Sigma-Faktor + RNA-Polymerase 1l) an die
entsprechenden Erkennungsorte am Gen im Zellkern. Dann wird das Gen abgelesen
und eine sogenannte Precursor bzw. Vorlaufer pmRNA gebildet. Die Umwandlung
der pmNRA in eine mMRNA (RNA Processing bzw. Splicing genannt), die keine
Introninformationen mehr enthalt, erfolgt noch im Nukleus bzw. Zellkern durch
Spliceosome (snRNPs). Die mRNA verlal3t daraufhin den Zellkern und wandert ins
Zytoplasma (Tanslokation). Dort lesen dann Ribosomen die mRNA ab, in dem sie an
dieser entlangwandern, und setzen die, von der transfer-RNA herantransportierten
Aminosauren in der richtigen Reihenfolge, so wie es auf der mRNA
niedergeschrieben steht, zusammen, bis das Stop-Codon erreicht wird und das
Protein fertiggestellt ist (Lewin, 1975; Revel & Groner, 1978; Tomkins & Martin,
1970).

1.4.1.4 Gen-Knockout

Um z.B. eine NR1-Knockout Maus zu erzeugen, d.h. eine Maus die kein NR1 Protein
mehr bilden kann, weil das zugehdrige Gen verandert wurde, muf® man zunachst das
NR1-Gen Klonen und dann so verandern das es nicht mehr funktioniert. Das Gen
funktioniert dann nicht mehr, wenn man in ein Exon (wo eine Wichtige Information
zur Bildung des Proteins steht), z.B. ein Neomycin-Resistenzgen (NEO, ein
Antibiotika) einfigt und somit das Ablesen der Information an dieser Stelle
unterbindet, d.h. das ein Teil der Information fehlt und das gebildete Protein nicht
vollstandig ist. Zusatzlich wird hinter dem Stop-Codon, also auRerhalb des Gens, ein
Herpes-Simplex Virus-Gen (HSV-tk) eingebaut, das nach Gabe eines Aktivators, z.B.

von Glanicovir aktiviert werden kann. Das NEO und auch das HSV-tk Insert wird
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durch einen ubiquitdren Promotor, z.B. fir Phosphoglyerate Kinease (PGK), reguliert
und dient auch zur positiv/negativ Selektion der, mit dem Konstrukt transfizierten,
Stammzellen. Das veranderte Gen wird in embryonale Stammzellen eingeschleust
(ES-Zellen: pluripotente, undifferenzierte Zellen aus der inneren Zellmasse von
Blastozyten). ES-Zellen der Mausstamme 129/Sv, 129/0Ola, C57BL/6, CBA/ca und
BALB/c etc. sind bereits verfugbar. Aus embryonalen Stammzellen kdénnen sich
ganze Mause entwickeln. Man kann diese Zellen in Kultur, d.h. in einer Petrischale
mit Nahrlosung und einem Differenzierungsinhibitor (z.B. LIF: Leukaemia
Inhibitionsfaktor) in einem undifferenzierten Zustand halten (Pease & Williams, 1990).
Das bedeutet, dal® die Entwicklung dieser Zellen arretiert bzw. angehalten wurde.
Erst wenn man den Differenzierungsinhibitor aus der Petrischale entfernt, entwickeln
sich die Zellen weiter, d.h. Teilen sich und wachsen zu Mausembryonen heran. Der
129 Mausstamm eignet sich ausgezeichnet zur Kultivierung von ES-Zellen. Wenn
man an die Petrischale mit den ES-Zellen einen Strom anlegt, dann wird die
Zellmembran der ES-Zellen durchlassig. Man kann dann das manipulierte Gen in
vielen Kopien in die Petrischale geben, woraufhin einige Zellen das manipulierte Gen
in ihr Genom einbauen, wenn sie sich nach Entfernung des
Differenzierungshemmers weiter teilen. Wenn eine Zelle das Gen aufgenommen hat
und es in das Genom (d.h. in ein Chromosom) eingebaut hat, dann ist es auch nicht
mehr fur das Antibiotika Neomycin anfallig. Wenn man das Antibiotika Neomycin in
die Petrischale gibt, sterben alle Zellen, die das manipulierte Gen mit dem Neomycin-
Resistenzgen nicht aufgenommen haben, ab (positive Selektion). Die anderen Zellen
Uberleben. Bei den Uberlebenden Zellen ist jedoch nicht klar, ob sie das Gen auch
am entsprechenden Genlokus auf dem richtigen Chromosom oder lediglich zufallig
irgendwo in das Genom integriert haben. Wenn das manipulierte Gen (NR1-) an der
richtigen Stelle, anstelle von NR1+, eingebaut wurde, spricht man von homologer
Rekombination (dieser Begriff bezeichnet den in vivo Austausch von genomischen
Sequenzen zwischen homologen DNA-Fragmenten), andernfalls von hichthomologer
Rekombination. Bei der homologen Rekombination wird das HSV-tk Virus, das durch
Zugabe von Glaniclovir aktiviert werden kann (und die Zelle téten wirde)
herausgeschnitten. Wenn man also Ganiclovir in die Petrischale gibt, Gberleben nur
diejenigen Zellen, die das Gen richtig eingebaut und den Virus verloren haben
(negative Selektion). Die Uberlebenden ES-Zellen haben eine Kopie des

manipulierten bzw. defekten Gens und eine intakte Kopie. Diese ES-Zellen werden
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deshalb als heterozygot (NR1+/-) fur die Genmanipulation bezeichnet. Jedes
Chromosom findet sich im Genom doppelt und deshalb ist auch jedes Gen doppelt.
In den ES-Zellen wird bei der homologen Rekombination jedoch immer nur ein Gen
(NR1+) durch das manipulierte Gen (NR1-) ersetzt, das andere nicht, weil eine
homozygote homologe Rekombination ein sehr unwahrscheinliches Ereignis ist, bzw.
mit einer Wahrscheinlichkeit auftritt, die gegen Null geht. Die ES-Zellen (i.d.R. vom
129-Stamm) werden daraufhin in Blastozyten, das sind Zellhaufen von
Mausembryos, die noch in einem frihen Entwicklungsstadium sind, injiziert. Aus
einem Blastozyt kdnnen sich bis zu einem dutzend Tiere entwickeln. Die Blastozyten
stammen in der Regel vom Mausstamm C57BL/6, weil man von diesen Mausen am
einfachsten Blastozyten gewinnen kann. Die mit ES-Zellen injizierten Blastozyten
werden dann in scheinschwangere bzw. superovulierte Mausweibchen verpflanzt und
von diesen ausgetragen. Der 129-Stamm hat eine braune Fellfarbe, das Allel, daR
diese Fellfarbe hervorruft, ist dominant. Die Mause vom C57BL/6 Stamm haben eine
schwarze Fellfarbe und das dazugehorige Allel ist rezessiv. Das heilt, dal® wenn
man eine homozygote braune Maus mit einer schwarzen verpaaren wurde, waren die
Nachkommen alle braun obwohl sie beide Allele des Gens, das fur die Fellfarbe
kodiert, also sowohl braun als auch schwarz, besitzen. Im Wurf findet man dann
schwarze und gefleckte Mause. Schwarze Mause sind isogen bzw. reinerbig d.h. sie
haben nur C57BL/6 Gene. Die ES-Zellen haben bei diesen Mausen also weder zum
Aufbau der Korperzellen (Phanotyp) noch der Geschlechtszellen (Genotyp)
beigetragen. Die Kdrperzellen der gefleckten Mause (gemustertes Fell Schwarz und
Braun) sind zum Teil aus den manipulierten ES-Zellen (129) (in diesen Zellen findet
sich das defekte Gen NR1+/-) und in Teilen aus den Blastozytenzellen (C57BL/6)
hergeleitet, (in denen sich das defekte Gen nicht findet). Die Geschlechtszellen der
gefleckten Mause kénnen jedoch sowohl reinerbig vom C57BL/6 Stamm (+/+) oder
mischerbig bzw. heterozygot (C57BL/6/129 +/-) sein. Bei den mischerbigen bzw.
heterozygoten Mausen sind die Geschlechtszellen von den ES-Zellen aufgebaut
worden. Nur diese Mause kdonnen den Gendefekt weitervererben (man spricht dann
von einer erfolgreichen Keimbahntransmission). Die Nachkommen dieser
heterozygoten +/- Mause sind dann zu 100 % braun, weil die Geschlechtszellen vom
129 Stamm herrahren und das Gen fur braun dominant ist. Indem man also gefleckte
Mause mit schwarzen verpaart kann man herausfinden welche der gefleckten Mause

ihre Geschlechtszellen durch ES-Zellen aufgebaut haben. Wenn man eine
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gescheckte +/- Maus mit einer schwarzen +/+ Maus kreuzt, erhalt man zu 3/4
NR1+/+ Mause und nur zu 1/4 NR1+/- Mause, weil jeder Elternteil nur zufallig die
eine oder andere Kopie des NR1 Gens weitervererbt und das zweite Gen vom
anderen Elternteil beigesteuert wird. Die heterozygoten Mause +/- haben namlich
auch noch eine intakte Kopie. Die heterozygoten +/- Mause produzieren nur ca. 50 %
des NR1 Proteins das in homozygoten +/+ Mausen gefunden wird. Man will aber
Mause generieren, die das NR1 Protein Uberhaupt nicht mehr bilden koénnen.
Deshalb mull man zwei +/- Mause miteinander verpaaren, um auch homozygote
NR1-/- Mause zu erhalten. Die heterozygoten NR1+/- Mause werden darum
miteinander verpaart. Im Wurf finden sich zu einem viertel CA1-NR1+/+ Mause, also
ganz normale Wildtypmause, zwei viertel heterozygote CA1-NR1+/- Mause und etwa
ein viertel homozygote CA1-NR1-/- Mause, die kein intaktes NR1 Gen mehr
aufweisen. Diese Verteilung ergibt sich aus dem Umstand, dal} jedes Elternpaar nur
einen Chromosomensatz an die Nachkommen weitergibt, aber beide Elternteile
jeweils ein intaktes NR1+ und ein inaktiviertes NR1- Gen aufweisen (Forrest et al.,
1994; Ubersicht bei Galli-Taliadoros et al., 1995; Moreadith & Radford, 1997; Miiller,
1999; Picciotto & Wickman, 1998; Soriano, 1995; und Rudolph & Mohler, 1999).

1.4.1.5 Konditionale Gen-Knockouts

Um einen gewebe- und zellspezifischen NR1-Knockout zu generieren, mul}® man
zwei transgene Mausstamme herstellen und dann miteinander kreuzen. Bei
transgenen Mausen wird kein Gen inaktiviert, sondern es werden zusatzliche Gene,
die Transgene, in das Genom der Tiere eingeschleust (haufig wird der Begriff
Transgen synonym fiur das Einbringen von artfremden Genen in eine Spezies
benutzt; hier bezieht sich der Begriff auch auf das Einbringen von zusatzlichen
Mausgenen in das Mausgenom). Das erste Transgen, das in den Mausstamm 1
eingebracht wird besteht aus einem Cre-Rekombinase Gen und einem CA1-
pyramidenzellenspezifischen Promotor, der gewahrleistet, dal3 das Cre-Gen nur in
dieser Hirnregion und nur in diesem Zelltyp abgelesen wird. Nur dort wird das Enzym
Cre-Rekombinase gebildet. Die Cre-Rekombinase ist ein Restriktionsenzym, das in
der Lage ist DNA bzw. Gene an entsprechenden Angriffsstellen, den loxP Sites, zu
zerschneiden. Man kann die Cre-Rekombinase also als eine Art DNA-Schere
verstehen, die an definierten Stellen eines Gens, den loxP Stellen, den dazwischen

liegenden Teil eines Gens, herausschneiden kann, z.B. die fir die NR1 Untereinheit
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kodierende Sequenz des Gens. Bei einem zweiten Stamm werden zwei loxP
Einheiten in die NR1-Gensequenz eingeschleust (mittels homologer Rekombination
wie beim klassischen Knockout). LoxP Einheiten sind Bindungsstellen fur das
Restriktionsenzym Cre-Rekombinase, an denen das Enzym die dazwischen
liegenden Teile des Gens herausschneiden kann. Dadurch fehlt beim Ablesen des
beschnittenen Gens eine wichtige Information zum Aufbau des NR1-Proteins.
Zusatzlich befindet sich in dem Transgen, das in das Genom von Mausstamm 2
eingeschleust wird, ein sogenanntes lacZ-Insert. Das lacZ-Insert wird auch als
Reportergen bezeichnet. Dieses Reportergen wird nur dann aktiv, wenn die Cre-
Rekombinase an den loxP-Stellen die dazwischen liegenden Anteile
herausschneidet, also eine fur die NR1-Einheit kodierende Sequenz inklusive eines
Stop-Kodons. Wenn das Stop-Kodon herausgeschnitten wird, dann wird auch das
angehangte lacZ Gen abgelesen. Wenn man nun die Tiere des ersten Stamms mit
denen des zweiten Stamms kreuzt, wird die Cre-Rekombinase nur in
Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippokampus aktiv und schneidet nur dort
eine fur die NR1-Untereinheit kodierende Sequenz des NR1-Gens und das Stop-
Kodon heraus. Nur dort im Gehirn hat man dann einen NR1-Knockout. Gleichzeitig
wird auch, weil das Stop-Kodon mitherausgeschnitten wurde, das lacZ-Gen
abgelesen und produziert Beta-Galactosidase. Diese Beta-Galactosidase kann durch
die Substanz X-Gal angefarbt werden. Im Hirnschnitt farben sich dann nur diejenigen
Zellen im Gehirn blau, in denen das NR1-Gen inaktiviert worden ist, also nur
Pyramidenzellen in der CA1-Region des Hippokampus und man weil} damit, das
man Erfolg gehabt hat. Das restliche Gehirn wird nicht angefarbt, was bedeutet, dal}
das NR1-Gen aulderhalb der CA1-Region nach wie vor intakt ist und dort funktionale
NMDA-Rezeptoren gebildet werden (Feil et al.,, 1996; Lobe & Nagy, 1998; Tsien,
1998; Tsien et al., 1996; van-der-Neut, 1997; Wang et al., 1996).

1.4.1.6 Induzierbare Gen-Knockouts

Der Nachteil eines konditionalen CA1-NR1-pyramidenzellspezifischen Knockouts ist,
dal} er irreversibel ist, d.h. man kann ihn nicht mehr rickgangig machen. Das ware
aber gerade bei Verhaltensstudien von Vorteil, weil man dann auch die Option hatte,
in der selben Maus zu untersuchen, wie das Tier mit und ohne die Geninaktivierung,

z.B. lernt oder auf aversive Stimulation, reagiert. Man kdnnte also einen Vorher-
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Nachher bzw. mit-ohne Vergleich machen. Mit den normalen Knockoutmausen
dagegen kann man nur Gruppenvergleiche anstellen, also CA1-NR1-/- Knockout mit
CA1-NR1+/+ Wildtypmausen vergleichen. Mause bei denen man nach belieben ein
Gen an- und wieder abschalten kann nennt man induzierbare konditionale
Knockoutmause. Das Vorgehen ist im Prinzip dalelbe, wie bei den CA1-NR1-/-
Mausen, nur das bei Stamm 1 zusatzlich ein Gen eingefigt wurde, das einen
sogenannten tet (tetracyclidine)-Transaktivator (tet-TA) synthetisiert und bei Stamm 2
zwei weitere Gensequenzen: Zum Einen eine regulatorische Einheit, den tet-
Operator (tet-op) und ein zusatzliches NR1 Gen. Der Stamm 2 hat also zwei NR1-
Gene. Wenn man Stamm 1 mit Stamm 2 kreuzt, wird das native, gefloxte NR1-Gen
zwar durch die Cre-Rekombinase teilweise herausgeschnitten und damit inaktiviert,
aber das zweite NR1 Gen wird durch eine Interaktion zwischen dem (durch das tet-
TA produzierten) tet-TA Protein und dem tet-Operator (tet-Op) abgelesen. Interaktion
heilt in diesem Zusammenhang, dald das tet-TA Gen abgelesen wird und ein
zugehdriges tet-TA Protein gebildet wird, dieses Protein bindet an den tet-Op und
aktiviert somit das Ablesen des zweiten noch intakten NR1-Gens. Das geschieht
jedoch nur in Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippokampus, anderswo im
Gehirn wird das zweite NR1-Gen nicht abgelesen. Das ist so, weil der Promotor, der
das Ablesen des tet-TA Gens reguliert, derselbe ist, der auch die Expression des
Cre-Gens steuert. Die Interaktion zwischen dem tet-TA und dem tet-op, die
zusammen das Ablesen des zweiten NR1 Gens steuern, kann durch die Gabe der
Substanz Doxycyclidin (ein tet-Analog), z.B. im Trinkwasser der Mause, gehemmt
werden (tet-off System), so dal verhindert wird, da® das zweite intakte NR1-Gen
abgelesen wird. Solange die Mause also doxycyclidin-versetztes Wasser zu trinken
bekommen, wird in Pyramidenzellen der CA1-Region wie zuvor auch das NR1-Gen
beschnitten und dadurch inaktiviert. Das zweite intakte NR1-Gen wird aber nicht
abgelesen, so dall man den CA1-NR1-/- (Knockout)-Zustand hat. Wenn aber das
Doxycyclidin abgesetzt wird und die Tiere normales Wasser zu trinken bekommen,
wird das zweite NR1-Gen wieder abgelesen und es werden wieder funktionierende
NMDA-Rezeptoren gebildet, d.h. man hat eine (nahezu) normale Maus ohne
Geninaktivierung (Furth et al., 1994; Gossen & Bujard, 1992; Kistner et al., 1996;
Mayford et al., 1996; Saez et al., 1997; Shimizu et al., 2000; Tsien et al., 1996; Van
der Neut, 1997).

51



1.5 Fragestellungen der Arbeit

Bei den in dieser Arbeit charakterisierten NR2C-2B Substitutionsmausen wurde die
proteinkodierende Sequenz des Gens, das fur die NR2C Untereinheit kodiert durch
die des NR2B Gens ersetzt, wahrend die Sequenz der regulierenden Einheiten des
NR2C-Gens beibehalten wurde. Diese NR2C-2B Substitutionsmause exprimieren im
Gehirn also anstelle der NR2C Untereinheit die NR2B Untereinheit, wobei die
Substitution hirnregional und ontogenetisch dem Expressionsverlauf des NR2C
Proteins folgt. Da die NR2C Untereinheit in Wildtypmausen auch in Hirnregionen
exprimiert wird, in denen Lern- und Gedachtnisprozesse, emotionale und motorische
Prozesse gesteuert werden und NMDA-R an der Regulation des zentralen
cholinergen Systems partizipieren, war zu erwarten das die Gensubstitution diese
Funktionen beeinflult. In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen einer
NMDA-R Untereinheiten NR2C-NR2B Gensubstitution bei Mausen auf motorische
Koordinationsleistungen (Experiment 1), emotionales Verhalten (Experiment II),
raumliche Exploration und Habituationsprozesse (Experiment Ill), Objektgedachtnis
(Experiment 1V), negativ verstarktes raumliches Lernen (Experiment V) und post-
mortem Gehirnazetylcholinkonzentrationen (Experiment VI) bestimmt.

EXPERIMENT I: Bei Wildtypmausen beginnt die NR2C Expression im Kleinhirn nach
der zweiten Woche postnatal und erreicht gegen Ende des ersten Monats ein
Plateau in Kdérnerzellen. Im selben Zeitraum verringert sich die NR2B Expression und
wird nach der dritten Woche voéllig eingestellt. Der =zeitliche Verlauf dieser
Ereigniskaskade korrespondiert mit kritischen Reifungsprozessen des Kleinhirns. In
NR2C-2B Mausen dagegen wird die NR2B Expression auch Uber den ersten
Lebensmonat hinaus aufrechterhalten und fuhrt in adulten NR2C-2B Mausen zu
mikroanatomischen Entwicklungsaberrationen im Kleinhirn, die moglicherweise zu
motorischen Balancierungs- und Koordinationsdefiziten fuhren. Ein solcher Effekt ist
dagegen bei 3 Wochen alten NR2C-2B Mausen weniger wahrscheinlich, weil bei
diesen Tieren die Entwicklungsaberrationen im Keinhirn noch nicht vollends zum
tragen kommen.

EXPERIMENT II: Die Expression der NR2C Untereinheit in gabaergen Interneuronen
der Amygdala und anderen Hirnregionen, die in die Mediierung unkonditionierter
Angstlichkeit involviert sind, koénnte fiir die Detektion von unkonditionierten
Angstreizen relevant sein. Die NR2C-2B Gensubstitution konnte sich deshalb auf

unkonditionierte Angstlichkeit auswirken; moglicherweise bedingt durch einen Mangel
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an NR2C enthaltenden NMDA-R in Hirnregionen, die dem ,Brain Defence System*
zugesprochen werden. Denkbar sind auch altersabhangige Effekte bei NR2C-2B und
Wildtypmausen, weil die NR2C Untereinheit in Vorderhirnstrukturen im Laufe der
Hirnentwicklung herunterreguliert wird und diese Herunterregulierung unter
Umstanden mit Befunden in Verbindung steht, die zeigen das junge Nagetiere in
neuen angstinduzierenden Umgebungen emotionaler reagieren als adulte Tiere.
EXPERIMENT IlI: Funktionale NMDA-R in der CA1 Region des Hippokampus sind
fur die Ausbildung und/oder Stabilisierung einer internen Reprasentation einer neuen
raumlichen Umgebung kritisch. Die NR2C mRNA, wie auch das NR2C Protein wurde
im juvenilen und adulten Hippokampus von Nagern gefunden. Weil NMDA-R
abhangige neuronale Plastizitat (besonders LTP) fur den Aufbau und/oder der
Stabilisierung einer kognitiven Landkarte in einer neuen raumlichen Umgebung
relevant sind, ist es maoglich, da® die Substitution der NR2C durch die NR2B
Untereinheit, die flr erfahrungsabhangige synaptische Effizienzsteigerungen (LTP)
besser geeignet sind, in hippokampalen Neuronen sich qualitativ und/oder
beschleunigend auf diese Prozesse auswirkt. Deshalb ist es denkbar, dal® die NR2C-
2B  Substitutionsmause ein verandertes raumliches Explorations- und
Habituationsverhalten duf3ern.

EXPERIMENT IV: Systemische Applikation von NMDA-R Antagonisten beeintrachtigt
das Objektgedachtnis von Nagetieren. Gleichermalien beeintrachtigte ein CA1-
pyramidenzellspezifischer NR1-Knockout das Objektgedachtnis, wogegen eine
Uberexprimierung der NR2B Untereinheit im Vorderhirn von M&usen zu einer
Verbesserung des Objektgedachtnisses nach kurzen zeitlichen Intervallen zwischen
Lerndurchgang und Test fuhrte. Die NR2C-2B Gensubstitution sollte sich
promnestisch auswirken und die NR2C-2B Substitutionsmause in die Lage versetzen
Objekte auch nach einem 24 stindigen Intervall wiederzuerkennen, wogegen diese
Leistung von Kontrolltieren nicht erbracht werden sollte.

EXPERIMENT V: NMDA-R wurden in Verbindung mit spezifischen Formen von
hippokampaler synaptischer Plastizitat und dem raumlichem Gedachtnis in
Verbindung gebracht. NR2B enthaltende NMDA-R weisen elektrophysiologische
Eigenschaften auf, die fir LTP besonders geeignet sind, wogegen NR2C enthaltende
NMDA-R fur aktivitatsabhangige synaptische Effizienzsteigerungen eher ungeeignet
sind. Nicht-raumliches und raumliches Vortraining beseitigt die Anfalligkeit des

raumlichen Lernsubstrats fir nachfolgende pharmakologische NMDA-R Blockade
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und hippokampale LTP-Sattigung bei der Standardversion des Morris Water-Maze
Paradigmas, induziert aber nach wie vor eine Lernschwache, wenn die Tiere taglich
neue raumliche Beziehungen erlernen missen. Wir nahmen an, dal® eine moderate
Erhdhung der NR2B Expression im Vorderhirn der NR2C-2B Mause die Lernleistung
von Mausen in einer konventionellen Water-Maze Akquisitionsaufgabe und in einer
multiplen Akquisitionsaufgabe verbessern wirde.

EXPERIMENT VI: Cholinerge Zellen im Nukleus basalis magnozellularis (NBM) im
basalen Vorderhirn und im Septum innervieren den gesamten Neokortex und
limbische Strukturen, wie z.B. den Hippokampus und die Amygdala. Die
Ursprungskerne cholinerger Zellen weisen eine hohe Dichte an NMDA-R auf. NMDA-
Agonisten, nicht jedoch AMPA Agonisten, in den NBM injiziert, erhdhen die
Azetylcholinfreisetzung in kortikalen und subkortikalen Strukturen. Die NR2C-2B
Gensubstitution kdnnte in den Ursprungskernen des cholinergen Systems im basalen
Vorderhirn die Erregbarkeit cholinerger Neurone und den Azetylcholinmetabolismus
beeinfluBen und dadurch zu veranderten  Azetylcholin- und  oder

Cholinkonzentrationen in neokortikalen und subkortikalen Regionen fuhren.
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B) EMPIRISCHER TEIL

2. ALLGEMEINE METHODEN

2.1 Generierung der NR2C-2B Substitutionsmause und deren allgemeine

Erscheinung

Die Generierung der NR2C-2B Substitutionsmause wurde an anderer Stelle im Detail
beschrieben (Pieri et al., 2003). In Kirze lasst sich das Protokoll wie folgt
beschreiben: Zunachst wurde eine Maus-Genbank (beherbergt Sammlungen von
Klonen bzw. Kopien jeder DNA-Sequenz (komplementare DNA oder cDNA) eines
Organismus) gesichtet, um das NR2C Gen zu isolieren und zu klonieren, d.h. zu
vervielfaltigen. AnschlieBend wurde ein sogenannter Targeting Vektor konstruiert
bzw. das NR2C Gen modifiziert. Hierbei wurden die fur das NR2C Protein
kodierenden Sequenzen des NR2C Gens durch die des NR2B Gens ersetzt, wobei
jedoch die Promotorsequenz des NR2C Gens beibehalten wurde. Zusatzlich wurden
noch Selektionsmarker in das Insert integriert. Noch undifferenzierte embryonale
Stammzellen (ES) des Stamms 129/Sv wurden daraufhin mit dem modifizierten Gen
mittels Elektrophorese transfiziert (Die Zellmembran der ES-Zellen wird durch einen
angelegten Strom poros gemacht, so dald der Vektor in die Zelle gelangen kann). In
der Zelle legt sich der Vektor dann (auch) an die homologe Stelle des Chromosoms
und das Gen wird integriert). Nach der Selektion fur homolog rekombinierte ES-
Zellen wurden diese in C57/BL6-Blastozyten (3,5 Tage alte Embryos) injiziert und
dann in scheinschwangere Weibchen verpflanzt. Heterozygote Mause wurden
verpaart um homozygote Substitutionsmause zu erhalten, die Uberall dort im Korper,
wo in Wildtypmausen das NR2C Protein gebildet wird, nun das NR2B Protein bilden.
Der Nachweis der erfolgreichen Gensubstitution in NR2C-2B Mausen wurde mittels
in situ Hybridisierungstechniken (MRNA Nachweis) und Western Blot Analysen
(Protein Nachweis) erbracht (Pieri et al., 2003). Die NR2C-2B Substitutionsmause
sind fruchtbar und die Geburtenrate homozygoter NR2C-2B Mause nach Verpaarung
von heterozygoten Mausen bewegt sich im Rahmen der zu erwartenden
mendelschen Frequenz. NR2C-2B Mause weisen ungetribte Augen und voll
ausgebildete Vibrissen auf. Auch weist ihr Korperbau keine offensichtlichen

Anomalien auf. Die Tiere zeigen normale Orientierungsreaktionen auf plétzliche
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akustische Storreize hin. Andere Indikatoren des allgemeinen Gesundheitszustandes
wie Korpergewicht, Fellzustand, und Hautfarbe deuteten auf eine gute Gesundheit
hin. Der virale Status der Tiere nach FELASA wurde als unbedenklich eingestuft. Das
Hirngewicht, wie auch die GroRe der Gehirne der NR2C-2B Mause war relativ zu
altersgepaarten  Wildtypmausen  unverandert. = Wir  beobachteten  keine
offensichtlichen Missbildungen oder pathologische Veranderungen im Endhirn und

Hirnstamm von NR2C-2B Mausen.

2.2 Mogliche altersabhéangige Effekte der NR2C-2B Gensubstitution

Gene und die durch sie kodierten Proteine konnen sowohl am Aufbau des ZNS wie
auch an der Erfullung von Routinefunktionen dieses ZNS beteiligt sein. Auch ist
anzunehmen, dald die Funktionen eines Gens bzw. eines Proteins fur den
Gesamtorganismus sich im Laufe der Ontogenese, regionsspezifisch mit z.T.
differenten Zeitverlaufen, verandert. Sowohl das NR2C Gen als auch das NR2B Gen
weist wahrend der Ontogenese Veranderungen in Hinblick auf seine regionale,
zellulare und subzellulare Expression auf und ist damit auch sicherlich in distinkte
Funktionssysteme eingebunden. Dieses zeitlich und hirnregional definierte
Expressionsprogramm wird durch die Gensubstitution vermutlich gestért und zwingt
den Gesamtorganismus sowohl auf genetischer- wie auch auf Verhaltensebene zu
kompensatorischen Reaktionen. Die kompensatorischen Gegenregulationen auf
genetischer Ebene sind sehr wahrscheinlich regionsspezifisch und kdnnen
transienter Natur sein, u.U. aber auch chronisch vorherrschen. Da im Laufe der
Ontogenese bestimmte Funktionen fur den Organismus lebenswichtiger sind als
andere, ist es moglich, dall diese Kompensationen einerseits eine Funktion
aufrechterhalten kdnnen, eine andere aber beeintrachtigen oder qualitativ verandern.
Deshalb ist es plausibel anzunehmen, dal} die NR2C-2B Mause altersabhangige
transiente Verhaltensaberrationen aufzeigen. Um die Effekte der NR2C-2B
Gensubstitution auch in Interaktion mit postnatalen Reifungsprozessen des Gehirns
einzuschatzen, wurden in der vorliegenden Arbeit neben adulten NR2C-2B Mausen
auch 3-5 Wochen alte NR2C-2B Substitutionsmause in Bezug auf ihr motorisches,

emotionales und kognitives Verhalten untersucht.
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2.3 Versuchstiere und Haltung

Die Tiere wurden bis zum Versuchsbeginn und wahrend des Versuchs im
Tierhaltungsraum (Sicherheitsstufe 1; gemall dem Gesetz zur Regelung der
Gentechnik vom 16. Dezember 1993; BGBI. | S. 2066) des Instituts fur
Physiologische Psychologie | der Universitat Dusseldorf gehalten. lhre Pflege und
Betreuung oblag diesbezuglich geschulten Mitarbeitern des Instituts. Die Tiere
wurden flr den gesamten Versuchszeitraum in Einzelmakrolonkafigen des Typs 1
auf unbehandeltem Weichholzgranulat als Einstreu untergebracht und taglich 1
Stunde nach Versuchsende gewogen. Es wurden nur Tiere getestet die keine
auffalligen  anatomischen  Abnormitaten,  Gewichtsverlust oder  andere
gesundheitliche Probleme aufwiesen. Die Versuchstiere waren einem biphasischen
(12/12 Std.) Hell-Dunkel Zyklus unterworfen. Futter (Sniff, Spezialdiaten, Soest,
Deutschland) und Wasser standen ad libitum zur Verfigung. Die Adaptationszeit an
die Haltungsbedingungen im Experiment betrug sieben Tage. Die Raumtemperatur
wurde Uber eine Klimaanlage reguliert und schwankte zwischen 20-24 °C. Alle
Testabschnitte der Experimente wurden wahrend der Hellperiode des 12 stlindigen
Hell- Dunkel- Zyklus zwischen 9.00 — 16.00 Uhr durchgefihrt. Die in den
Verhaltensversuchen verwendeten Tiere wurden nach den Verhaltensmessungen
gemal den Vorschriften des Tierschutzgesetzes (vom 25. Mai 1998; BGBI. | S. 1105)
mittels zervikaler Dislokation getotet und ihre Gehirne neurochemisch untersucht. Die
allgemeine Belastung der Tiere war als geringflgig bis malRig einzustufen. Zur
Stressreduktion wurden die Tiere vor dem Beginn der Verhaltensuntersuchungen
und der Behandlungen ausreichend an die Hand des Versuchsleiters gewohnt. Alle
Verhaltensexperimente wurden vom Umweltamt der Bezirksregierung Dusseldorfs
des Bundeslandes Nordrheinwestfalen legitimiert (Aktenzeichen: 23.05-230-3-88/00)
und von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefordert (Geschéaftszeichen:
306/24-1; Projektnummer: 3055). Die Versuche wurden im S1-Labor (Geb.: 23.12,
Eb.: 00, R.: 42) und in den biochemischen Labors (Geb.: 23.12, Eb.: 00, R.: 44 und
R.: 46) am Institut fir Physiologische Psychologie | der Heinrich-Heine Universitat
Dusseldorf durchgeflhrt.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Versuchstiere durchliefen mehrere
Verhaltensexperimente. Gelegentlich wurde angemerkt, dal3 die Interpretierbarkeit

von Verhaltensexperimenten, die unter Verwendung von experimentell vorerfahrenen
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Tieren unter Umstanden infolge von proaktiven Effekten nach vielfaltiger
experimenteller Stimulation, eingeschrankt ist (Holmes et al.,, 2001; Morato &
Brandao, 1997). Andererseits ist aber auch gezeigt worden, da® Nagetiere die
transient oder chronisch in einer angereicherten Lebensumwelt, mit vielfaltiger
Stimulation durch Objekte und Artgenossen gehalten wurden, weitaus bessere
Lernleistungen aufweisen als solche unter Standardlaborhaltung (Nilsson et al.,
1999; Paylor et al., 1992). Eine unzureichende Stimulation durch die Lebensumwelt
interferiert offensichtlich mit der Ausbildung elementarer kognitiver Leistungen. Es ist
auch gezeigt worden, da} NMDA-R nicht in die promnestischen Effekte einer
angereicherten Lebensumwelt involviert sind (Rampon & Tsien, 2000). Im Falle der
NR2C-2B Substitutionsmause haben wir somit bewusst gegen unsere
Arbeitshypothese gearbeitet, wonach die NR2C-2B Substitutionsmause verbesserte
Lern- und Gedachtnisleistungen aufweisen sollten, weil ein solcher Effekt sich trotz
der Verwendung vielseitig stimulierter und damit kognitiv leistungsfahiger
Kontrollmause einstellen musste. Alle der in dieser Arbeit beschriebenen Verhaltens-
und neurochemischen Tests fur Mause werden am Institut fur Physilogische
Psychologie | routinemalig angewendet und erforderten keine seperaten Pilot- bzw.

Validierungsstudien.

2.4 Statistische Auswertung und Darstellung der Versuchsdaten

Zur graphischen und tabellarisch/numerischen Aufbereitung der Resultate wurden
Mittelwerte und Standardfehler errechnet. Die Rohdaten wurden zunachst auf
Normalverteilung, mittels des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests, gepruft. Inner-
und Zwischengruppenvergleiche wurden mittels parametrischer Testverfahren
durchgefuhrt. Zwischengruppenvergleiche Uber mehrere MelRpunkte wurden mit
einfaktoriellen Varianzanalysen mit MeRwiederholung vorgenommen.
Gruppenvergleiche fur einzelne MelRpunkte wurden mit dem T-Test fur unabhangige
Stichproben durchgefuhrt. Fur Vergleiche abhangiger Daten wurde der T-Test fur
abhangige Stichproben genutzt. Zur statistischen Aufbereitung der Daten wurde das
Datenverarbeitungsprogramm SPSS® in der Version 10.0 verwendet. Wenn nicht
anders ausgewiesen (in Fallen in denen die sachdienliche Literatur keine gerichteten
Hypothesen zulieR) sind die p-Werte (Wahrscheinlichkeits-Werte) zweiseitig zu lesen

(sonst einseitig; fur Verhaltensmessungen mit expliziten Hypothesen) und wurden in
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allen Fallen als deskriptives Mald des Effekts zur Beschreibung der Ergebnisse
herangezogen (Krauth, 1988; Winer, 1962). Dartber hinaus wurden, um die
Wahrscheinlichkeit falsch positiver Resultate, die progressiv mit der Anzahl der
erhobenen Verhaltensparameter und der damit einhergehenden Anzahl der
durchgefuhrten teststatistischen Vergleiche anwachst, weitestgehend zu minimieren,
nur die validesten und reliabelsten Verhaltensparameter zur Beschreibung der
Effekte der NR2C-2B Gensubstitution in der Maus in den einzelnen Paradigmen
herangezogen und teststatistisch ausgewertet. Von einem bedeutsamen Effekt der
NR2C-2B Genintervention wurde ausgegangen wenn p-Werte < 0.05 gefunden

wurden.
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3. Darstellung der Experimente 1-VI

3.1 Experiment I: Motorische Balancier- und Koordinationsfahigkeit auf dem
Rotarod

3.1.1 Einleitung

Eine koordinierte Bewegung setzt das Zusammenspiel einer Vielzahl von distalen
Muskelgruppen voraus, die in einer exakten zeitlichen Abfolge und mit einem prazise
regulierten Kraftaufwand rekrutiert werden mussen. Da beide Parameter (zeitliche
Abfolge und Kraftentwicklung) bei sich andernden Umweltbedingungen (z.B.
unvorhergesehene Storreize, die bei der Programmierung der Bewegung nicht
kalkulierbar waren) kontinuierlich adjustiert werden muissen, ist es notwendig Uber
eine Monitorinstanz zu verfugen, die einen Vergleich zwischen intendierter
Bewegung und tatsachlich erfolgter Bewegung vornimmt und im Falle einer
Diskrepanz ein entsprechendes Korrektursignal an primare und sekundare
motorische Areale des Neokortex ausgibt.

Das Zerebellum nimmt im Rahmen der Motorik und von Lernprozessen eine
herausragende Stellung ein (Perrett et al., 1993). Die Funktionen and denen das
Zerebellum partizipiert sind: a) die Ausbildung von Kklassisch konditionierten
Reaktionen, b) die Programmierung von neuen motorischen Sequenzen, und c) die
Uberwachung des geordneten Ablaufs von bereits bestehenden motorischen
Programmen.

Die Fahigkeit des Zerebellums zur zeitlichen Sequenzierung von sukzessiven
Teilbewegungen, bzw. zur Zeitmessung, scheint in der besonderen anatomisch-
raumlichen Organisation von spalierformig aufgerichteten Purkinjezelldendriten und
den, zu diesen orthogonal verlaufenden, Parallelfasern begrundet zu sein. Es wird
angenommen, dal} die Parallelfasern die Messstrecke definieren und, die zu diesen
quergestellten, Dendritenbdume der Purkinjezellen, durch ihre exakt definierten
Abstande, die zeitliche Abfolge der Hemmung der Kleinhirnkerne determinieren
(Kistler et al., 2000; Meek, 1992; Perrette et al., 1993; Thier et al., 2000). Der
Kletterfasereingang zu den Purkinjezellen aus der unteren Olive scheint fur die
Fehlererkennung, wie auch flr die Adjustierung von motorischen Programmen

bedeutsam zu sein (De Zeeuw et al., 1998; Yanagihara & Udo, 1994).
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Wenngleich kirzlich eine Form von NMDA-R abhangiger LTP an der Synapse
zwischen Moosfaseraxonterminalen und Koérnerzelldendriten erstmalig nachgewiesen
wurde (Armano et al., 2000; D’Angelo et al., 1999), wird nichtsdestotrotz weiterhin
LTD an der Synapse zwischen Parallelfasern und Purkinjezellen, hervorgerufen
durch synchrone oder zeitlich eng aufeinanderfolgende Aktivierung von Kletterfaser-
und Parallelfaserinputs zu den Purkinjezellen (heterosynaptische oder assoziative
LTD), als das molekulare Korrelat von motorischen Lernprozessen angesehen (lto,
1989). Diese LTD scheint aber nicht NMDA-R mediiert zu sein, weil Purkinjezellen
offenbar keine NR2 Untereinheiten aufweisen, sondern ist vielmehr auf die
Aktivierung von metabotropen Glutamatrezeptoren zurtickzufihren (Levenes et al.,
1998).

Im Laufe der Ontogenese wird im Kleinhirn ein einzigartiges Expressionsmuster von
NMDA-R Untereinheiten beobachtet (Cathala et al., 2000; Monyer et al., 1994).
Perinatal und wahrend der ersten zwei Wochen postnatal exprimieren Kornerzellen
im Zerebellum hauptsachlich die NR1 und die NR2B Untereinheit. Die NR2A
Untereinheit ist pranatal abwesend und beginnt innerhalb der ersten Woche
postnatal anzusteigen. Die NR2C Expression beginnt nach der zweiten Woche
postnatal und erreicht gegen Ende des ersten Monats ein Plateau in Kérnerzellen. Im
selben Zeitraum verringert sich die NR2B Expression und wird nach der dritten
Woche vdllig eingestellt (Dingledine et al., 1999; Hatten, 1999; Hollmann &
Heinemann, 1994).

In der adulten Maus finden sich in Kérnerzellen also nur die NR1, NR2A und NR2C
Untereinheiten, wobei di- und triheteromere Rezeptortypen maéglich sind (Sircar et al.,
1996; Zhong et al.,1995). Die NR2D Untereinheit ist nur im frihen Embryonalstadium
relevant und perinatal schon nicht mehr detektierbar. Der zeitliche Verlauf dieser
Ereigniskaskade (transiente Expression E14-P21 von NR2B und das Ersetzen der
NR2B durch die NR2C Untereinheit bis zum Ende des ersten Lebensmonats)
korrespondiert ~ mit  kritischen  Reifungsprozessen  des  Kleinhirns:  a)
Kornerzellmigration, b) Auswachsen und adaquate Verzweigung der
Purkinjezelldendritenbaume, c) Ausbildung der synaptischen Verbindungen zwischen
Koérnerzellen und Purkinjezellen, d) Elimination Uberzahliger Kletterfaser-
Purkinjezellsynapsen, und e) Veranderungen der biophysischen Charakteristika der
NMDA-R (Farrant et al., 1994; Vallano et al., 1996). Die transiente Expression der

NR2B Untereinheit und deren Ersetzen durch die NR2C Untereinheit scheint also fiur
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die Entwicklung der anatomischen Grundverschaltung und der Mikroarchitektur des
Zerebellums, wie auch der elektrophysiologischen und pharmakologischen
Charakteristika der zerebellaren NMDA-R und damit auch fur die durch das Kleinhirn
vermittelten motorischen Funktionen von Bedeutung zu sein.

Die Rolle einzelner NMDA-R Untereinheiten in Bezug auf die elektrophysiologischen
Charakteristika der von ihren gebildeten NMDA-Rezeptoren, ihre Funktionen in
Verbindung mit anatomischen Reifungsprozessen des Kleinhirns, wie auch
hinsichtlich ihrer Bedeutung fur motorische Funktionen lassen sich potentiell mittels
Geninterventionen in das Mausgenom, bei denen einzelne oder zwei dieser
Untereinheiten inaktiviert wurden untersuchen. Allerdings ist es fir einige
Untereinheiten, wie z.B. NR1 und NR2B, zwingend den Gendefekt auf das
Zerebellum zu beschranken, da ein Ganzkdrperknockout zu perinataler Letalitat fuhrt
(Forrest et al., 1994; Mori et al., 1998). Obgleich entsprechende Techniken flr eine
gewebsspezifische Geninaktivierung einzelner Gene bereits beschrieben wurden
(Tsien et al.,, 1996), ist noch keine zerebellumspezifische NR2B-Knockout Maus
generiert wurden. Bereits verfugbar sind NR2A, NR2C, und NR2A/2C-
Doppelknockoutmause. Elektrophysiologische Untersuchungen der zerebellaren
NMDA-Rezeptorstrome an NR2C defizienten Mausen ergaben jedoch inkonsistente
Resultate. Wahrend Ebrazilide und Mitarbeiter, (1996) von héheren Rezeptorstromen
berichten, (ein Befund der mit der Abwesenheit von NR1-NR2C diheteromeren
Rezeptoren mit einer niedrigen Leitfahigkeit im Einklang stehen wurde, weil nur NR1-
NR2A Rezeptoren mit einer hohen Leitfahigkeit die gemessenen Strome bedingen
kénnen), fanden Kadotani et al.,, (1996) eine Reduktion der maximalen EPSC-
Amplitude. Auch fand man keine Anzeichen fur eine Veranderung der
morphologischen Mikrostruktur inklusive neuronaler Verschaltungen des Kleinhirns,
weder in NR2A-/-, noch in NR2C-/-, und auch nicht in NR2A/2C-/- Mausen (Kadotani
et al., 1996). Bemerkenswerterweise fanden sich auch keine motorischen
Koordinationsdefizite im Rotarodtest in NR2A-/- und NR2C-/- Mausen. Lediglich
NR2A/2C Doppelknockoutmause zeigten ein motorisches Defizit (Kandotani et al.,
1996). Allerdings mufld angemerkt werden, dall in diesen Experimenten ein nicht-
akzellerierendes Rotarod benutzt wurde, mit einer Testdauer von nur einer Minute
pro Durchgang, das zudem unter einer relativ niedrigen Rotationsgeschwindigkeit (20
und 25 RpM) genutzt wurde, so das eine kontinuierliche zeitliche Adjustierung der

Abfolge der einzelnen motorischen Sequenzen, wie sie bei einem akzellerierenden

62



Rotarod notwendig ist, von den Tieren nicht vorgenommen werden mulfdte. Mit
anderen Worten, die Aufgabe war fur die Tiere relativ einfach zu meistern.
Moglicherweise hatten die Autoren auch bei den NR2A-/- und NR2C-/- Mausen ein
Defizit detektieren kdnnen, wenn sie ein beschleunigendes Rotarod mit einer
langeren Testdauer pro Durchgang genutzt hatten. Nichtsdestotrotz lasst sich
festhalten, dald ein NR2A oder NR2C Defizit flir sich genommen offenbar fir die
Ausreifung des Kleinhirns und fur einfache motorische Koordinationsleistungen, die
keine kontinuierliche Anpassung der motorischen Programme erfordern, entbehrlich
ist. Nur eine \vollstandige Inaktivierung der NMDA-Rezeptorfunktion im
Doppelknockout scheint ein motorisches Defizit hervorzurufen. Deshalb kann davon
ausgegangen werden, dall NR2A und NR2C jeweils die Abwesenheit der anderen
Untereinheit kompensieren kdnnen. Aus den oben angefuhrten Knockoutstudien laRit
sich weiter folgern, daly die NR2B Untereinheit, nicht jedoch die NR2A und NR2C
Untereinheiten, fur die normale Entwicklung des Zerebellums kritisch ist. Durch in
vitro Zelltransfektionsstudien ist bekannt, dal3 die NR2B Untereinheit dem NMDA-R,
im Gegensatz zu der NR2C Untereinheit, eine hohere lonenleitfahigkeit, vergroRerte
erregende postsynaptische Potentiale (EPSP's), eine hohere Sensitivitat flir eine
Mg?*'Blockade des Kanals und zusatzlich Bindungsstellen fiir Second Messenger
gekoppelte Funktionsproteine, verleiht (Nakanishi et al., 1994).

Wenn nun, wie in der NR2C-2B Substitutionsmaus geschehen, die NR2B
Untereinheit auch nach der dritten Woche noch in Koérnerzellen des Zerebellums
exprimiert wird, dann sollten sich auch entsprechende elektrophysiologische,
morphologische, und motorische Aberrationen in diesen Mausen einstellen.
Folgerichtig fand man in zerebellaren Hirnschnitten von NR2C-2B
Substitutionsmausen (zwischen P22-P25), im Vergleich zu den Wildtypmausen,
hohere maximale Amplituden erregender postsynaptischer NMDA-Rezeptor
mediierter Strdome an der Moosfaser-Koérnerzellensynapse, die durch Zugabe von
CP101,606 einem selektiven NR2B-Antagonisten in das Perfusionsmedium wieder
normalisiert werden konnten. Paradoxerweise wurde die Zerfallszeit der EPSP's in
den NR2C-2B Hirnschnitten durch Kogabe von CP101,606 nicht, wie zu erwarten
war, verkurzt (weil sowohl NR2B als auch NR2C Untereinheiten NMDA-R bilden die
postsynaptisch langere EPSP Dauern aufweisen als solche die nur von NR1 und
NR2A gebildet werden, so das bei CP101,606 Gabe nur diese Rezeptoren funktional

waren und man demzufolge schnellere Zerfallsraten beobachten mifdte), sondern, im
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Gegenteil, stark verlangerte Zerfallsraten. Auch wurde gefunden das NR2C-2B
Mause tendenziell kleinere AMPA-Rezeptorstrome aufweisen. In Bezug auf die
Morphologie des Zerebellums fand man fur die NR2C-2B Mause (sowohl zwischen
P10-P21, als auch bei 4 Monate alten Tieren) eine deutlich reduzierte Dicke der
Molekularschicht des Zerebellums, in der sich die Dendritenbaume der Purkinjezellen
befinden. Diese reduzierte Molekularschicht ging bei 4 Monate alten NR2C-2B
Mausen mit einer quantitativ schwacheren Verzweigung der Purkinjezelldendriten
einher, die zudem verlangert waren und einen gro3eren Bereich okkupierten als bei
den Wildtypmausen. Des weiteren war die mittlere Anzahl an exzitatorischen
Synapsen reduziert und die Dornenfortsatze wiesen eine Mehrfachinnervation durch
Parallelfaserterminale auf. Diese Fehlentwicklungen scheinen sich graduell-
progressiv zu entwickeln und sind erst bei den adulten Mausen abgeschlossen, da
die Abnormitaten bei juvenilen Mausen weitaus schwacher ausgepragt waren.
Folglich fuhrte die Uber den 1. Monat postnatal andauernde NR2B Expression zu
dramatischen Entwicklungsaberrationen in Bezug auf die raumliche Organisation und
der Verschaltung der Purkinjezellen mit den Koérnerzellen in adulten Mausen. Da
NMDA Rezeptoren, die die NR2B oder NR2A Untereinheit aufweisen, weitaus
grolkere EPSP's induzieren als Rezeptoren, die die NR2C Untereinheit einschlie3en,
ist vermutet worden, dal® Kornerzellen die NR2A und zusatzlich NR2B, aber nicht
mehr NR2C exprimieren, u.U. einer chronischen Ubererregung ausgesetzt sind, die
auf lange Sicht zu einer progressiven Degeneration dieser Kornerzellen fuhren
muBte. Hirnschnitte von 4 Wochen alten NR2C-2B Substitutionsmause weisen noch
eine normal ausgepragte internale Kornerzellschicht auf. Nach 16 Wochen allerdings
findet man, dald infolge eines kontinuierlichen Kornerzellverlusts diese Schicht
reduziert ist. Der Kdrnerzellschwund wird bei adulten NR2C-2B Mausen vermutlich
verlangsamt, in dem kompensatorisch die Expressionsrate des NR2A Gens
heruntergefahren wird. Diese verminderte NR2A Expression findet sich weder bei
juvenilen NR2C-2B und Wildtypmausen, noch bei adulten Wildtypmausen (Pieri et
al., 2003).

3.1.2 Fragestellungen

Adulte NR2C-2B Substitutionsmause sollten, infolge der nachgewiesenen

morphologischen und elektrophysiologischen Aberrationen im Kleinhirn, auf einer
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akzellerierend rotierenden Walze motorische Balancierungs- und
Koordinationsdefizite aufweisen.

Wenn Defizite gefunden werden, sind diese Uber mehrere Testtage stabil bzw.
unabanderlich oder konnen anfangliche Defizite durch zusatzliches Training
kompensiert werden?

Wie wirkt sich die NR2C-2B Gensubstitution bei juvenilen Mausen (die sich in der
ontogenetisch vorgegebenen, und durch die Gensubstitution gestorten, dynamischen
Phase der Reorganisation der Untereinheitskomposition der NMDA-Rezeptoren in
Koérnerzellen befinden) auf die motorische Balancier- und Koordinationsfahigkeit

aus?

3.1.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche juvenile (MW: 25,1 + 0,43 Tage alte; n = 10)
und adulte (MW: 1557 + 0,22 Wochen alte, n = 10) NR2C-2B
Gensubstitutionsmause, wie auch juvenile (MW: 24,3 + 0,22 Tage alte; n = 15) und
adulte (MW: 15,9 + 0,04 Wochen alte; n = 9) Wildtypmause.

3.1.4 Rationale und Aufbau der Versuchsapparatur

Das Rotarod (Schemazeichnung 1) ist eine von einem Motor angetriebene Walze

(Durchmesser 2,5 cm), die mit geriffeltem Gummi beschichtet ist und um ihre
Langsachse rotiert (Jones & Roberts, 1968).
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Schemazeichnung 1: Schematische Darstellung der Rotarod-Apparatur. Erlduterungen im Text.

Uber ein Zeitfenster von 5 Minuten wird die Walze kontinuierlich beschleunigt und
erreicht ein Maximum von 40 Umdrehungen pro Minute (7650 TSE, Deutschland).
Unterhalb der Walze, mit einem Abstand von 10 cm befinden sich Kontaktplattchen,
mit denen sich das Herabfallen der Mause registrieren 1a3t, in dem ein Stromkreislauf
unterbrochen wird, der die Latenzmessung, die auf einem digitalen Display angezeigt
wird, beendet.

Das Rotarod wurde zur Messung der motorischen Balancier- und
Koordinationsfahigkeit bei Nagetieren, u.a. in genetischen Studien genutzt und zeigt
sich sensitiv fur zerebellare und extrapyramidalmotorische Lasionen (Dere et al.,
2003b; Rozas & Labandeira-Garcia, 1997; Jones & Roberts, 1968; Sedelis et al.,
2000; Sedelis et al., 2001). Anfanglich wurde in Experimenten zur Neurobiologie des
motorischen  Systems  eine  Apparatur genutzt, die nur  konstante
Rotationsgeschwindigkeiten hervorrufen konnte (5-40 RpM). Es hat sich aber
herausgestellt, dal® eine kontinuierlich beschleunigende Walze weitaus trennscharfer
mifdt, weil diese Aufgabe von Nagetieren schwieriger zu meistern ist. Beim
beschleunigenden Rotarod sind die Tiere nicht nur genétigt ein motorisches
Programm flir eine konstante Rotationsgeschwindigkeit zu entwickeln, das dann
ohne weitere Modifikation automatisiert genutzt werden kann, sondern sind vielmehr

gezwungen, in diesem motorischen Programm kontinuierliche
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Parameteradjustierungen vorzunehmen (z.B. Variation der zeitliche Abstande mit der
einzelne motorischen Sequenzen eingeleitet werden und kontinuierliche Regulierung
der Kraftentwicklung durch Rekrutierung von weiteren oder anderen Muskelgruppen
bei Veranderungen der Rotationsgeschwindigkeit).

Bei Mehrfachtestung hat das Rotarod den Charakter einer aktiven
Vermeidungsaufgabe, weil die Tiere solange, wie es ihnen moglich ist, entgegen der
Rotationsachse der Walze laufen, bis die Rotationsgeschwindigkeit ihre motorischen
Kapazitaten ubersteigt und sie abgleiten. Somit |a3t sich nicht ausschliel3en, dal} der
Grad der Empfanglichkeit flr Stress bzw. Furcht die Leistung der Mause beeinfluen
kann. Wir haben z.B. gefunden, dal3 die sehr schlechten Leistungen des 129/Sv
Mausstamms auf dem Rotarod sehr wahrscheinlich auf einer reduzierten Furcht vor
erhdohten Apparaturen basiert (Dere E, De Souza-Silva MA, Topic B, Haas HL,
Huston JP, unpublizierte Beobachtungen). In der vorliegenden Arbeit wurde u.a.
auch deshalb in Experiment Il der Einflud der NR2C-2B Gensubstitution auf
angstkorreliertes Verhalten bestimmt. Die unter dem entsprechenden Abschnitt
referierten Befunde legen jedoch nicht nahe, dal} eine Interaktion zwischen
veranderter Emotionalitat und der Leistung im Rotarod bei NR2C-2B Mausen
vorliegt.

Bei naiven Kontrolltieren findet man i.d.R. eine Leistungssteigerung tber mehrere
Durchgange bzw. Tage, so dal} auch eine Lernkomponente im Test wirksam ist.
Obgleich eine moagliche Konfundierung der Rotarodmessung durch Lern- und
Emotionalitatspradispositionen der getesteten Tiere in diesem Paradigma nicht
ganzlich ausgeschlossen werden kann, ist das Rotarod nichtsdestotrotz gegenwartig
immer noch der aussagekraftigste, d.h. reliabelste und valideste, motorische Test
(Sedelis et al., 2001).

3.1.5 Versuchsdurchfuhrung

Die Maus wurde auf die zunachst ruhende Walze gesetzt. Nach 5 Sekunden wurde
die Walze aktiviert und tUber 5 Minuten kontinuierlich bis auf 40 Rotationen pro
Minute beschleunigt. Der Test war beendet, nachdem das Tier von der Walze
abglitten war oder wenn 5 Minuten verstrichen waren. Jede Maus erhielt 3
Durchgange pro Tag an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit einem Inter-trial-

Intervall von einer Minute.
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3.1.6 Abhangige Variablen

Gemessen wurde die Zeit bis zum Abgleiten von der rotierenden Walze. Tiere, die
sich Uber die gesamte Beobachtungsdauer auf der Walze halten konnten, erhielten

einen Hochstscore von 300 Sekunden.

3.1.7 Darstellung der Versuchsdaten und statistische Auswertung

In Tabelle 1 im Anhang sind die Rohwerte beider Gruppen aufgelistet (juvenile und
adulte NR2C-2B vs. juvenile und adulte WT Mause). Zur graphischen und
statistischen  Aufbereitung der Daten wurden Gruppenmittelwerte und
Standardabweichungen fur die insgesamt 9 Testdurchgange errechnet. Der
Kolmogorov-Smirnov Anpassungstest ergab, dal} den Daten eine Normalverteilung
zugrunde liegt (alle p-Werte > 0,1). Zwischengruppenvergleiche Uber alle 9
MelRpunkte wurden mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit MeRwiederholung
vorgenommen. Zwischengruppenvergleiche einzelner Mel3punkte wurden mit dem T-
Test fur unabhangige Stichproben durchgefuhrt. Innergruppenvergleiche wurden
mittels eines T-Tests fur abhangige Stichproben vorgenommen. Die angegebenen p-
Werte dienen als deskriptives Mald des Effekts und sind wenn nicht anders

ausgewiesen zweiseitig zu lesen.

3.1.8 Ergebnisse

3.1.8.1 Juvenile NR2C-2B und Wildtypmause

Die juvenilen NR2C-2B Substitutionsmause, wie auch die Kontrolimause hielten sich
am letzten Durchgang 9 im Vergleich zum ersten Durchgang, langer auf der
rotierenden Walze (NR2C-2B: p < 0.001; WT: p < 0,001; Abb. 1). Dieser Befund ist
ein Hinweis auf das Vorliegen eines motorischen Lernprozesses, der es den Tieren
ermdglichte sich auch bei hdoheren Rotationsgeschwindigkeiten auf der Walze zu

halten.
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Abbildung 1: Rotarodlatenzen der juvenilen NR2C-2B und Wildtypmause wahrend des ersten und
letzten Durchgangs. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf Innergruppenvergleiche des ersten
mit dem letzten Durchgang (T-Test fur abh&ngige Stichproben).

Der Zwischengruppenvergleich der Zeit bis zum Abgleiten von der akzellerierenden
Walze Uber die 9 Durchgange =zeigte allerdings keinen bedeutsamen
Leistungsunterschied zwischen NR2C-2B und Wildtypmausen [F(123 = 0,019; p =
0,890; Abbildung 2].
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Abbildung 2: Zeit bis zum Abgleiten von der rotierenden Walze fir juvenile NR2C-2B und
Wildtypmause Uber die 9 Testdurchgange.

Diese Ergebnisse suggerieren, das die NR2C-2B Gensubstitution sich nicht auf die
motorische Koordinationsfahigkeit von juvenilen Mausen auf einem akzelerierenden
Rotarod auswirkt. Allerdings lag das Leistungsniveau beider Gruppen deutlich unter
dem von adulten Mausen des Stamms C57BL/6, aber Uber dem des Mausstamms

129/Sv (unpublizierte Beobachtungen).

3.1.8.2 Adulte NR2C-2B und Wildtypmause

Wahrend die adulten Wildtypmause eine asymptotische Leistungskurve aufwiesen,
d.h. keine wesentliche Leistungssteigerung von Durchgang 1 auf Durchgang 9

aufzeigten (p = 0,339; T-Test fur abhangige Stichproben; Abbildung 3), fand sich fur

die adulten NR2C-2B Mause ein entsprechender Leistungszuwachs (p < 0,001).
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Abbildung 3: Rotarodlatenzen der adulten NR2C-2B und Wildtypmause wahrend des ersten und
letzten Durchgangs. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf Innergruppenvergleiche des ersten

mit dem letzten Durchgang (T-Test flr abhangige Stichproben).

Im Zwischengruppenvergleich Uber die 9 Testdurchgange wiesen die adulten
Substitutionsmause ein niedrigeres Leistungsniveau als die Kontrollmause auf [F1 17)
= 5,999; p = 0,013; einseitige Testung; Abbildung 4].
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Abbildung 4: Zeit bis zum Abgleiten von der rotierenden Walze fir adulte NR2C-2B und Wildtypmause
Uber die 9 Testdurchgange. P-Werte beziehen sich auf Zwischengruppenvergleiche fiir einzelne

Durchgange (T-Test flr unhabhangige Stichproben).

Diese verminderte motorische Koordinations- und Balancierfahigkeit der adulten
NR2C-2B Mause manifestierte sich an den ersten beiden Durchgangen der Tage 1
und 2 (Durchgange; 1: p = 0,020; 2: 0,003; 3: p =0,241; 4: p = 0,034; 5: p = 0,084; 6:
p = 0,893; T-Test fur unabhangige Stichproben), war aber an Tag 3 nicht mehr zu
beobachten (Durchgange; 7: p = 0,709; 8: p = 0,333; 9: p = 0,794).
Bemerkenswerterweise war die Leistung der juvenilen Wildtypmause schlechter als
die der adulten Wildtypmause [F122) = 6,333; p = 0,020; Abbildung 5], wogegen
juvenile und adulte NR2C-2B Substitutionsmause Uber die 9 Testdurchgange
vergleichbare, d.h. gleich schlechte Leistungen aufwiesen [F,1g8) = 0,001; p = 0,979;
Abbildung 6].
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Abbildung 6: Zeit bis zum Abgleiten von der rotierenden Walze fir juvenile und adulte NR2C-2B
Substitutionsméause Uber die 9  Testdurchgange. P-Werte beziehen  sich  auf

Zwischengruppenvergleiche fiir einzelne Durchgange (T-Test fiir unhabhangige Stichproben).

Offenbar sind motorische Funktionen erst in adulten Wildtypmausen voll ausgebildet.
Dagegen scheinen grundlegende motorische Funktionen bei NR2C-2B
Substitutionsmausen sich, Uber den juvenilen Status hinaus, nicht mehr
weiterzuentwickeln bzw. beginnen zu stagnieren. Andererseits entwickelt sich die
Fahigkeit zur Adaptation bzw. zur motorischen Plastizitat auch bei NR2C-2B
Substitutionsmausen offenbar normal und ist ausreichend, um initiale Defizite zu
kompensieren.

Zusammenfassend lasst sich also folgern, dal adulte NR2C-2B Mause auf einer
akzellerierenden  Walze  anfanglich (Tage 1 und  2) motorische
Koordinationsschwierigkeiten aufweisen, diese jedoch durch weiteres Training
kompensieren konnen und sich in ihrem finalen Leistungsniveau nicht mehr von den

adulten Wildtypmausen unterscheiden.
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3.1.9 Diskussion

Die chronische Phase der NR2C-2B Gensubstitution geht in adulten Mausen mit
motorischen Defiziten einher, die in der dynamischen Phase der Reorganisation der
NMDA-R Untereinheitenkomposition in Kornerzellen des Zerebellums, (bei der
zwischen der zweiten und vierten Woche postnatal normalerweise NR2B durch
NR2C ersetzt wird) nicht zu beobachten sind (juvenile NR2C-2B Méause). Die
anfanglichen motorischen Defizite der adulten NR2C-2B Mause scheinen mit den
mikroanatomischen Aberrationen im Kleinhirn dieser Tiere in Verbindung zu stehen.
Diese Aberrationen setzten postnatal ein und finden ihre Vollendung um die 16.
Lebenswoche. Zurickzuflhren sind diese hirnanatomischen Fehlentwicklungen auf
die kontinuierliche Expression der NR2B Untereinheit in Kérnerzellen (siehe folgende
Abschnitte). Die gefundenen neuroanatomischen Abnormitaten [a)
Kornerzellschwund, b) reduzierte Verzweigung und abnorme Verlangerung der
Purkinjezelldendriten, die zudem eine raumliche Expansion aufweisen, c) reduzierte
Synapsenzahl  zwischen Parallelffasern und  Purkinjedendriten und d)
Mehrfachinnervation der Dornfortsatze der Purkinjezellen], sind durchaus geeignet
die Zeitmesser- und Fehlerdetektionsfunktion des Kleinhirns zu beeintrachtigen, so
daly motorische Programme nicht mehr koordiniert und in der intendierten Art und
Weise ablaufen konnen (De Zeeuw et al., 1998; Kistler et al., 2000; Meek, 1992; Pieri
et al., 2003; Thier et al., 2000). Die motorischen Defizite kbnnen nicht auf die erhdhte
Erregbarkeit der NMDA-R an der Moosfaser-Kornerzellsynapse zurlickgefuhrt
werden, da diese bereits bei juvenilen NR2C-2B Mausen (P22-P25) zu beobachten
war und die keine motorische Beeintrachtigung aufzeigten. Die Ubererregbarkeit
dieser Rezeptoren hat jedoch vermutlich zu dem progressiven Kornerzellverlust, der
sein Plateau erst in adulten NR2C-2B Tieren erreicht, beigetragen. Die fur die
adulten NR2C-2B Mause beschriebene Reduktion der Expressionsrate der NR2A
Untereinheit scheint eine kompensatorische Reaktion auf die Uberstimulierung der
Kdrnerzellen zu sein, deren NMDA-R nur aus di- oder triheteromeren NR1, NR2A
und NR2B zusammengesetzt sind, also Rezeptoren die hohe EPSP's hervorrufen.
Es ist unwahrscheinlich, dal3 die Reduktion der NR2A Expression bei den NR2C-2B
Mausen fur die gefundenen motorischen Defizite ursachlich ist. Diese Einschatzung
ergibt sich aus Befunden, die zeigen, dal} eine komplette Inaktivierung des NR2A

Gens keinerlei neuroanatomische oder motorische Defizite nach sich zieht (Kadotani
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et al., 1996). Auch kann die Abwesenheit der NR2C-Untereinheit in den adulten
NR2C-2B Substitutionsmausen die motorische Beeintrachtigung dieser Mause nicht
erklaren, weil auch der Knockout dieses Gens weder neuroanatomische
Aberrationen noch motorische Defizite hervorruft (Kadotani et al., 1996).
Einschrankend muf® jedoch bemerkt werden, dal} das in der Kadotani und
Mitarbeiter, (1996) Studie benutzte Testprotokoll nicht optimal war (siehe Einleitung
zu diesem Experiment). Die kontinuierliche Expression der NR2B Untereinheit in
Koérnerzellen des Zerebellums von adulten NR2C-2B Mausen hat offenbar keinen
Einflul auf die Fahigkeit des motorischen Systems zur Plastizitat bzw. auf
motorisches Lernen zu haben, da die adulten NR2C-2B Mause nur anfanglich eine
Leistungsschwéache aufzeigten, die jedoch Uber die 3 Tage immer schwacher wurde.
Dieser Befund ist in Einklang mit der Hypothese, dal3 motorisches Lernen durch
zeitnahe  Aktivierung von  Kletterfaser- und  Parallelfasereingangen  zu
postysnaptischen Purkinjezellen erfolgt und an der Synapse zwischen Parallelfaser
und Purkinjezelle eine synaptische Langzeitdepression induziert, die nicht durch
NMDA-R mediiert wird, weil Purkinjezellen keine funktionalen NMDA-R bilden
konnen (Levenes et al., 1998).

Zusammenfassend lalt sich festhalten, dal} eine kontinuierliche NR2B Expression
die Entwicklung des Kleinhirns stark beeintrachtigt und in letzter Konsequenz zu
motorischen Defiziten im Rotarod-Test flhrt, aber motorisches Lernen nicht affektiert.
Die anderen beiden NR2 Untereinheiten (NR2A und NR2C) scheinen weder fur die
postnatale Reifung des Kleinhirns, noch fir motorische Koordinationsfahigkeit per se,
oder motorisches Lernen unentbehrlich zu sein. Allerdings muld einschrankend die
Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dald die motorischen Defizite der adulten
NR2C-2B Mause, nicht ausschlieBlich durch die anatomischen Abnormitaten, infolge
des Wegfalls der Herunterregulierung der NR2B Untereinheit, hervorgerufen wurden,
sondern u.U. auch die Folge des Zusammenfallens der reduzierten NR2A Expression
(die bei juvenilen NR2C-2B Mausen nicht zu beobachten war) mit der NR2C-
Geninaktivierung war und damit auch auf eine inadaquate Stimulation der
Purkinjezellen zurlckzufuhren ware (siehe Kadotani et al.,, 1996). Um diese
Maoglichkeiten auszuschlielRen, kdnnte man unter Nutzung des Cre-Recombinase-
loxP-Tet-on bzw. Tet-off Systems (siehe Einleitung Abschnitt "induzierbare Gen-
Knockouts") eine konditionale, moglicherweise gar kornerzellspezifische NR2C-2B

Substitutionsmaus generieren, um zu zeigen, dall die motorischen Defizite
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tatsachlich die Folge der anatomischen Abberationen im Zerebellum und nicht die
Folge der Stérung der NMDA-mediierten Routine Neurotransmission, oder von
progressivem Kornerzelltod durch Uberstimulation sind. Man kénnte dann
konventionelle NR2C-2B Substitutionsmause mit Substitutionsmausen (gleichen
Alters) vergleichen, bei denen die Gensubstitution erst nach der 2. Woche, nach 3
Wochen und erst nach 4 Wochen (durch Zugabe bzw. Absetzen von Doxycyclidine
ins Trinkwasser) induziert wurde, so dafl man eventuell einen graduellen Effekt
nachweisen und wirkliche korrelative Beziehungen zwischen Migrationsstatus,

Kdrnerzellzahl, etc. und altersabhangiger motorischer Leistung herstellen kann.

3.2 Experiment Il: Emotionales Verhalten der NR2C-2B Substitutionsmause im

Elevated Plus-Maze

3.2.1 Einleitung

Die primére aversiv-emotionale Reizverarbeitung und deren Ubersetzung in
adaquate Antworten auf endokrinologischer, vegetativer und Verhaltensebene wird
von der Amygdala im Temporallappen mediiert. Der basolaterale Nukleus der
Amygdala ist die Haupteingansschicht der Amygdala, und erhalt afferent-sensorische
Informationen von primaren und sekundaren sensorischen Kortexarealen und dem
Thalamus (LeDoux, 2000; McDonald, 1998).

In einer kurzlich erschienenen Studie konnte eine NR2C mRNA Expression im
basolateralen Nukleus der Amygdala nachgewiesen werden (Karst et al., 2002).
Deshalb ist davon auszugehen, dal} die NR2C-2B Gensubstitution sich auf intra-
amygdalare NMDA-R Verarbeitungsprozesse auswirkt und sich deshalb auch in
verandertem emotionalen Verhalten der NR2C-2B Mause aulert.

Die Amygdala ist auch in die Ausbildung emotionaler Gedachtnisinhalte involviert. In
intrazerebralen Mikroinfusionsstudien konnte gezeigt werden, dal} die Blockade von
NMDA-R mittels nicht untereinheitsselektiver NMDA-R Antagonisten im basolateralen
Tell der Amygdala mit der Akquisition und Extinktion von
Furchtkonditionierungsaufgaben interferiert (Davis et al., 1997). Hierbei fand man
supressive Effekte auf aversives Lernen, sowohl nach pre-trial wie auch post-trial
Applikationen. An der genikulo-amygdalaren und Kkortiko-amygdalaren Synapse
konnte eine NMDA-R mediierte synaptische Langzeitpotenzierung nachgewiesen

werden (Clugnet & LeDoux, 1990). Diese und weitere Arbeiten flhrten zu der
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Auffassung, dal} NMDA-R im basolateralen Teil der Amygdala, die als eine Art
Interface (Schnittstelle) bzw. Konvergenzpunkt fir CS (zu konditionierende Stimuli)
und UCS (unkonditionierte Stimuli) Informationen dient, als Koinzidenzdetektoren
fungieren, die die Ausbildung von CS-UCS Assoziationen mediieren (Falls et al.,
1992; Miserendino et al., 1990; Trullas & Skolnick, 1990). Diese Funktion wird
wahrscheinlich von NMDA-R mediiert, die entweder die NR2A und oder die NR2B
Untereinheit aufweisen, weil diese Untereinheiten im Gegensatz zu den NR2C und
NR2D  Untereinheiten dem NMDA-R diejenigen  elektrophysiologischen
Eigenschaften verleihen, die fur eine Koinzidenzdetektion besonders geeignet sind
(hohe Kanalleitfahigkeit fir Ca?*-Kationen, starke Mg®*-Sensitivitat, Koppelung mit
intrazellularen Second Messenger Systemen etc.; siehe Rodrigues et al., 2001) und
zudem hauptsachlich an postsynaptischen Projektionsneuronen identifiziert wurden
(siehe jedoch auch Szinyei et al., 2003), wogegen die NR2C und NR2D
Untereinheiten auch vermehrt in zentralen (vermutlich) inhibitorischen, d.h.
gabaergen Interneuronen, lokalisiert wurden. Die Involvierung der NR2B Untereinheit
in die Mediierung von erlernter Furcht wurde kurzlich mittels des relativ selektiven
NR2B-Antagonisten Ifenprodil bestatigt. Systemische Administration von Ifenprodil
verschlechterte dosisabhangig die Akquisition einer Furchtkonditionierungsaufgabe
bei der entweder ein Ton oder ein raumlicher Kontext als konditionierter Reiz diente,
wahrend eine Ifenprodilgabe (nach Konditionierung im unbehandelten Zustand) vor
dem Test, die Expression der konditionierten Furchtreaktion nicht beeinflulte
(Rodrigues et al., 2001). Gegenwartig akkumulieren Befunde, wonach
untereinheitsunspezifische NMDA-Antagonisten wie z.B. D-2-Amino-5-
phosphopentanoische Saure (APV), nicht nur mit der Akquisition einer
Furchtkonditionierungsaufgabe interferieren, also flr synaptische Plastizitat bzw. die
Ausbildung von CS-UCS Assoziationen von Bedeutung sind, sondern auch die
Expression von furchtkorrelierten Reaktionen blockieren (Maren et al., 1996; Lee &
Kim, 1998; Lee et al., 2001), also darauf hindeuten, dal® andere NMDA-R Typen, die
eine weniger starke Spannungssensitivitdt aufweisen, wie z.B. NMDA-R die, die
NR2C wund oder NR2D Untereinheit aufweisen, an der Mediierung von
unkonditionierter Angstlichkeit beteiligt sind. Es konnte gezeigt werden, daR
untereinheitsunspezifische NMDA-Antagonisten, in das periaqueduktale Grau

appliziert, (Guimaraes et al., 1991) anxiolytische Effekte im Elevated Plus-Maze,
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einem Test fiir unkonditionierte Angstlichkeit, haben und das NMDA (Vasar et al.,
1993) in diesem Test anxiogene Effekte entfaltet.

Die mégliche Involvierung distinkter NMDA-R Typen in Angstlichkeitsprozesse wurde
kurzlich auch durch elektrophysiologische Befunde gestarkt. Nicht naher spezifizierte
NMDA-R am basolateralen Teil der Amygdala und des periaqueduktalen Grau
scheinen an der Routineneurotransmission exzitatorischer Signale beteiligt zu sein,
die lange Zeit nur AMPA-Rezeptoren zugeschrieben wurde (Weisskopf & LeDoux,
1999; Li et al., 1995; Fendt, 2001; Maren et al., 1996; Weisskopf & LeDoux, 1999).
Des weiteren konnte mittels Zelltransfektionsstudien gezeigt werden, dals NR1-NR2C
Rezeptoren im Gegensatz zu NR1-NR2A Rezeptoren keine unmittelbare
Kanalinaktivierung, nach einem intrazelluldren Anstieg der Ca®*-Konzentrationen
bzw. nach andauernder Stimulation durch Agonisten, aufweisen, und somit zeitlich
Uberdauernd aktiv bleiben kdonnen, was darauf hindeutet, dal® diese Rezeptoren,
wenn sie an Prinzipalzellen der Amygdala lokalisiert sind, auch auf unkonditionierte
zeitlich Uberdauernde Angstreize reagieren kdonnen (Vissel et al., 2002). Bei einer
Furchtkonditionierung wird der CS i.d.R. nur fur 500-1500 Millisekunden dargeboten
und kann deshalb auch durch NR1-NR2A, NR1-NR2B oder triheteromere NR1-
NR2A-NR2B Rezeptoren erfasst werden, wogegen unkoditionierte Angstreize, z.B.
eine ungeschutzte, weitflachige und hell erleuchtete Umgebung, Uber Stunden
hinweg angstliches Verhalten erzeugen konnen und somit zeitlich Uberdauernd
registriert werden mussen. Ein Rezeptor der schnell desensitiviert kann diese
Funktion moglicherweise nicht mediieren. Es ist denkbar, da NMDA-R des NR2A
und oder NR2B Typs an postsynaptischen Projektionsneuronen des basolateralen
Kerns der Amygdala fur erlernte Furcht kritisch sind, wogegen NMDA-R des NR2C
und oder NR2D Typs, die vermutlich sowohl an Prinzipalzellen als auch an
gaberergen Interneuronen lokalisiert sind, fur die Mediierung von unkonditionierter
Angstlichkeit in Hirnstrukturen relevant sind, die dem sogenannten ,Brain Defence
System® (Amygdala, BNST, medialer Hypothalamus, colliculi, periaqueduktales Grau
etc. Fanselow, 1994) zugerechnet werden. Gegenwartig lafkt sich die Rolle einzelner
NMDA-R Untereinheiten auf das Angstsubstrat des Gehirns nur schwierig
pharmakologisch untersuchen, weil nur wenige untereinheitsselektive NMDA-R
Antagonisten verfugbar sind. Fur die NR2C und die NR2D Untereinheit ist bislang
noch kein spezifischer Antagonist verfugbar. Ein relativ selektiver NR2B Antagonist

ist Ifenprodil. Ifenprodil wurde von Gotti und Mitarbeitern (1988), entwickelt und hat
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eine 140-fache hohere Affinitat fir NMDA-R, die die NR2B Untereinheit aufweisen,
als fir solche NMDA-R, die nur die NR2A Untereinheit aufweisen, und scheint
deshalb geeignet um NMDA-R des Typs NR1-NR2B und mdglicherweise auch di-
und tri-heteromere NMDA-Rezeptoren, die die NR2B Untereinheit aufweisen zu
blockieren (Chenard & Menniti, 1999). Einschrankend muf} jedoch auch bemerkt
werden das Ifenprodil bei hdheren Dosierungen (> 10 mg/kg) auch eine Wirkung an
5-HT;3 und a1 Adrenorezeptoren entfaltet (Daniell, 1992; Gotti et al., 1988; McCool &
Lovinger, 1995). Ifenprodil ist ein Phenylethanolaminderivat, dessen inhibitorische
Wirkung auf den NMDA-R die Folge einer allosterischen Modulation des
Rezeptormolekilkomplexes ist. Der Rezeptor vollzieht eine
Untereinheitskonformationsanderung, die den Durchmesser des lonenkanals
verringert, ohne das der lonenkanal vollstandig blockiert oder die Dauer/Frequenz
des geschlossenen Zustandes des Kanals verlangert wird (Legendre & Westbrook,
1991). [Randbemerkung: Wenn ein Ligand an die entsprechende Bindungsstelle
eines Rezeptors anbindet kommt es zu einer Konformationsanderung am
Rezeptormolekiulkomplex und der lonenkanal 6ffnet sich, bzw. der Durchmesser der
Pore wird verbreitert, bleibt jedoch nicht dauernd offen sondern oszilliert zwischen
offen und geschlossen Zustanden, solange der Ligand angebunden bleibt. Auch die
Offnungsdauer variiert in einem vorgegebenen Rahmen. Wann ein Kanal 6ffnet,
unterliegt stochastischen Gesetzen. Neben der Bindungsstelle fur den Liganden
weisen ionotrope Rezeptoren haufig noch zusatzliche Bindungsstellen fir
modulatorisch wirkende Substanzen, d.h. Substanzen die fur sich genommen keine
Kanaloffnung hervorrufen. Diese modulatorisch wirkenden Substanzen konnen aber
bei gleichzeitiger Anbindung des Liganden, die Offnungsfrequenz und/oder Dauer
erhdhen oder erniedrigen.]

Ifenprodil hat offenbar auch eine hohere Affinitat bzw. Bindungsneigung an den
NMDA-R, wenn dieser zuvor aktiviert wurde, als wenn er sich im Ruhezustand
befindet (Kew et al., 1996). Bislang wurde der Effekt von Ifenprodil auf
unkonditionierte Angstlichkeit nur in drei Studien untersucht. Fraser und Mitarbeiter,
(1996) berichten, das Mause, denen Ifenprodil i.P. appliziert wurde, im Elevated Plus-
Maze die angstbesetzten offenen Arme weniger stark meiden als solche Mause,
denen eine physiologische Kochsalzldésung injiziert wurde. Allerdings wurde auch
gefunden, dal} Ifenprodil zu erhdhter lokomotorischer Aktivitat fuhrt und es wurde die

Madglichkeit in Betracht gezogen, dal} Ifenprodil die Freisetzung von Purinen, die an
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Adenosinrezeptoren binden, fordert. In einem hell-dunkel Explorationstest dagegen
hatte Ifenprodil bei einem breiten Spektrum an Dosierungen (2.5-20 mg/kg) keinen
Effekt auf das Angstverhalten von Mausen (Sanger & Joly, 1991). In einem
modifizierten Elevated Plus-Maze Test, der auch unspezifische Effekte einer
gegebenen Substanz auf Sensorik und Motorik nachweisen kann (Dere et al., 2002b)
hatte  systemische Ifenprodilgabe (1-, 3-, und 5-mg/kg) sensorische
Beeintrachtigungen zufolge, wirkte sich aber nicht auf unkonditionierte Angstlichkeit
oder lokomotorische Aktivitat aus (Dere et al., 2003a). Damit scheint es relativ
unwahrscheinlich, da® NMDA-R, die die NR2B Untereinheit aufweisen, in die
Mediierung von unkonditionierter Angstlichkeit involviert sind.

Dextromethorphan (DM) hat eine hohere Affinitat fir rekombinante NR1b-NR2C
Rezeptoren als fur rekombinante NR1b-NR2A und NR1b-NR2B Rezeptoren
(Monaghan & Larsen, 1997). Weil in der Vergangenheit haufig davon ausgegangen
wurde, dall die NR2C und NR2D Untereinheiten im adulten Vorderhirn nur in
vernachlassigbaren Mengen exprimiert werden, wurde DM primar als ein relativ
schwacher NR2A-antagonist angesehen, weil DM auch eine hohere Affinitat fir NR1-
NR2A als NR1-NR2B Rezeptoren hat (Kew et al., 1996). Nachdem es nun als
gesichert gilt, dall auch das NR2C Protein im adulten Vorderhirn, wenngleich in
geringeren Konzentrationen als die NR2A Untereinheit, durchaus exprimiert wird,
konnte DM als ein pharmakologisches Werkzeug dienen, um die Involvierung der
NR2C Untereinheit in unkonditionierte Angstlichkeitsprozesse zu untersuchen.
Allerdings bindet DM in hohen Konzentrationen (> 40 mg/kg) auch an 61-Rezeptoren
(Chou et al., 1999). DM wurde noch nicht an Nagetieren im konventionellen Elevated
Plus-Maze getestet. In einer hell-dunkel Explorationsaufgabe hatte DM Uber ein
Spektrum von 5-40-mg/kg keinen Effekt auf angstkorreliertes Verhalten (Sanger and
Joly, 1991). Wir haben allerdings zeigen koénnen, das niedrige, systemisch
verabreichte, Dosierungen von DM anxiolytisch (10-mg/kg) und héhere Dosierungen
(30-mg/kg) anxiogen, in einem modifizierten Elevated Plus-Maze, wirken (Dere et al.,
2003a), moglicherweise auch durch die Blockade von NMDA-R, die die NR2C
Untereinheit aufweisen. Die Rolle der NR2 Untereinheiten im Rahmen
unkonditionierter Angstlichkeit kénnte mittlerweile anhand von bereits verfligbaren
Mausmutanten naher spezifiziert werden, weil NR2A-, NR2C-, NR2A/2C-, und
NR2D-Knockoutmause, wie auch NR2B und NR2D Uberexprimierungsmause bereits

verfugbar sind. Allerdings wurden bislang nur NR2D Knockoutmause in Bezug auf
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Angstlichkeit untersucht. Bemerkenswerterweise sind adulte NR2D-/- M3use weniger
angstlich im Elevated Plus-Maze und dem hell-dunkel Test (Miyamoto et al., 2002),
wogegen juvenile NR2D-/- Mause normale Angstlichkeitsreaktionen aufweisen (lkeda
et al., 1995). Die bisher referierten Befunde legen die Annahme nahe, dal eine
NR2C-NR2B Gensubstitution sich auf unkonditionierte Angstlichkeit auswirken
kdnnte, moglicherweise bedingt durch einen Mangel an NR2C enthaltenden NMDA-R
in  Hirnregionen, die dem Brain defence system zugesprochen werden.
Mdglicherweise finden sich auch, wie bei den NR2D-/- Mausen, altersabhangige
Effekte, weil die NR2C Untereinheit in Vorderhirnstrukturen im Laufe der

Hirnentwicklung herunterreguliert wird.

3.2.2 Fragestellungen

Wie wirkt sich die NR2C-2B Gensubstitution auf unkonditionierte Angstlichkeit aus?
Variiert die durch die NR2C-2B Gensubstitution u.U. induzierte Anderung

emotionalen Verhaltens zwischen juvenilen und adulten Mausen?

3.2.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche junge (MW: 34,1 + 0,43 Tage alte; n = 10) und
adulte (MW: 10,43 + 0,22 Wochen alte; n = 10) NR2C-2B Gensubstitutionsmause,
wie auch junge (MW: 33,3 £ 0,22 Tage alte; n = 15) und adulte (MW: 10,75 + 0,04
Wochen alte; n = 9) Wildtypmause.

3.2.4 Rationale und Aufbau der Versuchsapparatur

Das "Elevated Plus-Maze" (EPM) (Schemazeichnung 2) wird zur Untersuchung
anxiolytischer oder anxiogener Effekte nach verschiedensten Interventionen in das

Angstsubstrat des Gehirns verwendet (Cruz et al.,, 1994).
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Schemazeichnung 2: Schematische Darstellung der Elevated Plus-Maze Apparatur. Erlduterungen im

Text.

Das EPM besteht aus zwei unbewandeten und zwei an den Seiten durch
Begrenzungswande geschutzten Armen, die in Form eines Kreuzgangs angeordnet
sind. Die Apparatur steht auf einem Sockel etwa einen halben Meter Uber dem
Boden. Das Verhaltensmodell beruht auf einer naturlichen unkonditionierten Aversion
der Versuchstiere in Bezug auf erhohte, offene, relativ stark erleuchtete und
ungeschutzte Bereiche. Mause, die das EPM explorieren, verbringen die meiste Zeit

in den bewandeten Armen und meiden die offenen bzw. nicht bewandeten Arme.
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Man nimmt an, dal} die Tendenz die offenen Arme zu meiden eine natirliche Furcht
vor der Hohe der offenen Arme bzw. der ,visuellen Klippe“ reflektiert; mdgliche
Alternativerklarungen waren auch z.B. der Mangel an thigmotaxischen Reizen auf
den offenen Armen. Nagetiere neigen namlich dazu, ihre Umgebung durch das
Abtasten mit den Vibrissen zu erkunden. Auch ist es madglich, dall der
Leuchtdichtengradient, der zwischen den bewandeten und offenen Armen
vorherrscht, die charakteristische Verteilung der Aufenthaltszeiten und Eintritte zu
Gunsten der bewandeten Arme hervorruft.

Werden die Tiere auf den offenen Armen eingeschlossen, so beobachtet man eine
Reihe von angstkorrelierten Verhaltensweisen und angstkorrelierte physiologische
Reaktionen, wie z.B. erstarrtes Stillsitzen (engl. Freezing, vergleichbar einer
Angstparalyse beim Menschen), Defakation, Urination, erhdhte Herzschlagraten und
erhohte Kortikosteroid-Konzentrationen im Blutplasma. Diese Reaktionen sind bei
weitem weniger stark ausgepragt, wenn die Tiere auf den bewandeten Armen
eingeschlossen werden. Wird ein Tier in das EPM gesetzt (typischerweise in den
Kreuzungspunkt der vier Arme), so orientiert es sich tendenziell eher zu einem der
bewandeten Arme. Diese naturliche Tendenz kann durch die Gabe von Anxolytika
(z.B. Diazepam) bzw. GABA-R Agonisten bei Mausen abgeschwacht werden (Lister,
1987). Das EPM-Paradigma besitzt gegenlber anderen Paradigmen eine Reihe von
Vorzigen. Es st relativ einfach durchzufiGhren, basiert auf spontanen
Verhaltensweisen, erfordert weder Training noch aversive Stimulationen, z.B. die
Applikation eines Fulschocks, und es ist mdglich, sowohl anxiolytische als auch
anxiogene Effekte von experimentellen Interventionen zu identifizieren. Auch weist
es eine hinreichende Retest-Reliabilitdt fur mindestens zwei Testdurchgange auf
(Pellow et al., 1985, siehe jedoch auch File et al., 1993). Anxiolytisch wirkende
Drogen (z.B. Benzodiazepine) erhdhen die Aufenthaltszeit auf den offenen Armen
und vermindern die Haufigkeit anderer Indikatoren von Angst, wie Defakation oder
erstarrtes Stillsitzen ("Freezing") (File et al., 1993 ; Pellow et al., 1985). Eine
Verringerung der Eintritte in die offenen Arme und der Aufenthaltszeit in den offenen

Armen ist dagegen ein Hinweis auf eine anxiogene Wirkung der Substanz.
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(Zur Definition von Angst und Furcht: Angst ist eine emotionale Reaktion begleitet
von Reaktionen auf Verhaltens- und physiologischer Ebene, die von Umweltreizen
ausgelost wird, die ihre Fahigkeit Angst auszulosen nicht erst durch Lernprozesse,
d.h. der Paarung mit einem aversiven Reiz, z.B. einem Fullschock erwerben
mussen. Eine Extinktion der Angstreaktion durch wiederholte Darbietung der
angstauslosenden Reize kann nicht induziert werden. Furcht ist hingegen eine
emotionale Reaktion, begleitet von Reaktionen auf Verhaltens- und physiologischer
Ebene, die von Umweltreizen ausgelost wird, die ihre Fahigkeit Furcht auszulésen
erst durch Lernprozesse, d.h. wiederholte oder einmalige Paarung mit
unkonditionierten aversiven Reizen, erwerben mussen. Furcht kann im Gegensatz zu
Angst durch gegenlaufige Erfahrungen, z.B. das der konditionierte Reiz nicht mehr
von aversiven Konsequenzen gefolgt wird, auch wieder abgeschwacht werden.
Beispielsweise 10st ein Lichtreiz per se keine Furcht aus, sondern erst nachdem er
kontingent von einem aversiven Reiz, z.B. einem Fulischock, gefolgt wurde,
wohingegen hohe Beleuchtungsintensitaten oder groRe offene Ebenen bei
Nagetieren auch bei der ersten Darbietung schon Angst auslésen).

Das EPM (Material: graues PVC) bestand aus zwei offenen (29 x 5 cm), d.h. ohne
seitliche Begrenzungswande und 2 bewandeten Armen (29 x 5 x 15 cm) die in Form
eines “+” angeordnet waren und von einer zentralen Plattform (5 x 5 cm)
ausstrahlten. Das Maze war auf einem 40 cm hohen Sockel angebracht. Diffuse
Beleuchtung mit weilkem Licht erzeugte eine Beleuchtungsstarke von ca. 0,3 Lux im
Zentrum des Plus-Maze. Eine Klimaanlage generierte ein konstantes Rauschen von

ca. 25 dB/SPL zur Maskierung von akustischen Storreizen (Lister, 1987).

3.2.5 Versuchsdurchfiihrung

Die Mause wurden auf die zentrale Plattform, mit dem Kopf in Richtung eines
geschlossenen Arms zeigend, eingesetzt und fur 5 Minuten beobachtet. Nach jedem
Durchgang wurden Fakalboli entfernt und die Apparatur wurde mit 0,1 %
Essigwasser ausgewischt und getrocknet um olfaktorische Reize (Scent-Marking) zu

maskieren.
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3.2.6 Abhangige Variablen

Gemessen wurde die Anzahl der Eintritte und die Aufenthaltszeit (in Sekunden) in
den offenen und bewandeten Armen. Ein Eintritt wurde gewertet, wenn das Tier mit

allen 4 Pfoten die Schwelle eines Armes Uberschritten hat.

3.2.7 Darstellung der Versuchsdaten und statistische Auswertung

In Tabelle 2 im Anhang sind die Rohwerte der 4 Gruppen aufgelistet. Zur
graphischen Aufbereitung der Daten wurden Mittelwerte und Standardfehler fur die 4
Gruppen errechnet. Der Kolmogorov-Smirnov Anpassungstest auf Normalverteilung
(alle p-Werte > 0,1) rechtfertigte eine parametrische Teststatistik. Die angegebenen
p-Werte dienen als deskriptives Mal} des Effekts und sind in allen Fallen zweiseitig
zu lesen. Gruppenvergleiche unabhangiger Daten wurden mit dem T-Test fur
unabhangige Stichproben, Vergleiche abhangiger Daten wurden mit dem T-Test fur

abhangige Stichproben durchgefihrt.

3.2.8 Ergebnisse

3.2.8.1 Juvenile NR2C-2B und Wildtypmause

Erwartungsgemaly wurden die offenen Arme von den Mausen gemieden und die
bewandeten Arme praferiert. Die Mause beider Gruppen frequentierten die
bewandeten Arme haufiger (NR2C-2B: p < 0,001; WT: p = 0,001; T-Test fur
abhangige Stichproben; Abbildung 7) und verweilten dort langer (NR2C-2B: p <
0,001; WT: p < 0,001; Abbildung 8) als auf den offenen Armen. Die NR2C-2B Mause
hielten sich fir eine kirzere Zeit auf den offenen Armen auf als die Kontrolltiere (p =
0.030; T-Test fur unabhangige Stichproben), bei zwischen den Gruppen
vergleichbarer Anzahl der Eintritte in diese Arme (p = 0,382).
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Abbildung 7: Anzahl der Eintritte auf die offenen und bewandeten Arme des Elevated Plus-Maze fir

juvenile NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause.
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Abbildung 8: Verweildauer auf den offenen und bewandeten Armen des Elevated Plus-Maze fur
juvenile NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause. Der p-Wert bezieht sich auf den
Zwischengruppenvergleich hinsichtlich der Aufenthaltszeit auf den offenen Armen (T-Test fir

unabhangige Stichproben).

Keine bedeutsamen Gruppenunterschiede wurden in Hinblick auf die Anzahl der
Eintritte in die bewandeten Arme wie auch in Bezug auf die Verweildauer in diesen
Armen gefunden (Aufenthaltszeiten: p = 0,751; Eintritte: p = 0,497). Die vorliegenden
Daten suggerieren, dal® die Gensubstitution sich bei juvenilen Mausen anxiogen
auswirkt ohne Aktivitatsparameter zu beeinfluen.

Im Vergleich mit adulten Mausen zeigten die juvenilen Mause beider Genotypen
weniger Aktivitat aber auch erhéhte Angstlichkeit. Juvenile Wildtypmause zeigten
weniger Eintritte in die geschlossenen Arme als adulte Wildtypmause, verweilten
aber fur eine langere Zeit in den geschlossenen Armen (Eintritte: p = 0,001; Abb. 9;
Aufenthaltszeiten: p < 0,001; Abb. 10). Sowohl die Aufenthaltszeit auf den offenen
Armen als auch die Zahl der Eintritte in die offenen Arme war in den juvenilen
Wildtypmausen reduziert (Eintritte: p = 0,035; Abb. 9; Aufenthaltszeiten: p = 0,063;
Abb. 10).
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Abbildung 9: Anzahl der Eintritte auf die offenen und bewandeten Arme des Elevated Plus-Maze fir
juvenile und adulte Wildtypmause. Die p-Werte beziehen sich auf Zwischengruppenvergleiche

hinsichtlich der Anzahl der Eintritte in die Arme (T-Test flir unabhangige Stichproben).
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Abbildung10: Verweildauer auf den offenen und bewandeten Armen des Elevated Plus-Maze fir
juvenile und adulte Wildtypmause. Die p-Werte beziehen sich auf Zwischengruppenvergleiche

hinsichtlich der Aufenthaltzeiten in den Armen (T-Test flir unabhangige Stichproben).

Fur den Vergleich der juvenilen und adulten NR2C-2B Substitutionsmause fanden
sich ahnliche Unterschiede (bewandete Arme: Eintritte: p = 0,026; Abb. 11;
Aufenthaltszeiten: p = 0,001; Abb. 12; offene Arme: Eintritte: p = 0,020; Abb.11;
Aufenthaltszeiten: p = 0,016; Abb. 12).
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Abbildung 11: Anzahl der Eintritte auf die offenen und bewandeten Arme des Elevated Plus-Maze fiir
juvenile und adulte NR2C-2B Substitutionsmause. Die p-Werte beziehen sich auf
Zwischengruppenvergleiche hinsichtlich der Anzahl der Eintritte in die Arme (T-Test fir unabhangige

Stichproben).
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Abbildung12: Verweildauer auf den offenen und bewandeten Armen des Elevated Plus-Maze fir
juvenile und adulte NR2C-2B Substitutionsmause. Die p-Werte beziehen sich auf
Zwischengruppenvergleiche hinsichtlich der Aufenthaltzeiten in den Armen (T-Test fir unabhangige

Stichproben).

3.2.8.2 Adulte NR2C-2B und Wildtypmause

Erwartungsgemaly aulerten beide Gruppen eine hohere Vermeidungstendenz
hinsichtlich der offenen vs. der bewandeten Arme (Aufenthaltszeiten; NR2C-2B: p =
0,003; WT: p = 0,012; Abb. 13; Eintritte; NR2C-2B: p = 0,003; WT: p = 0,002; Abb.
14).
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Abbildung 13: Verweildauer auf den offenen und bewandeten Armen des Elevated Plus-Maze fur

adulte NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause.
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Abbildung 14: Anzahl der Eintritte auf die offenen und bewandeten Arme des Elevated Plus-Maze fir

adulte NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause.

Die adulten NR2C-2B Mause zeigten im Elevated Plus-Maze ein Verhaltensprofil,
das sich nicht bedeutsam von dem der Wildtypmause unterschied. Die Gruppen
waren vergleichbar hinsichtlich der Aufenthaltszeiten in den Armen (Bewandete
Arme: p = 0,901; Offene Arme: p = 0,257), wie auch in Hinblick auf die Frequenz der
Eintritte in die Arme (Bewandete Arme: p = 0,394; offene Arme: p = 0,956).

Diese Daten suggerieren, dall die finale Phase der Gensubstitution nach
abgeschlossener Hirnreifung im Kontrast zum hirnorganisch unausgereiften Zustand
nicht mit erhéhter Angstlichkeit einhergeht. Diese Verhaltensdivergenz zwischen
unausgereiften und adulten NR2C-2B Mausen, wie auch schon fir motorische
Funktionen gefunden, scheint mit der progressiven Komplettierung der
Gensubstitution im Laufe der Ontogenese und zeitlich gleichgerichteten
kompensatorischen Gegenregulationen auf genetischer Ebene in Verbindung zu
stehen, die offenbar wiederum mit dem Reifegrad des Gehirns in Wechselwirkung

treten (siehe Diskussion zu diesem Experiment).
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3.2.9 Diskussion

Die vorliegenden Befunde lassen sich wie folgt zusammenfassen: Nur bei jungen
NR2C-2B Mausen scheint sich die Gensubstitution auf unkonditionierte
Angstlichkeitsreaktionen im Sinne einer héheren Angstlichkeit ausgewirkt zu haben.
Die Diskussion der vorliegenden Resultate wird allerdings durch den Umstand
erschwert, dal® der Expressionsverlauf der NR2C Untereinheit im Laufe der
Ontogenese und die Spezifizierung der zellularen und subzellularen Lokalisation
dieser Untereinheit bislang nur fur das Zerebellum mittels mRNA- und
Proteinnachweis detailliert beschrieben worden ist, aber nur unzureichend flr
Hirnregionen, die fiir die Mediierung von unkonditionierter Angstlichkeit (Amygdala,
BNST, medialer Hypothalamus, Colliculi, periaqueduktales Grau etc., (Fanselow,
1994) relevant sind. Deshalb ist es schwierig einzuschatzen, ob und wie die
Gensubstitution sich in diesen Regionen ausgewirkt hat. Sicher ist jedoch, dal} das
NR2C Gen im basolateralen Nukleus der Amygdala exprimiert wird (Karst et al.,
2002), so dal} sich die Gensubstitution moglicherweise auf intra-amygdalare NMDA-
R mediierte Verarbeitungsprozesse zumindest bei juvenilen NR2C-2B Mausen
auswirkt hat. Offenbar scheint jedoch der Reifegrad des Gehirns und damit auch die
im Laufe der Ontogenese regionsspezifisch schwankende, Expressionsrate der
NR2C Untereinheit mit den Effekten der Gensubstitution auf angstliches Verhalten zu
interagieren. Progressiv verlaufende kompensatorische Prozesse auf Ebene der
Genexpression der NR2A, NR2B und modglicherweise auch der in der Amygdala
exprimierten NR3 Untereinheiten mogen hierbei auch eine Rolle gespielt haben. Die
erhdhte Angstlichkeit der juvenilen NR2C-2B M4&use ist vermutlich eher auf die
Abwesenheit der NR2C Untereinheit als die Erhéhung der NR2B Expressionsrate im
Vorderhirn der NR2C-2B Mause zuruckzuflhren, weil eine selektive Blockade der
NR2B Untereinheit angstkorreliertes Verhalten, zumindest in adulten Mausen, nicht
moduliert und eine hohe Dosis von Dextromethorphan, die vermutlich auch die im
Vorderhirn quantitativ geringer ausgepragten NR2C enthaltenden NMDA-R blockiert,
anxiogene Effekte hat (Dere et al., 2003a). Es ist mdglich, da} die gefundenen
anxiolytischen Effekte moderater Dosen von nicht-untereinheitsselektiven NMDA-R
Antagonisten (Guimaraes et al., 1991) auf die Blockade von NR2A enthaltenden
NMDA-R zurickfuhrbar sind, deren Blockade entweder tatsachlich das endogene

Angstsubstrat blockiert, oder nur eine allgemeine Hyperaktivierung und/oder
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sensorische Defizite hervorruft, die im EPM ein Verhaltensprofil induzieren, das als
Anxiolyse misinterpretiert werden kann, wogegen eine gleichzeitige Blockade von
NR2A und NR2C nach hohen Dosierungen von NMDA-R Antagonisten, wie im Falle
von Dextromethorphan (Dere et al.,, 2003a), auch anxiogene Effekte infolge von
zusatzlicher NR2C Blockade (vielleicht Uber NR2C-NMDA-R die an gabaergen
Interneuronen am basolateralen Teil der Amygdala lokalisiert sind) hervorrufen kann.
Die Divergenz emotionalen Verhaltens von jungen und adulten NR2C-2B Mausen
mag auch damit zusammenhangen, dal® die NR2C Untereinheit im Laufe der
Vorderhirnreifung herunterreguliert wird, so dall der anxiogene Effekt der
Abwesenheit der NR2C Untereinheit sich vom juvenilen zum adulten Status
progressiv abschwacht. Vergleichbare Befunde wurden fur NR2D Knockoutmause
beschrieben. Adulte NR2D Knockouts weisen ein anxiolytisches Verhaltensprofil,
juvenile NR2D-/- Mause dagegen normale emotionale Reaktionen, auf (lkeda et al.,
1995; Miyamoto et al., 2002). Allerdings sind diese Befunde weit schwieriger zu
interpretieren, weil die NR2D Untereinheit hauptsachlich embryonal exprimiert wird
und nachweislich in die Zellmigration, Synapsenbildung und deren Stabilisierung und
damit in die Ausbildung der Grundverschaltung des Gehirns involviert ist, so dafl
davon auszugehen ist, dal dieser Effekt auf Angstlichkeit wahrscheinlich mit
hirnanatomischen Aberrationen in Vorderhirnstrukturen in Verbindung steht und
weniger auf eine Involvierung von NR2D enthaltenden NMDA-R in die Mediierung
von angstlichem Verhalten hindeutet. In der NR2C-2B Substitutionsmaus dagegen
sind hirnanatomische Aberrationen in Hirnstrukturen, die dem endogenen
Angstsubstrat zugerechnet werden, zwar nicht auszuschliefen, jedoch eher
unwahrscheinlich, weil die NR2C Untereinheit erst postnatal exprimiert wird und
somit die Gensubstitution erst einsetzt, nachdem die Grundverschaltung im
Vorderhirn in weiten Teilen abgeschlossen ist, weil die Gensubstitution an den NR2C
Promotor gekoppelt ist. Zudem manifestierte sich der Effekt in NR2C-2B Mausen nur
transient in juvenilen Tieren und nicht nach abgeschlossener Hirnreifung in adulten
Tieren. Unsere Befunde deuten darauf hin, dall die Entwicklung von NR2C
spezifischen NMDA-R Agonisten und die Bestimmung ihrer anxiolytischen Potenz fur

therapeutische Zwecke vielversprechend ware.
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3.3 Experiment lll: Non-assoziatives raumliches Habituationslernen im Open-
Field

3.3.1 Einleitung

Es ist aus Lasions- und pharmakologischen Studien bekannt, daf} die hippokampale
Formation fur die Detektion von Reizen mit Neuheitswert von kardinaler Bedeutung
ist (Clark et al., 2000) und dal® NMDA-R Antagonisten Explorationsverhalten und
Habituationsprozesse in neuen raumlichen Umgebungen modulieren (Dai & Carey,
1994; Gironi-Carnevale et al., 1990). In der Vergangenheit wurde postuliert, das bei
adulten Nagetieren, die einer neuen raumlichen Umgebung ausgesetzt werden, im
Hippokampus eine Art kognitive Landkarte entwickelt wird, anhand der das Tier
entscheiden kann ob die Umgebung vertraut ist oder nicht und die es dem Tier
ermoglicht, sich in dieser Umgebung zu orientieren, bzw. das Tier in seinem
Explorationsverhalten leitet. Die neuronale Grundlage dieser kognitiven Landkarte
sind wahrscheinlich die sogenannten Platzzellen (engl. Place cells), die sich mit
zunehmendem Vertraut werden mit der neuen Umgebung, z.B. an Tag 1 einer
Offenfeld Testung, im Zuge der spontanen explorativen Aktivitat des Tieres,
entwickeln. Hierbei formt jede dieser Platzzellen ein zeitlich Uberdauerndes (bis zu 6
Monaten stabiles, bzw. solange man die elektrische Aktivitat einer Platzzelle bei
chronisch implantierten Nagern ableiten kann) charakteristisches Ortsfeld, das heif3t
es feuert nur dann, wenn das Tier sich an einer bestimmten Position im Feld befindet
(Hill, 1978). Nach den primaren Ortszellen entwickelt sich entweder eine zweite
Klasse von Ortszellen, die die Aktivitat der primaren Ortszellen moduliert, oder die
primaren Ortszellen selbst verandern ihre Entladungseigenschaften dahingehend,
dall sie auch dann feuern, wenn das Tier sich in Richtung des zugehorigen
Ortsfeldes der Platzzelle bewegt, oder, wie bei Primaten gefunden, nur in diese
Richtung geblickt wird (Bures et al., 1997, Muller, 1996; O'Keefe & Dostrovsky,
1971). Moglich ist auch, dal® eine Ortszelle deren Ortsfeld in relativer Nahe zum
Ortsfeld einer zweiten Platzzelle liegt diese moglicherweise antizipatorisch aktiviert,
wahrend das Tier sich durch den Raum bewegt. Raumliche Relationen konnen sich
somit in der Aktivitat der Ortszellen widerspiegeln und dem Tier signalisieren an
welchem Punkt im Raum es sich befindet und an welche raumliche Position es

gelangen wurde wenn es sich nach links, rechts, zurlck oder geradeaus bewegen
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wurde. Die raumliche Spezifitat dieser Ortszellen im Hippokampus wird jedoch nur
dann aufgebaut, wenn das Tier sich in der neuen Umgebung frei bewegen kann.

In Hinblick auf eine wiederholte Offenfeldtestung wirde dies bedeuten, dal® nachdem
die kognitive Landkarte an Tag 1 der Offenfeldtestung etabliert wurde, dem Tier
moglicherweise an Tag 2 durch die Aktivitat dieser Ortszellen signalisiert wird, dal}
die Umgebung bereites bekannt ist, was zur Folge hat, das erneute intensive
explorative Tatigkeit inhibiert wird. Das Ortsfeld bzw. das Verhalten einer gegebenen
Platzzelle im Hippokampus andert sich jedoch abrupt (in Hinblick auf die Feuerrate,
die Form seines rezeptiven Feldes, und/oder der von ihr raumlich kodierten Position),
wenn das Tier in eine zweite, zwar bereits bekannte, aber physikalisch distinkte
Umgebung gesetzt wird (Miller & Kubie, 1987). Das Vorhandensein bzw. die
Abwesenheit ortsgebundener Aktivitat von hippokampalen Neuronen scheint also die
neurobiologische Grundlage, der Entscheidung bekannt vs. unbekannt bzw. der
Komparatorfunktion des Hippokampus in Bezug auf den Neuheitswert von
raumlichen Reizen, zu sein (O’Keefe & Nadel, 1978). Eine NMDA-Rezeptor
Blockade, die auch geeignet ist hippokampale LTP zu blockieren, beeinflult die
Ausbildung von kognitiven Landkarten wahrend einer explorativen Episode nicht,
interferiert jedoch mit der Konsolidierung, Aufrechterhaltung, und/oder Stabilitat der
Ortsspezifitat von Platzzellen, so dald bei einer Reexposition, z.B. nach einem 24
stindigen Behaltensintervall, keine ortsgebundene Aktivitat mehr auszumachen ist
(Kentros et al., 1998). Der konditionale Knockout der NR1 Untereinheit in
Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippokampus, mittels der Cre-loxP
Rekombinasetechnik, fuhrte zu einer schwacher ausgepragten raumlichen Spezifitat
hippokampaler Ortszellen bei Mausen. Die Platzzellen der CA1-NR1-Knockoutmause
Mause wurden durch ein, um ein Drittel grof3eres, raumliches Areal aktiviert (McHugh
et al., 1996). Gleichermalien beeintrachtigte eine Inhibition der NR1 Genexpression
im dorsalem Hippokampus, mittels der Antisense-Technik, raumliches
Habituationslernen in Ratten nach einem Behaltensintervall von 24 Std. (Cheli et al.,
2002).

(Ein  Antisense Oligonucleotid ist eine, synthetisch hergestellte, kurze komplementare
Nukleotidsequenz zu einer definierten mRNA, deren Ubersetzung in das zugehdrige Protein gehemmt
werden soll. Wenn ein Antisense Oligonucleotid von einer Zelle aufgenommen wird, bildet es mit der
Ziel-mRNA einen Hybridstrang und blockiert damit die Translation der, auf der mRNA

niedergeschriebenen, Aminosaduresequenz in das entsprechende Protein, weil die Ribosomen, an
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denen das Protein gebildet wird, an die mRNA nicht mehr andocken kdnnen. Die Hybridisierung

erhdht auch die Abbaurate der Ziel-mRNA durch RNase-Enzyme (Pilowsky et al., 1994)).

Offenbar sind also funktionale NMDA-R in der CA1 Region fur die Ausbildung
und/oder Stabilisierung (Kentros et al., 1998) einer internen Reprasentation der
aulderen raumlichen Umgebung notwendig, die es dem Tier ermdglichen, raumliche
Kontexte wiederzuerkennen und sich in diesen zu orientieren. Es wurde gefunden,
dal NMDA-R abhangige LTP mit der Ausbildung von kognitiven Landkarten bzw. der
Ortsspezifitat von Platzzellen im Hippokampus korreliert und dal’ NMDA-R Blockade
mit der Ausbildung und/oder Stabilisierung dieser kognitiven Landkarten interferiert
(Ekstrom et al., 2001; Kentros et al., 1998; Shapiro, 2001). Die NR2C mRNA und das
NR2C Protein selbst wird im juvenilen und adulten Hippokampus in nicht-neuronalen
Zellen, Interneuronen und Prinzipalzellen des Stratum radiatum, Stratum oriens und
der Pyramidenzellschicht exprimiert (Beas-Zarate et al., 2002; Goebel & Poosch,
1999; Lin et al., 1996; Monyer et al., 1994; Pollard et al., 1993; Rafiki et al., 2000;
Ritter et al., 2002; fur gegenteilige Befunde siehe Guilarte & McGlothan, 1998; Ikeda
et al., 1995; Ishii et al., 1993; Kutsuwada et al., 1992; Meguro et al., 1992; Monyer et
al., 1992; Nakanishi et al., 1992; Scherzer et al., 1998; Thompson et al., 2002). Wenn
nun NMDA-R abhangige neuronale Plastizitat bzw. LTP fur den Aufbau und/oder der
Stabilisierung einer kognitiven Landkarte in einer neuen raumlichen Umgebung
relevant ist, so ist es mdglich, dal} die Substitution der NR2C durch die NR2B
Untereinheit in hippokampalen Neuronen, sich qualitativ oder beschleunigend auf
diese Prozesse auswirkt. NR2B enthaltende NMDA-R weisen namlich (wie bereits in
der allgemeinen Einleitung ausgefuhrt) elektrophysiologische Eigenschaften auf, die
fur eine LTP Induktion besonders geeignet sind (hohe Leitfahigkeit (Chen et al.,
1999; Monyer et al., 1994; Vincini et al., 1998), hohe Mg?*-Sensitivitit (Kuner &
Schopfer, 1996; Kutsuwada et al., 1992), hohe Glutamataffinitat (Kutsuwada et al.,
1992; Priestley et al., 1995), hohe Polyaminsensitivitat (Lynch et al., 1995),
Bindungsstellen fir autophosphorylysiertes CaMKIl und andere Funktionsproteine
(Strack & Colbran, 1998, Strack et al., 2000)), wogegen NR2C enthaltende NMDA-R
far aktivitatsabhangige synaptische Effizienzsteigerungen (niedrige
spannungsabhingige Mg?*-Sensitivitat (Kuner & Schoepfer, 1996), niedrige
Leitfahigkeit (Stern et al., 1992), niedrige Glutamat Sensitivitat (Kutsuwada et al.,
1992) eher ungeeignet sind. Nach systemischer oder intrazerebraler Applikation von
NMDA-R Antagonisten findet man in Nagetieren eine Disinhibition horizontaler
Aktivitat (Heale & Harley, 1990; Hiramatsu et al., 1989; Loscher et al., 1991), ebenso
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weisen NR2A-/- Mause erhdhte Lokomotion in einem Offenfeld auf (Miyamoto et al.,
2001, fur einen gegenteiligen Befund siehe Kadotani et al., 1996). Deshalb ist es
denkbar, dalR  die NR2C-2B Substitutionsmause ein verandertes
Explorationsverhalten und madglicherweise auch verbessertes raumliches

Habituationslernen auf3ern.

3.3.2 Fragestellungen

Weisen adulte NR2C-2B  Substitutionsmause  verbessertes  raumliches
Habituationslernen nach 24 und 72 stiindigen Behaltensintervallen auf?

Wie wirkt sich die NR2C-2B Gensubstitution auf explorative Aktivitdt und raumliches
Habituationslernen bei juvenilen Mausen mit einer noch nicht vollstandig ausgereiften
hippokampalen Formation aus?

Fuhrt die Gensubstitution zu einer generellen Veranderung der Quantitat explorativer

Verhaltensweisen?

3.3.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche junge (MW: 30,1 £ 0,43 Tage alte; n = 10) und
adulte (MW: 8,86 £ 0,22 Wochen alte; n = 10) NR2C-2B Gensubstitutionsmause, wie
auch junge (MW: 29,3 + 0,22 Tage alte; n = 15) und adulte (MW: 9,17 + 0,04
Wochen alte; n = 9) Wildtypmause.

3.3.4 Rationale und Aufbau der Versuchsapparatur

Das Offenfeld (siehe Schemazeichnung 3) ist eine weit verbreitete Methode zur

Untersuchung der neurobiologischen Grundlagen des non-assoziativen raumlichen

Gedachtnisses bei Nagetieren.
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Schemazeichnung 3: Schematische Darstellung der Offenfeldapparatur. Erlauterungen im Text.

Der Test basiert auf der naturlichen Tendenz von Nagetieren, neue Umwelten zu
explorieren, um neue Nahrungs-, Reproduktions-, Schutz-, und Nestressourcen
ausfindig zu machen (Dere, 2002). Die Haufigkeit von explorativen Verhaltensweisen
in einem unvertrauten Offenfeld wird begrenzt durch die widerstreitende Motivation
potentielle Gefahrenquellen zu vermeiden. Das beobachtbare Verhalten ist also
immer ein  Kompromif3 zwischen diesen diametral entgegengesetzten
Verhaltenstendenzen. Welche Motivationsquelle die Oberhand gewinnt, wird durch
den aktuellen physiologischen Bedurfnisstatus des Tieres moduliert (Gerlai 1999),
beispielsweise exploriert ein hungriges Tier eine neue Umgebung starker als ein
gesattigtes.

Raumliche Habituation ist definiert als eine Aktivitatsabnahme nach wiederholter
Darbietung der zuvor unvertrauten Umgebung. Diese Aktivitatsreduktion weist auf die
Bildung eines Gedachtnisinhaltes hin, der die physikalischen Charakteristika der
Umgebung abbildet und bei erneuter Darbietung zu einem Wiedererkennen fihrt und
damit neuerliche intensive Exploration inhibiert. Der Test reagiert sensitiv auf

Interventionen, die geeignet sind die Enkodierung, Konsolidierung und den Abruf von
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Gedachtnisinhalten zu modulieren (Archer, 1973; Cerbone & Sadile, 1994; Gerhard
et al., 1994; Treit & Fundytus, 1988; Voits et al., 1995).

Das Open-Field ist eine quadratische Box (29 x 29 x 40 cm), die nach oben hin offen
ist und aus grauem PVC besteht. Uber der Box befindet sich eine CCD-
Videokamera, die an einen Videorekorder angeschlossen ist und den
Versuchsdurchgang aufzeichnet. Diffuse Beleuchtung mit weillem Licht erzeugt eine
Beleuchtungsstarke von ca. 4 Lux im Zentrum des Offenfeldes. Eine Klimaanlage
erzeugt ein konstantes Rauschen ca. 25 dB/SPL, zur Maskierung von akustischen
Storreizen.

Unter Verwendung eines Image Analyzers und einer geeigneten Software
(EthoVision®, Noldus, Niederlande) wird der Bewegungspfad der Tiere post-hoc
anhand der Videoaufzeichnungen digitalisiert. Hierbei wird zunachst eine
Schwellenbestimmung aller Kontraste auf dem Fernsehbild ohne Versuchstier
vorgenommen, wobei das Bild in kleine Kastchen (Pixel) unterteilt wird, denen in
Abhangigkeit von der Helligkeit in den umliegenden Kastchen ein Graustufenwert
zugeordnet wird. Wahrend der Tracking-Phase, wenn das Tier sich im Offenfeld
befindet, wird das aktuelle Bild, das ebenso in Pixel aufgeteilt ist und denen jeweils
ein Graustufen bzw. Kontrastwert zugeordnet wird, 6 mal pro Sekunde von dem
wahrend der Schwellenbestimmung aufgezeichneten Referenzbild subtrahiert. Das
Ergebnis dieser Subtraktion ist Uberall im Offenfeld gleich null, bis auf den Ort, an
dem sich das Versuchstier gerade aufhalt. Das System erkennt also jeden Kontrast,
dessen Graustufe einen zuvor bestimmten Schwellenwert, an einem definierten Ort
im Maze, Uberschreitet, als Objekt, hebt dieses aus dem Hintergrund hervor und
zeichnet dessen Bewegungspfad anhand von x-y (zweidimensionalen)
Raumkoordinaten und der zeitlichen Dimension auf (d.h. zum Zeitpunkt z halt sich

das Versuchstier am Ort x,y im Offenfeld auf).

3.3.5 Versuchsdurchfuhrung

Die Mause werden im Zentrum des Offenfeldes eingesetzt. Der Versuchsdurchgang
dauert 5 Minuten. Nach jedem Durchgang werden Fakalboli entfernt und das

Offenfeld wird mit 0,1 % Essigwasserldsung ausgewischt, um olfaktorische Reize

(Scent-Marking) zu maskieren und anschlielRend getrocknet.
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3.3.6 Abhangige Variablen

Erhoben werden, aufsummiert Uber die 5 mindtigen Sitzungen: 1. Horizontale
Aktivitat; die zuruckgelegte Distanz in Zentimetern, 2. Vertikale Aktivitat; die
Frequenz des Aufrichtverhaltens (Die Vorderpfoten sind entweder gegen eine Wand
gelehnt oder in der Luft und bilden mit der Langsachse des Koérpers einen Winkel von

mindestens 45°).

3.3.7 Darstellung der Versuchsdaten und statistische Auswertung

In Tabelle 3 im Anhang sind die Rohwerte der 4 Gruppen aufgelistet. Zur
graphischen Aufbereitung der Daten wurden Mittelwerte und Standardfehler fur die 4
Gruppen errechnet. Der Kolmogorov-Smirnov Anpassungstest auf Normalverteilung
(alle p-Werte > 0,1) rechtfertigte eine parametrische Teststatistik. Die angegebenen
p-Werte dienen als deskriptives Mall des Effekts und sind, wenn nicht anders
ausgewiesen, zweiseitig zu lesen. Gruppenvergleiche unabhangiger Daten wurden
mit dem T-Test fur unabhangige Stichproben, Vergleiche abhangiger Daten wurden

mit dem T-Test fUr abhangige Stichproben durchgefuhrt.

3.3.8 Ergebnisse

3.3.8.1 Juvenile NR2C-2B und Wildtypmause

Fir Tag eins wurden keine teststatistisch bedeutsamen Gruppenunterschiede im

Explorationsverhalten gefunden (Vertikale Aktivitat: p = 0,176 Abb. 15; Horizontale
Aktivitat: p = 0,313; Abb. 16; T-Test fur unabhangige Stichproben).
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Abbildung 15: Aufrichtverhalten von juvenilen NR2C-2B Substitutionsmausen und Wildtypen im
Offenfeld an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. Der p-Wert bezieht sich auf einen

Zwischengruppenvergleich (T-Test flir unabhangige Stichproben).
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Abbildung 16: Lokomotorische Aktivitat der juvenilen NR2C-2B und Wildtypmause wahrend der Tage
der Offenfeldtestung.

An Tag zwei zeigten die NR2C-2B Mause tendenziell weniger vertikale Aktivitat als
die Kontrollmause (p = 0,084), unterschieden sich jedoch nicht bedeutsam bezlglich
der horizontalen Aktivitat (p = 0,262). Innergruppenvergleiche der explorativen
Aktivitat an Tag 1 mit Tag 2 zeigten fir beide Gruppen eine vergleichbare Aktivitat,
also keine raumliche Habituation (NR2C-2B; Vertikale Aktivitat: p 0,768;
Horizontale Aktivitat: p = 0,435; WT: Vertikale Aktivitat: p = 0,531; Horizontale
Aktivitat: p = 0,311; T-Test flr abhangige Variablen). Zusammenfassend laflt sich

anmerken, dall die Offenfeldaktivitdt von 4 Wochen alten Mausen durch die
Genintervention  nur  marginal  beeinfluBt wird und dall raumliche
Habituationsleistungen von juvenilen Mausen nicht erbracht werden kénnen. Es mul}
jedoch berucksichtigt werden, dal® juvenile Mause offenbar eine generell reduzierte
explorative Aktivitat aufweisen, die u.U. auf die erhdhte Angstlichkeit dieser Mause

im Vergleich zu adulten Mausen zurtickzuflhren ist (siehe Ergebnisse zu Experiment

).
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3.3.8.2 Adulte NR2C-2B und Wildtypmause

Das explorative Verhalten (vertikale und horizontale Aktivitat) der adulten NR2C-2B
und WT Mause war an allen drei Testtagen vergleichbar (Vertikale Aktivitat; Tag 1: p
=0,114; Tag 2: p = 0,475; Tag 5: p = 0,288; Abb. 17; Horizontale Aktivitat; Tag 1: p =
0,285; Tag 2: p = 0,424; Tag 5: p = 0,434; Abb. 18; T-Test fur unabhangige

Stichproben; einseitige Testung).
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Abbildung 17: Aufrichtverhalten von adulten NR2C-2B Substitutionsmausen und Wildtypen im

Offenfeld an den entsprechenden Tagen. Die p-Werte beziehen sich auf Innergruppenvergleiche (T-

Test flr abhdngige Stichproben).
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Abbildung 18: Horizontale Aktivitat von adulten NR2C-2B Substitutionsmausen und Wildtypen im
Offenfeld an den entsprechenden Tagen. Die p-Werte beziehen sich auf Innergruppenvergleiche (T-

Test flir abhangige Stichproben).

Beide Gruppen zeigten eine Reduktion des explorativen Verhaltens von Tag 1 auf
Tag 2, was im Sinne eines raumlichen Wiedererkennens interpretiert werden kann
(Tag 1 vs. Tag 2; Vertikale Aktivitat; NR2C-2B: p = 0,005; WT: p = 0,022; Horizontale
Aktivitat; NR2C-2B: p < 0,0005 WT: p < 0,0005; einseitige Testung, T-Test flr
abhangige Variablen). Wahrend die NR2C-2B Mause von Tag 2 auf Tag 5 wiederum
einen Abfall der Erkundungstatigkeit aufzeigten, war das Verhalten der Wildtypmause
an diesen Tagen vergleichbar (Tag 2 vs. Tag 5; Vertikale Aktivitat; NR2C-2B: p =
0,031; WT: p = 0,105; Horizontale Aktivitat; NR2C-2B: p = 0,016; WT: p = 0,170;

einseitige Testung).
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3.3.9 Diskussion

Die NR2C-2B Gensubstitution hat sich bei adulten Substitutionsmausen nicht auf
raumliche Habituationsprozesse nach Reexposition am Folgetag ausgewirkt. Dieser
Befund scheint darauf hinzudeuten, dafl® die initiale Ausbildung einer internen
Reprasentation der physikalischen Charakteristika des Offenfeldes, die flr das
Wiedererkennen nach 24 Stunden notwendig ist, durch die Gensubstitution nicht
beeinflul3t wurde. Allerdings zeigten die adulten NR2C-2B Mause, im Gegensatz zu
den Wildtypmausen, wahrend der dritten Exposition eine weitere Reduktion der
explorativen Aktivitat auf. Dieser Effekt deutet darauf hin, dal bei den NR2C-2B
Mausen nach der zweiten  Exposition  moglicherweise  erneut ein
Gedachtniskonsolidierungspozess einsetzte, der den Gedachtnisinhalt bzw. die
kognitive Landkarte (Ortsspezifitat hippokampaler Platzzellen) weiter gefestigt hat
(Siehe auch Kentros et al.,, 1998). Sogenannte Reminder-reconsolidation Studien
haben nahegelegt, dal® ein aktivierter Gedachtnisinhalt durch neue Informationen,
die wahrend des Abrufs aufgenommen wurden, erganzt wird, um hiernach erneut
abgespeichert zu werden und dal® diese erneute Abspeicherung eine NMDA-R
Aktivierung erfordert und eine NMDA-R Blockade wahrend des Abrufs oder,
unmittelbar danach, eine Léschung des Gedachtnisinhaltes hervorruft (Nader et al.,
2000a; Nader et al., 2000b; Sara, 2000). Wiederholte Konsolidierung stabilisiert
Gedachtnisinhalte, macht sie leichter abrufbar und weniger anfallig fur Interferenzen
durch konkurrierende Gedachtnisinhalte. Im Einklang mit dieser Theorie stehen
Befunde, wonach eine MK-801 Gabe (ein nichtkompetetiver NMDA-R Antagonist),
nach Reaktivierung eines ausreichend konsolidierten Gedachtnisinhaltes, den Abruf
dieses Gedachtnisinhaltes, nach einer zeitlichen Verzégerung von 24 Stunden, auch
ohne erneute MK-801 Applikation, beeintrachtigt. Tiere, die erst 120 Minuten nach
der Reaktivierung eine MK-801 Injektion erhielten, zeigten keine Defizite auf, so dal’
davon auszugehen ist, dal® das kritische Zeitfenster zur Wiederabspeicherung eines
aktivierten Gedachtnisinhaltes etwa 2 Stunden betragt und daf® der Gedachtnisinhalt
wahrend dieser Zeitperiode labil und damit fur amnestische Interventionen anfallig ist
(Przybyslawski & Sara, 1997).

Es ist also denkbar, dall infolge der Gensubstitution bei NR2C-2B Mausen
Rekonsolidierungsprozesse nach Reexposition in ein Offenfeld eingeleitet werden,

wogegen bei Wildtypmausen offenbar eine solche Rekonsolidierung nicht stattfindet.
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Es ist allerdings auch moglich, dal3 die NR2C-2B Mause, im Gegensatz zu den
Wildtypmausen, wahrend der zweiten Exposition subtile Abweichungen von der
urspringlichen Lernsituation detektiet haben (mdglicherweise infolge von
verbesserten Wahrnehmungsleistungen) und deshalb eine Rekonsolidierung
einleiteten, um diese =zusatzlichen Informationen in den bereits gebildeten
Gedachtnisinhalt zu integrieren. Nichtsdestotrotz kdnnen
Rekonsolidierungsleistungen von NR2C-2B Mausen auch generell verbessert sein.
Es ist aus Lasions- und pharmakologischen Studien bekannt, dal® die hippokampale
Formation fur nicht-assoziative raumliche Habituation von kardinaler Bedeutung und
die intrahippokampale Verschaltung erst nach 4 Wochen post-natal vollstandig
ausgebildet ist (Galvan et al., 2000). Damit kann das gefundene Habituationsdefizit
von 4 Wochen alten NR2C-2B und Kontrollmausen auf die moglicherweise noch
anhaltenden strukturellen Reorganisationsprozesse der hippokampalen Formation
zuruckgefuhrt werden. Die tendenziell reduzierte vertikale Aktivitat der juvenilen
Substitutionsmause, insbesondere an Tag 2, ist ein Befund, der weitere Experimente
erforderlich macht und gegenwartig noch keine schlissige Aussage zulasst. Es
scheint also wenig Sinn zu machen, juvenile NR2C-2B Mause auch in komplexeren
raumlichen Lernaufgaben zu testen, wenn sie, wie juvenile Wildtypmause, nicht
einmal nicht-assoziative raumliche Habituationsleistungen erbringen konnen. Ein
moglicher kognitionsverbessernder Effekt der NR2C-2B Gensubstitution in
komplexen Lernaufgaben scheint also einen ausgereiften Organismus
vorauszusetzen. Deshalb wurden juvenile Mause nicht in komplexeren
Lernaufgaben, wie der Objektwiedererkennung und dem Morris Water-Maze
getestet.

Die NR2C-2B Gensubstitution in juvenilen und adulten Mausen hat sich nicht auf die
initiale explorative Aktivitat (Tag 1) in einer neuen raumlichen Umgebung ausgewirkt.
Dieser Befund steht in Einklang mit Beobachtungen, dal3 weder eine NR2C-
Geninaktivierung (Kadotani et al., 1996) noch eine NR2B Uberexpression (Tang et
al., 1999) die Quantitat explorativer Verhaltensweisen in einem unvertauten Offenfeld
beeinflult. Nur fur NR2A defiziente Mause wurde erhdhte horizontale und vertikale
Aktivitat in einer neuen Umgebung beschrieben (Miamoto et al., 2001), vergleichbar
mit hippokampal ladierten Ratten, die ebenfalls erhdhte Offenfeldaktivitat aufzeigen
(O’Keefe & Nadel, 1978). Bemerkenswerterweise fuhrte ein Doppelknockout, sowohl

der NR2A und NR2C Untereinheit, zu reduzierter vertikaler aber nicht horizontaler
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Aktivitat im Offenfeld (Kadotani et al., 1996). Dieser Effekt basiert moglicherweise auf
der Abwesenheit von funktionalen NMDA-R im Zerebellum, die zu motorischen
Defiziten flhrt, wenn sowohl NR2C und NR2A nicht mehr exprimiert werden. Deshalb
ist es moglich, dal} die reduzierte vertikale Aktivitat der NR2A/2C Knockoutmause ein
motorisches Defizit wiederspiegelt. Die Reduktion explorativer Aktivitat von NR2D
Knockoutmausen, wie auch von NR2DTg Mausen, scheint dagegen mit
unspezifischen Effekten z.B. der Hirnentwicklung, zusammenzuhangen, weil NR2D
hauptsachlich im embryonalem und neonatalen Gewebe exprimiert wird (Miyamoto et
al., 2002; Okabe et al., 1998). Diese Befunde deuten darauf hin, dafl3 die motorische
Aktivierung, die nach untereinheits-nichtselektiver NMDA-R Blockade (Loescher et
al., 1991; Heale & Harley, 1990) und Dextromethorphan (Dere et al., 2003a)

Applikation hervorgerufen wird, iber NR2A enthaltende Rezeptoren vermittelt wird.

3.4 Experiment IV: Objektexploration und Wiedererkennung

3.4.1 Einleitung

Systemische Applikation von NMDA-R Antagonisten beeintrachtigt das
Objektgedachtnis von Nagetieren (Baker & Kim, 2002; Packard & Teather, 1997).
Ebenso fand man Defizite nach hippokampaler, septaler, perirhinaler und accumbaler
NMDA-Rezeptor Antagonisierung in Objektexplorationsaufgaben (Abe & Iwasaki,
2001; Baker & Kim, 2002; Puma et al., 1998; Usiello et al., 1998). Intraseptale
NMDA-Applikation nach dem Lerndurchgang hingegen verbesserte die
Objektwiedererkennung  (Puma et al, 1998). Wahrend ein CA1-
pyramidenzellspezifischer NR1-Knockout das Objektgedachtnis beeintrachtigte,
(Rampon et al., 2000) fiihrte die Uberexprimierung der NR2B Untereinheit im
Vorderhirn von Mausen zu einer Verbesserung des Objektgedachtnisses (Tang et al.,
1999) nach kurzen zeitlichen Intervallen zwischen Lerndurchgang und Test. Aus der
Literatur ist zu entnehmen, dall Nagetiere zwischen bekannten und neuen Objekten
diskriminieren konnen, wenn Behaltensintervalle kleiner als 90 Minuten benutzt
werden. Langere Behaltensintervalle fuhren nicht mehr zu einem signifikanten
Wiedererkennen von bereits dargebotenen Objekten (Puma et al., 1998). Weil davon
auszugehen war, dal® die Gensubstitution sich férderlich auf das Objektgedachtnis

von Mausen auswirkt, wurde ein Behaltensintervall von 24 Stunden zwischen den

110



Testungen benutzt, um die hypostasierten promnestische Effekte der

Genintervention sicher detektieren zu konnen.

3.4.2 Fragestellungen

Die NR2C-2B Gensubstitution sollte sich promnestisch auswirken und die NR2C-2B
Substitutionsmause in die Lage versetzen, Objekte auch nach einem 24 stindigen
Intervall wiederzuerkennen, wogegen diese Leistung von Kontrolltieren nicht erbracht
werden sollte.

Ist objektinduziertes furchtkorreliertes Verhalten durch die Gensubstitution beeinfluf3t

worden?

3.4.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche adulte (MW: 9,71 £ 0,22 Wochen alte; n = 10)
NR2C-2B Gensubstitutionsmause, wie auch (MW: 10,3 + 0,03 Wochen alte; n = 9)
Wildtypmause.

3.4.4 Rationale und Aufbau der Versuchsapparatur

Exploration ist ein Verhalten, das durch neuartige Reize (u.a. auch von neuen
Umgebungen, unbekannter Nahrung, unbekannten Objekten etc.) induziert wird und
hoéchst adaptiv ist, d.h. es ermdglicht einem Nagetier maximalen Gewinn aus seiner
Umgebung zu ziehen. Wenn Nagetiere die Wahl haben, ein bereits bekanntes oder
ein neues Objekt zu explorieren, so praferieren sie das neue Objekt. Die Haufigkeit
von explorativen Verhaltensweisen in Bezug auf ein unvertrautes Objekt wird
begrenzt, durch das Bedlrfnis potentielle Gefahrenquellen zu vermeiden. Das
beobachtbare Verhalten ist also immer ein Kompromild zwischen diesen
widerstreitenden Verhaltenstendenzen und wird z.T. durch den aktuellen
physiologischen Bedurfnisstatus des Tieres moduliert (z.B. explorieren hungrige
Tiere auch Objekte starker als gesattigte). Da Nagetiere neben dem visuelles System
auch stark ihre Nahsinne bei der Informationsaufnahme nutzen, nahern sie sich
neuen Objekten und haben physischen Kontakt mit diesen, so dald man aus der
Haufigkeit der Kontakte auf den Neuheitswert der Objekte schlielen kann. Objekt-
Wiedererkennung kann definiert werden als eine Abnahme der Erkundungstatigkeit
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(Kontakte) in Bezug auf ein Objekt nach wiederholter Darbietung. Diese Reduktion
der objektbezogenen explorativen Aktivitat, i.d.R. 30-90 Minuten nach der ersten
Darbietung gemessen, weist auf die Bildung eines Gedachtnisinhaltes hin, der die
physikalischen Charakteristika des oder der Objekte abbildet und bei erneuter
Darbietung zu einem Abruf und damit Wiedererkennen fuhrt und somit erneute
intensive Exploration inhibiert. Nach einem 24 Stunden Intervall sind Kontrollmause
zu dieser Diskriminationsleistung nicht mehr fahig, so dal ein 24 Stunden Intervall
zwischen den Darbietungen zur Einschatzung von promnestischen Effekten einer
pharmakologischen oder Genintervention herangezogen werden kann (Puma et al.,
1998). Nagetiere haben ein relativ breites Verhaltensrepertoire, so dal® es auch
moglich ist zu bestimmen, wie stark der Annaherungs-Vermeidungskonflikt der Tiere
in Bezug auf Objekte ist. Tiere die sehr furchtsam sind, weisen mehr
Risikoabwagungsverhalten auf das auf neue Objekte ausgerichtet ist. Dieses
Verhalten stellt sich wie folgt dar: Das Tier nahert sich zunachst dem Objekt, macht
aber einige Zentimeter vor diesem Halt, wobei der Kopf des Tieres in Richtung des
Objektes zeigt und die Vibrissen sehr aktiv sind. Dann streckt es den Korper
vorsichtig, wobei sich nur die Vorderpfoten nach vorne tasten, ohne dal} jedoch ein
Kontakt mit dem Objekt stattfindet, bis es dann unvermittelt zurlickzuckt. Dieses
Verhalten wiederholt sich i.d.R. einige Male, bis das Tier sich entweder vom Objekt
abwendet oder schliellich den Kontakt sucht.

Objektexploration wird in einer Offenfeldanordnung untersucht. Das von uns genutzte
Offenfeld ist eine quadratische Box (29 x 29 x 40 cm), die nach oben hin offen ist und
aus grauem PVC besteht. Zwei identische Glasobjekte (mit einer Héhe von 12 cm
und einem Durchmesser von 4 cm und ein Glasflaschen (das als neues Objekt
dient), mit einer Hohe von ebenfalls 12 cm, aber einer anderen Form, wurden
benutzt. Uber der Box befand sich eine CCD-Videokamera, die an einem
Videorekorder angeschlossen war und den Versuchsdurchgang dokumentierte.
Diffuse Beleuchtung mit weildem Licht erzeugte eine Beleuchtungsstarke von ca. 0,3
Lux im Zentrum des Offenfeldes. Ein White-Noise Generator gewahrleistete ein

konstantes Rauschen von 25 dB/SPL, zur Maskierung von akustischen Storreizen.
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3.4.5 Versuchsdurchfiihrung

Zwei identische Objekte wurden diametral in 2 Ecken des Offenfeldes, in einer Uber
die Gruppen ausbalancierten Weise, an zwei aufeinanderfolgenden Tagen plaziert.
Am dritten Tag wurde ein Objekt durch ein neues ersetzt. Die Mause wurden im
Zentrum des Offenfeldes eingesetzt. Der Versuchsdurchgang dauerte 5 Minuten.
Nach jedem Tier wurden Fakalboli entfernt und das Offenfeld wie auch die Objekte
mit 0,1 % Essigwasser gereinigt um olfaktorische Spuren (in der anglo-
amerikanischen Fachliteratur als ,Scent-Marking Behavior‘ bezeichnet) zu entfernen
bzw. zu maskieren. Behaltensintervalle von 24 Stunden zwischen den Testungen
wurden benutzt, um promnestische Effekte der Genintervention detektieren zu
konnen, weil bekannt ist, dal® Nagetiere Objekte nach einem 24 stundigen Intervall
nicht mehr wiedererkennen konnen und sie ebenso intensiv explorieren, wie bei der

ersten Darbietung (Puma et al., 1998).

3.4.6 Abhangige Variablen

Erhoben wurden folgende Verhaltensparameter: (1) Kontakte, die Anzahl der
physischen Objektkontakte mit den Vorderpfoten, Vibrissen oder der Schnauze, (2)

Annaherungs-Ruckzugsreaktionen als Mal} fur objektinduzierte Furcht.

3.4.7 Darstellung der Versuchsdaten und statistische Auswertung

In Tabelle 4 im Anhang sind die Rohwerte beider Gruppen aufgefuhrt. Zur
graphischen und statistischen Aufbereitung der Daten wurden Gruppenmittelwerte
und Standardabweichungen errechnet. Der Kolmogorov-Smirnov Anpassungstest
ergab, das den Daten eine Normalverteilung zugrunde liegt (alle p-Werte > 0,1).
Zwischengruppenvergleiche wurden mit dem T-Test fur unabhangige Stichproben,
Innergruppenvergleiche mit dem T-Test fur abhangige Stichproben vorgenommen.
Wenn nicht anders ausgewiesen, sind die p-Werte zweiseitig zu lesen und dienen in

allen Fallen als deskriptives Mal} des Effekts.

113



3.4.8 Ergebnisse

Die Anzahl der Kontakte mit den beiden identischen Objekten an Tag 1 und 2 war
zwischen den Gruppen vergleichbar (Kontakte; Tag 1: p = 0,47; Tag 2: p = 0,295;
einseitige Testung; T-Test fUr unabhangige Stichproben; Abb. 19).
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Abbildung 19: Anzahl der Kontakte mit 2 identischen Objekten an den Tagen 1 und 2 und mit einem
neuen Objekt an Tag 3 fur adulte NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause. P-Werte beziehen
sich auf Innergruppenvergleiche (T-Test flr abhangige Stichproben).

Allerdings zeigten die NR2C-2B Mause an Tag zwei in Relation zum Vortag weniger
Kontakte mit den Objekten (p = 0,004; einseitige-Testung; T-Test fur abhangige
Stichproben), wogegen bei den Kontrollmausen, hypothesenkonform, diesbezuglich
kein bedeutsamer Unterschied zu beobachten war (p = 0,1455; einseitige Testung).
Es ist also davon auszugehen, dal} die Substitutionsmause an Tag 2 weniger
Kontakte mit den Objekten aufzeigten, weil sie sich an diese Objekte erinnern
konnten, wogegen die Kontrollmause ein Verhalten duferten, das darauf hindeutet,
dall die Objekte an Tag zwei nicht sicher identifiziert wurden und deshalb erneut
stark exploriert werden muf3ten. An Tag drei zeigten, erwartungsgemaf, nur die
NR2C-2B Mause eine deutliche Praferenz fuir das neue Objekt, nicht jedoch die
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Wildtypmause, fur die nur tendenziell mehr Kontakte mit dem neuen versus dem
alten Objekt gefunden wurde (NR2C-2B: p = 0.028; WT: p = 0.071; einseitige
Testung). Die Anzahl der Kontakte mit dem neuen (p = 0,428; einseitige Testung; T-
Test fur unabhangige Stichproben) wie auch mit dem bereits bekannten Objekt (p =
0,331; einseitige Testung) war jedoch zwischen den Gruppen vergleichbar. Der
Vergleich der Summe der Annaherungs-Rickzugsreaktionen Uber alle 3 Testtage
ergab, dall die NR2C-2B weit weniger objektinduzierte Furcht aufzeigten als die
Wildtypmause (p = 0.046; Abb. 20).
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Abbildung 20: Objektinduzierte furchtkorrelierte Reaktionen der NR2C-2B und Wildtypmause. Der p-

Wert bezieht sich auf einen Zwischengruppenvergleich (T-Test fir unabhangige Stichproben).

Diese Befundlage scheint darauf hinzudeuten, dal} die Substitutionsmause offenbar
an Tag zwei die Objekte wiedererkannten (reduzierte Anzahl der Kontakte), wogegen
zwei Darbietungen fir eine deutliche Reduktion der Erkundungstatigkeit bei den
Wildtypmausen erwartungsgemal nicht ausreichten. NR2C-2B Mause waren auch in
der Lage nach einem 24 stindigen Behaltensintervall zwischen einem bekannten
und einem neuen Objekt zu unterscheiden, wogegen Wildtypmause nur tendenziell

mehr Kontakte mit dem neuen Objekt aufwiesen. Allerdings ist nicht mit Sicherheit
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auszuschliel3en, dald die zwischen den Gruppen divergierende emotionale Reaktion
auf Objekte, die oben beschriebenen Befunde mitbedingt hat. Allerdings bleibt
anzumerken, daB im Elevated Plus-Maze keine reduzierte Angstlichkeit der NR2C-

2B Substitutionsmause gefunden wurde.
3.4.9 Diskussion

Um promnestische Effekte der NR2C-2B Gensubstitution abbilden zu kdnnen wurde
ein Design gewahlt, bei dem erwartet wurde, dald die Substitutionsmause
Gedachtnisleistungen erbringen, zu denen normale Kontrollmause unfahig sind. Dies
wurde erreicht, in dem das zeitliche Intervall zwischen den Testungen von den
ublichen 30-90 Minuten auf 24 Stunden verlangert wurde (Puma et al., 1998).
Erwartungsgemaly waren Kontrolltiere nach 24 Stunden weder in der Lage 2
identische Objekte wiederzuerkennen, noch eindeutig zwischen einem ,alten“ und
einem ,neuen” Objekt zu diskriminieren, wogegen NR2C-2B Mause dazu imstande
waren. Dieser hochst bemerkenswerte Befund deutet darauf hin, dal® die NR2C-2B
Gensubstitution nicht nur das ,normale“ Repertoire an Gedachtnisleistungen von
Mausen verbessern kann, sondern vielmehr zu Gedachtnisleistungen befahigt, zu
denen normale Kontrollmause aufgrund ihrer genetischen Grundausstattung gar
nicht fahig sind. Unsere Resultate bestatigen die Annahme, dal} eine Erhéhung der
NR2B Expression in Vorderhirnstrukturen sich forderlich auf das Objektgedachtnis
von Mausen auswirkt und stitzen auch die von Tang und Mitarbeitern, (1999)
aufgebrachte (von der Fachwelt allerdings &aulerst kontrovers diskutierte)
Spekulation!, um die potenzielle Mdglichkeit, die Intelligenz von Tieren mittels
gentechnischer Eingriffe zu erhohen. Allerdings muf3 in Hinblick auf die vorliegenden
Befunde in Betracht gezogen werden, dal3 die Gruppen (NR2C-2B vs.
Wildtypmause) auch Unterschiede in der emotionalen Reaktivitdt in Bezug auf
Objekte aufwiesen und deshalb nicht von einem reinen Gedachtniseffekt
auszugehen ist. ' ,Our results suggest that genetic enhancement of mental and
cognitive attributes such as intelligence and memory in mammals is feasible”. Zitiert

aus Tang et al., 1999, Nature 401, Zitiert aus der Zusammenfassung auf Seite 63.
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3.5 Experiment V: Assoziatives raumliches Lernen von NR2C-2B

Substutionsmausen im Morris Water-Maze

3.5.1 Einleitung

NMDA-R sind fur spezifische Formen hippokampaler synaptischer Plastizitdt und
Lernleistungen in raumlichen Gedachtnisaufgaben relevant (Collingridge und Lester,
1989; Eichenbaum, 1999). In klassischen Studien von Richard Morris (Morris et al.,
1989; Morris et al., 1986) wurde gezeigt, dal® chronische intrazerebroventikulare
Infusion eines kompetetiven unspezifischen NMDA-R Antagonisten sowohl
synaptische Langzeitpotenzierung wie auch raumliches Lernen im Morris Water-
Maze, bei vergleichbarer Dosierung, beeintrachtigt und da® die Lerndefizite der
Ratten nach NMDA-R Antagonisierung denen von hippokampalen Ratten ahneln.
Nachteilige Effekte von NMDA-Antagonisten auf Lern- und Gedachtnisprozesse
wurden auch in anderen, sehr unterschiedlichen Lernparadigmen, wie z.B. dem
Radial-Maze (Kesner et al., 1993), der Habituation an einen Schreckreiz (Geyer et
al., 1984), der aversiven Konditionierung (Davis et al., 1997; Murphy & Glanzman,
1997) der Pragung (McCabe et al., 1992), des Gedachtnisses fur Gertiche (Staubli et
al., 1989), dem visuellen Diskriminationslernen (Tang & Ho, 1988), der
konditionierten Geschmacksaversion (Jackson & Sanger, 1989) und der passiven
Vermeidung (Kim & McGaugh, 1992) beschrieben. Umgekehrt wirken NMDA-R
Agonisten, wie z.B. D-Cycloserin (ein partieller Agonist der Glycinanbindungsstelle),
bei Nagetieren wie auch Primaten promnestisch (Aura et al., 1998; Matsuoka &
Aigner, 1996; Monahan et al., 1989) und konnen alterskorrelierte Lerndefizite
abmildern (Baxter et al., 1994; Riekkinen & Riekkinen, 1997). Diese und andere
Befunde legten nahe, dall NMDA-R offenbar unabhangig von den im Lernparadigma
wirksamen Verstarkungskontingenzen (positiv vs. negativ), der Modalitat des
Reizmaterials oder der Komplexitat der Aufgabe (explizites vs. implizites Lernen) bei
Lern- und Gedachtnisprozessen speziesubergreifend aktiviert werden. Allerdings
finden sich vereinzelt auch gegenlaufige Befunde flr z.B. promnestische Effekte
nach NMDA-R Blockade (Gironi-Carnevale et al., 1990; Mondadori et al., 1989). Es
ist gegenwartig noch offen, ob NMDA-R nur an der Akquisition (Kurzzeitgedachtnis
respektive Arbeitsgedachtnis), der Konsolidierung (Langzeitgedachtnis respektive
Referenzgedachtnis) oder an beiden Stufen der Gedachtnisbildung beteiligt sind.

Relativ sicher scheint, da® eine NMDA-R Blockade nach der Akquisitionsphase mit
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dem Abruf von Gedachtnisinhalten aus dem Langzeitgedachtnis nicht interferiert
(Day & Morris, 2001; Heale & Harley, 1990; Przybyslawski & Sara, 1997; Mondadori
et al., 1989; Riedel et al., 1999; Shapiro & O’Connor, 1992; Sharma & Kulkarni,
1991; Shimizu et al., 2000; Sierocinska et al., 1991; Stiedl et al., 2000).

Native NMDA-Rezeptoren sind aus einer NR1 plus mindestens einer von 4 NR2 (A-
D) (Kutsuwada et al.,, 1992) Untereinheiten oder den unlangst entdeckten NR3
Untereinheiten zusammengesetzt (Das et al., 1998). Die letztere Klasse an NMDA-R
Untereinheiten ist jedoch noch unzureichend erforscht, scheint aber eher als
inhibitorisches Element in heteromeren NMDA-Rezeptoren zu fungieren. Die NR2
Untereinheiten  weisen  ontogenetisch  distinkte  und  regionsspezifische
Expressionsmuster auf. Die Rolle verschiedener NMDA-R Subtypen bei Lern- und
Gedachtnisprozessen konnte mangels selektiver pharmakologischer Werkzeuge nur
unzureichend bestimmt werden. Mit dem Aufkommen gentechnologischer Methoden
zur selektiven Inaktivierung einzelner oder mehrere Gene oder deren verstarkter
Expression wurde das Rustzeug geliefert, um auch diese Fragestellungen zu
bearbeiten. Zunachst wurde von Tsien und Mitarbeitern (1996) die Rolle
hippokampaler NMDA-R in der CA1 Region fur synaptische Plastizitat und Lern- und
Gedachtnisprozesse bestimmt: NR1-CA1-pyramidenzellenspezifische
Knockoutmause weisen in der CA1 Region keine NMDA-R mediierten EPSC'’s,
defizitdre synaptische Langzeitpotenzierung und synaptische Langzeitdepression
auf. Erwartungsgemal® war auch das raumliche Lernen im Morris Water-Maze von
CA1-NR1-/- Mausen gestort (Tsien et al.,, 1996). Defizite wurden auch in
Objektwiederekennungs-, Geruchsdiskriminations-, und
Furchtkonditionierungsaufgaben gefunden (Rampon et al., 2000). Die Involvierung
hippokampaler NMDA-R in der CA1-Region in Gedachtniskonsolidierungsprozesse
wurde mittels eines induzierbaren Knockouts untersucht. iCA1-NR1-/- Mause, denen
unmittelbar nach der Trainingsperiode einer Water-Maze Aufgabe (WM), oder
Furchkonditonierungsaufgabe (FK), eine Woche (WM) bzw. zwei Wochen (FK) lang,
Doxycyclidin ins Trinkwasser beigemischt wurde, zeigten bei einem Behaltenstest 15
Tage (WM) bzw. 29 Tage (FK) nach dem Training eine schlechtere Leistung als
iCA1-NR1-/- Vehikelmause, NR1+/+ Doxycyclidinmause und NR1+/+ Vehikelmause.
Wenn das NR1 Gen 9 Tage (WM) bzw. 21 Tage (FK) nach dem Training inaktiviert
wurde, war jedoch das Erlernte auch 15 Tage (WM) bzw. 29 Tage (FK) nach dem
Training abrufbar. Aus diesen Befunden wurde gefolgert, dall CA1-NMDA-
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Rezeptoren nicht nur flir das anfangliche Lernen von Bedeutung sind (Akquisition),
sondern auch fur die post-training Konsolidierungsphase, die unmittelbar nach oder
wahrend des Trainings beginnt und offenbar mindestens eine Woche anhalt (Shimizu
et al., 2000). Etwa =zeitgleich zu den NR1-Knockoutmdusen wurden NR2A
Knockoutmause generiert. Die NR2A Untereinheit wird relativ zu den anderen NR2
Untereinheiten im Vorderhirn am starksten exprimiert und sollte folglich zu einem
ahnlichen Phanotyp wie die NR1-Knockoutmaus fuhren.

FUr NR2A-/- Mause wurden auch tatsachlich reduzierte NMDA-R EPSC’s und hdhere
LTP-Schwellen in der CA1-Region, Lerndefizite im Water-Maze (Sakimura et al.,
1995) und einer Kontext-Furchtkonditionierung gefunden (Kiyama et al., 1998).
Bemerkenswerterweise fuhrte eine Deletion des intrazellularen C-Terminals der
NR2A Untereinheit, an das Adapterproteine binden, die wiederum mit
Funktionsproteinen interagieren, zum selben Phanotyp wie ein klassischer NR2A-
Knockout (Sprengel et al., 1998). Es wurde gefolgert, da® NMDA-R Uber assoziierte
Second Messengerkaskaden an der Gedachtnisbildung partizipieren.

Wahrend NR2C-/- (Kadotani et al., 1996) und NR2D-/- Mause (Miyamoto et al., 2002)
noch nicht in Bezug auf Gedachtnisleistungen untersucht wurden, zeigten NR2D
Uberexprimierungsmause keine Defizite im Water-Maze auf (Okabe et al., 1998).

Mit Hilfe von in vitro Zelltransfektionsstudien konnte gezeigt werden, dal}
Rezeptoren, die die NR2B Untereinheit integrieren, anders als solche, die die NR2C
Untereinheit beherbergen, hohe Ca?*-Leitfahigkeiten, exzitatorische postsynaptische
Potentiale (EPSP), starke Mg?**-Sensitivitit und Bindungsstellen fiir Second
Messenger Systeme aufweisen. Di-heteromere NR1-NR2B-Rezeptoren heben sich
auch von solchen ab, die die NR2A Untereinheit aufweisen. NR1-NR2B-Rezeptoren
erzeugen beispielsweise langer andauernde EPSP's, die madglicherweise der
Koinzidenzdetektorfunktion des NMDA-R's zugute kommen. Folglich sind NR2B
enthaltende NMDA-R besser als NR2A oder NR2C Untereinheiten ausgerustet, um
bestimmte  Formen  assoziativer bzw. heterosynaptischer  synaptischer
Langzeitpotenzierung (LTP) zu mediieren (Charton et al., 1999; Kornau et al., 1995;
Nakanishi et al., 1994).

Mause, bei denen die NR2B Untereinheit Uberexprimiert wurde (mittels eines
vorderhirnspezifischen a-CaM-kinease Il Promotor) zeigten u.a. verbessertes Lernen
im Morris Water-Maze bei gleichzeitiger Reduktion hippokampaler Reizschwellen zur
Induktion von CA1-LTP (Tang et al., 1999). Allerdings berichten diese Autoren auch
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von einer generellen Erhdhung der Quantitdt von NMDA-R in Vorderhirnstrukturen
der NR2B Uberexprimierungsmause, so daR die NR2B Spezifitat der Befunde noch
ungeklart ist.

Unser NR2C-2B Gensubstitutionsansatz sollte hingegen, einerseits, die Quantitat der
NMDA-R im Vorderhirn nicht beeinfluRen, aber, andererseits, eine moderat
ausgepragte Verschiebung der Zusammensetzung von di- und tri-heteromeren
NMDA-R zugunsten der NR2B Untereinheit in Vorderhirnstrukturen, einschlief3lich
der hippokampalen Formation, gewahrleisten. In NR2C-2B Substitutionsmausen
wurde folglich die proteinkodierende Sequenz des NR2C Gens durch die des NR2B
Gens ersetzt, aber die natlrliche Sequenz der regulierenden Einheiten
(Promotorsequenz) des NR2C-Gens beibehalten (Pieri et al., 2003).

Weil bereits bekannt war, daf® im Rahmen des Morris Water-Maze Paradigmas nicht-
raumliches und raumliches Vortraining (in einer anderen Umgebung) (Bannerman et
al., 1995; Saucier & Cain, 1995; Ubersicht bei Cain et al., 1997; und Cain, 1998) die
Anfalligkeit des raumlichen Lernsubstrats fur nachfolgende pharmakologische
NMDA-R Blockade und hippokampale LTP-Sattigung bei der Standardversion des
Paradigmas (,Hidden Platform Task" bzw. ,Place Learning“) beseitigt (Bannerman et
al., 1995; Hoh et al., 1999; Moser et al., 1998; Otnaess et al., 1999), aber nach wie
vor eine Lernschwache induziert, wenn die Tiere taglich neue raumlichen
Beziehungen erlernen mussen (Steele & Morris, 1999), nahmen wir an, dal} eine
moderate Erhdhung der NR2B Expression im Vorderhirn der NR2C-2B Mause
(infolge der relativ zu NR2A und NR2B geringeren Expressionsrate der NR2C
Untereinheit in Vorderhirnstrukturen von Wildtypmausen; siehe Goebel und Poosch,
1999; Kuehl-Kovarik et al., 2000; und Lin et al., 1996), die Lernleistung von NR2C-2B
Substitutionsmausen sowohl in einer konventionellen Water-Maze
Akquisitionsaufgabe als auch in einer multiplen Akquisitionsaufgabe, bei der im
Zweitagesrhythmus die Navigation zu einer neuen Plattformposition erlernt werden

mufd, verbessern wirde.

3.5.2 Fragestellungen

Weisen die NR2C-2B Substitutionsmause verbessertes raumliches Lernen in einer

Standardversion des Morris Water-Maze Paradigmas auf?
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Ist durch die Gensubstitution der Abruf von Uberlernten bzw. hinreichend
konsolidierten Informationen aus dem Langzeitgedachtnis beeinflul3t worden?
Weisen die NR2C-2B Substitutionsmause verbessertes radumliches Lernen in einer
multiplen Akquisitionsaufgabe des Morris Water-Maze auf?

Kénnen veranderte sensu-motorische Fahigkeiten und/oder motivationale Faktoren,
gemessen mit einer nicht-rdumlichen Lernaufgabe (Cued version), eventuell

gefundene Effekte der Gensubstitution auf raumliches Lernen erklaren?

3.5.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche adulte (MW: 11,29 + 0,22 Wochen alte; n = 10)
NR2C-2B Gensubstitutionsmause, wie auch (MW: 11,60 + 0,03 Wochen alte; n = 9)
Wildtypmause.

3.5.4 Rationale und Aufbau der Versuchsapparatur

Im Rahmen der Gedachtnisforschung hat dieses Modell zentrale Bedeutung erlangt.
Urspringlich als Erweiterung bzw. als Alternative zum klassischen Stimulus-
Response-Ansatz angelegt (Tolman, 1966), hat dieses Modell in Verbindung mit
neueren Vorstellungen dber den Zusammenhang zwischen Gedachtnis,
Emotionalitat und Verstarkungsprozessen (Dere et al., 2001; Huston 1982, Huston &
Oitzl 1989) hohen Erklarungswert fir komplexe Verhaltensablaufe erlangt (White;
1989; Packard & McGaugh, 1992).

In den letzten Jahren konnte, vor allem in Untersuchungen an Nagetieren, eine
Vielzahl von genetischen, neuroanatomischen, pharmakologischen und
neurochemischen Variablen identifiziert werden, die flir das raumliche Gedachtnis
der Sauger von Bedeutung sind (Dere et al., 2002a; Frisch et al., 2000; McNamara &
Skelton 1993; Packard, 1998; Poucet & Benhamou, 1997; Schaaf et al., 2000; Silva
et al., 1998; Zilles et al., 2000). Insbesondere die Identifizierung des hippokampalen
Systems als notwendiges anatomisches Substrat fir den Aufbau des raumlich-
zeitlichen Gedéachtnisses (Eichenbaum, 1999; Morris et al., 1982; Sutherland &
McDonald, 1990) erweiterte das Verstandnis vieler amnestischer Syndrome (Zola-
Morgan et al., 1986; Alvarez & Squire 1994).

Das von uns genutzte Water-Maze ist ein kreisrundes schwarzes Bassin mit einem

Durchmesser von 112 cm und einer Tiefe von 40 cm (Schemazeichnung 4).
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CciD

Schemazeichnung 4: Schematische Darstellung der Morris Water-Maze Apparatur. Erlduterungen im
Text.

Es wird auf eine Hohe von 25 cm mit Wasser (19-22° C) aufgefiillt und durch Zugabe
von einem Liter haltbarer Milch getrubt. Das Wasser wurde taglich nach
Versuchsende abgelassen. Das Water-Maze war in vier virtuelle Quadranten
aufgeteilt. Die Kreuzungspunkte der Grenzlinien der Quadranten mit der
Beckenwand indizieren die vier Startpunkte (Norden, Suden, Osten, Westen;
willkurliche Bezeichnungen) an denen die Versuchstiere ins Wasserlabyrinth
eingesetzt wurden. Im Zentrum eines Quadranten (28 cm von der Mazemitte
entfernt) wurde nach dem Diktum des Versuchsplans eine kreisformige
Plastikplattform mit einer weill gefarbten Oberflache positioniert. Die Plattform
(Durchmesser: 10 cm) bestand aus transparentem Plexiglas und war
héhenverstellbar. Die Versuchsdurchgange wurden auf Videobander aufgezeichnet.
Der Raum war diffus durch weil3es Licht beleuchtet. Visuelle Reize, die zur
Navigation genutzt werden konnten, waren vermutlich: Turen, Labortische,
Apparaturen, Poster, Trennwande und die Deckentextur. Auch auditive Reize,
generiert von einer Klimaanlage und einem breitspektum Frequenzgenerator
(Lautstarke c.a. 20 dB/Spl), die Uber die Testtage raumlich stabil gehalten wurden,

konnten zur raumlichen Orientierung genutzt werden.
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3.5.5 Durchfiihrung und Auswertung

Der Genotyp der Versuchstiere war dem Versuchsleiter wahrend der Testung nicht
bekannt. Vor Beginn der Testung im Wasserlabyrinth wurden die Mause aus dem
Heimkafig genommen und in einen Transportkafig gesetzt, der auch als Inter-trial-
Kafig diente, in dem die Tiere das einminutige Zeitintervall zwischen den
Versuchsdurchgangen verbrachten. Die Tiere wurden mit senkrechter Korperachse
und zur Beckenwand zeigendem Kopf an den 4 Startpunkten ins Wasser gelassen.
Mit Ausnahme der Testtage: Habituation und Quadrantenpraferenz nach Akquisition
durchlief jedes Tier im Rahmen der 4 Durchgange der jeweiligen Testtage alle vier
Startpunkte. Die exakte Abfolge der Startpunkte Uber die Durchgange war Gber die
Versuchstiere quasi-randomisiert. Fur die Versuchstage mit einem einzigen
Versuchsdurchlauf wurden die Startpositionen innerhalb der Versuchsgruppen so
zugeordnet, dal} sie moglichst gleich verteilt waren. Die Plattformposition wurde
wahrend der Akquisitionstage fur jedes Tier konstant gehalten und zwischen den
Gruppen auf die 4 Quadranten gleich verteilt. Nach Beendigung des letzten
Tagesdurchgangs wurden die Tiere fur ca. 15 Minuten in einem mit saugfahigen
Papierhandtlichern ausgelegten Trockenkafig verwahrt, bevor sie wieder in den
Heimkafig gesetzt wurden. Die Reihenfolge, in der die Versuchstiere getestet

wurden, variierte taglich (adaptiert nach Morris, 1984).

3.5.6 Abhangige Variablen

Als primares Mal} der Orientierungsleistung wurde die Suchzeit (in Sekunden) bis

zum Erklimmen der Plattform analysiert.

3.5.7 Darstellung der Versuchsdaten und statistische Auswertung

In Tabelle 5 im Anhang sind die Rohwerte beider Gruppen aufgelistet. Zur
graphischen und statistischen Aufbereitung der Daten wurden Gruppenmittelwerte
und Standardabweichungen errechnet. Der Kolmogorov-Smirnov Anpassungstest
ergab, da® die Daten einer Normalverteilung entsprachen (alle p-Werte > 0,1).
Zwischengruppenvergleiche Uber mehrere MelRpunkte wurden mit einfaktoriellen

Varianzanalysen mit MeRBwiederholung; solche Uber einzelne Melpunkte und
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abgeleitete Parameter mit T-Tests  fir  unabhangige Stichproben;

Innergruppenvergleiche mit dem T-Test flr abhangige Stichproben, vorgenommen.

3.5.8 Versuchsdesign

Adaptationsdurchgang (Tag 1):

Die Mause wurden fur 60 Sekunden in das \Water-Maze, das keine Plattform enthielt,

eingesetzt, um an die Testsituation zu habituieren.

Initiale Akquisitionsphase (Tage 2-5):

Die Tiere wurden 4 mal @ maximal 60 Sekunden, mit einem Inter-trial-Intervall von 1
Minute, ins Becken gesetzt. Die Plattform befand sich 0,5 cm unterhalb der
Wasseroberflache und war fur die Tiere nicht sichtbar. Wurde die Plattform vor
Ablauf der 60 Sekunden nicht aufgefunden, so wurden die Tiere fir eine Dauer von
30 Sekunden auf der Plattform plaziert. Ebenso konnten die Tiere nach dem
Auffinden und Aufsteigen auf die Plattform flr 30 Sekunden auf dieser verweilen. Im
Falle des Abspringens, nach dem Erklettern der Plattform, wurden die Tiere wieder
auf der Plattform plaziert, bis die vollen 30 Sek. verstrichen waren. Erhoben wurde
die Latenz bzw. Suchzeit bis zum Erreichen der Plattform, wobei das Latenzkriterium

das Erklimmen der Plattform war.

Uberlernphase (Tage 6-9)

Die Plattformposition, wie auch die Testprozedur, an diesen Tagen war identisch zu
der an den Tagen 2-5. Dieses zusatzliche Training sollte gewahrleisten, dal} zum
Zeitpunkt der Testung des Abrufs aus dem Langzeitgedachtnis (Tag 16) maogliche
Gruppenunterschiede nicht auf Ausgangslagenunterschiede zurtckfUhrbar sind.
Auch sollte gewahrleistet werden, dald Gruppenunterschiede wahrend der multiplen
Akquisitionsaufgabe nicht auf Ausgangslagenunterschiede, die schon wahrend der

initialen Akquisitionsaufgabe bestanden, zurtckflhrbar sind (siehe auch Cain, 1997).
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Test auf Préferenz des Plattfromquadranten (Tag 10):

Am 10. Versuchstag wurden die Tiere einmal fur 60 Sekunden ohne Plattform
getestet. Gemessen wurde die Verweildauer im Plattformquadranten in Relation zu
der Verweildauer in den restlichen Quadranten, die wahrend der Akquisitions- und

Uberlernphase keine Fluchtmdglichkeit bieteten.

Abruf aus dem Langzeitgedédchtnis (Tag 16):

Nach einer Testpause von 6 Tagen wurde Uberprift ob die Genintervention den
Abruf von Uberlernten raumlichen Informationen aus dem Langzeitgedachtnis
beeinflul3t hat. Hierbei befand sich die Plattform wieder in dem Quadranten, in dem
die Fluchtmaglichkeit auch schon wahrend der initialen Akquisitionsphase positioniert
war. Die Verhaltensmessung sowie der Versuchsablauf entsprechen dem der
initialen Akquisitionsphase. Als primares Mal} der Abrufleistung diente die Latenz des

ersten Versuchsdurchgangs.

Multiple Akquisitionsaufgabe (Tage 17-22):

Wahrend der Tage 17-22 lernen die Tiere die Plattform im Zweitagesrhythmus
zunachst im diametral entgegengesetzten Quadranten, in Relation zum
ursprunglichen Plattformquadranten, aufzufinden, dann im linken, und schlieRlich im
rechten Quadranten. Jede neue Position wurde fur zwei Tage mit 4 Durchgangen pro
Tag dargeboten. Es wurde eine ,Overall“ mittlere Akquisitionskurve, durch Mittelung
von korrespondierenden Durchgangen der 3 Plattformpositionen, errechnet. Das
heil3t beispielsweise, dald die Suchlatenzen des jeweils ersten Durchganges des
ersten Tages der Plattformen 1 bis 3 gemittelt wurden und damit einen von
insgesamt 8 MeRpunkten lieferten, die sich aus jeweils 3 Einzelmessungen
zusammensetzen. Der Mel3punkt 5 entsprach beispielsweise der Behaltensleistung
bezlglich einer am Vortag erlernten raumlichen Beziehung zwischen
Plattformposition und Umgebungsreizen uber ein 24 Stunden Intervall. Es wurde
erwartet, da} die Gruppen sich wahrend des gemittelten ersten Durchgangs nicht
unterscheiden, aber Uber die Durchgange 2-4 unterschiedliche Suchzeiten

aufweisen, was auf einen differentiellen Akquisitionsverlauf hindeuten wirde. Es ist
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leicht nachvollziehbar, dald dieses Design eine zeitlich exakt definierte
Stimuluskontrolle und damit eine separate Messung der Akquisitionsleistung
(Durchgange 1-4 an Tag 1) und der Gedachtniskonsolidierungsleistung (Durchgang

5 an Tag 2) ermdglicht.

Cued version (Tag 24):

Die Plattform wurde mit einem kontrastreichen visuellen Hinweisreiz (ein Stab mit 0,5
cm Durchmesser und einer Hohe von 22 cm, der mit einem schwarz-weil3en
Streifenmuster versehen war) versehen und in der Mitte des Maze positioniert. Die
Durchfuhrung entsprach der initialen Akquisitionsphase. Der Test diente zur
Detektion von visuellen, visuomotorischen, motorischen und motivationalen Defiziten
bzw. von sogenannten ,Gain of Function® Effekten, insbesondere um
auszuschlielen, dal} Leistungsunterschiede, die wahrend der Testphasen mit
verborgener Plattform eventuell gefunden wurden, auf nicht-kognitive Faktoren

zurlckzufihren sind.

3.5.9 Ergebnisse

Initiale Akquisitionsphase

Beide Gruppen, sowohl die NR2C-2B als auch die Widtypmause, zeigten eine
bedeutsame Reduktion der Suchzeiten von Durchgang eins auf Durchgang 16, d.h.
lernten die im Wasser verborgene Plattform anhand von distalen Umgebungsreizen

zu lokalisieren (NR2C-2B: p = 0,001; WT: p = 0,001; T-Test fur abhangige
Stichproben; Abb. 21).
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Abbildung 21: Vergleich der Suchzeiten bis zum Auffinden der verborgenen Plattform von Durchgang
1 des ersten Versuchstages mit Durchgang 16 des vierten Versuchstages wahrend der initialen
Akquisitionsphase flir NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause. Die p-Werte beziehen sich

auf Innergruppenvergleiche (T-Test fir abhangige Stichproben).

Wahrend dieser initialen Akquisitionsphase an den Tagen 1 bis 4 fanden die NR2C-
2B Substitutionsmause uber alle 16 Durchgange im Mittel mit kiirzeren Suchzeiten
zur Plattform als die Kontrollen [F¢117) = 2,881; p = 0,054; einseitige Testung;

Varianzanalyse mit MeRwiederholung; Abb. 22].
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Abbildung 22: Suchzeiten bis zum Auffinden einer verborgenen, raumlich invarianten, Plattform im

Morris Water-Maze wahrend der initialen Akquisitionsphase fir NR2C-2B und Wildtypmause.

Dieser Befund deutet darauf hin, dall die Gensubstitution tatsachlich raumliches

Lernen im Morris Water-Maze erleichtert.

Uberlernphase

Um vergleichbare Ausgangslagen zu Beginn eines Abruftests nach einem 6 tagigen
Behaltensintervalles und den nachfolgenden Testphasen zu gewahrleisten, wurden
die Tiere fur weitere 4 Tage mit insgesamt 16 Durchgangen trainiert. Im Gegensatz
zur initialen Akquisitionsphase verbesserte sich die Leistung der NR2C-2B und
Wildtypmause von Durchgang 1 auf Durchgang 16 nicht mehr wesentlich (NR2C-2B:
p =0,337; WT: p = 0,115; T-Test fir abhangige Stichproben; Abb. 23).
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Abbildung 23: Vergleich der Suchzeiten bis zum Auffinden der verborgenen Plattform von Durchgang
1 auf Durchgang 16 wahrend der Uberlernphase mit raumlich invarianter verborgener Plattform fir
NR2C-2B  Substitutionsmause und Wildtypmause. Die p-Werte beziehen sich auf
Innergruppenvergleiche (T-Test fir abhéngige Stichproben).

Uber die 4 Tage fand sich folglich auch kein bedeutsamer Gruppenunterschied mehr
[Fau,17y = 0,270; p = 0,610; Varianzanalyse mit MeRwiederholung; Abb. 24], so dal}
davon auszugehen war, dal® auch die Wildtypmause ein finales Leistungsniveau

erreicht haben, das dem der Substitutionsmause vergleichbar war.
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Abbildung 24: Suchzeiten bis zum Auffinden einer verborgenen, raumlich invarianten, Plattform im
Morris Water-Maze wahrend der Uberlernphase fiir NR2C-2B und Wildtypmause.

Test auf Plattformquadrantenpréferenz

Beide Gruppen konzentrierten ihr Suchverhalten auf den ehemaligen
Plattformquadranten in Relation zu den restlichen Quadranten (NR2C-2B: p = 0,002;
WT: p = 0,003; T-Test fur abhangige Stichproben). Die Gruppen verbrachten jedoch
im Mittel vergleichbare Zeiten im Plattformquadranten (p = 0,500; T-Test flr
unabhangige Stichproben; Abb. 25).
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Abbildung 25: Test auf Quadrantenpraferenz wahrend eines 60 sekiindigen Durchgangs ohne
Plattform nach initialer Akquisition und Uberlernphase mit insgesamt 32 Durchgéangen. Mittlere
Suchzeiten im ehemaligen Plattformquadranten im Vergleich mit den restlichen Quadranten fir NR2C-
2B und Wildtypmause. P-Werte beziehen sich auf Innergruppenvergleiche (T-Test fir abhangige
Stichproben).

Abruf von rdumlichen Informationen aus dem Langzeitgedéachtnis

Nach einer Testpause von 6 Tagen wurde der Abruf der Uberlernten raumlichen
Information aus dem Langzeitgedachtnis Uberprift. Die Gruppen unterschieden sich
weder im ersten Durchgang noch in den 3 folgenden Durchgéngen (alle p-Werte >
0,1; T-Test fur unabhangige Stichproben; Abb. 26).
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Abbildung 26: Abruftest aus dem Langteitgedachtnis nach einer Testpause von 6 Tagen. Suchzeiten
bis zum Auffinden der Plattform fir NR2C-2B und Wildtypmause.

Multiple Akquisitionsaufgabe

Einen Tag nach dem Abruftest wurden die Gruppen im Zweitagesrhythmus mit 3
neuen Plattformpositionen konfrontiert, deren raumliche Position in Relation zu
Umgebungsreizen Uber insgesamt 8 Durchgange erlernt werden sollte. Wie auch in
der initialen Akquisitionsphase wiesen die NR2C-2B Substitutionsmause kurzere
Suchzeiten bis zu Auffinden der insgesamt 3 Plattformpositionen auf [F1 17) = 3,442;

p = 0,040; einseitige Testung; Varianzanalyse mit MeRwiederholung; Abb. 27].
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Abbildung 27: Mittlere Akquisitionsleistung wahrend der multiplen Akquisitionsaufgabe mit insgesamt 3

verschiedenen Plattformpositionen fir NR2C-2B Substitutionsm&use und Wildtypmause.

Der Vergleich der mittleren Suchzeiten Uber die 3 Plattformpositionen am letzten
Durchgang des ersten Tages ergab, dal} die Substitutionsmause eine kirzere Zeit
suchen mussten, bis sie zu den Plattformen aufklettern konnten (p = 0.014; T-Test
fur unabhangige Stichproben; einseitige Testung), wogegen, erwartungsgemaf, am

ersten Durchgang kein Gruppenunterschied vorlag (p = 0,364; Abb. 28).
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Abbildung 28: Mittlere Suchzeiten wahrend des ersten und letzten Durchgangs des ersten
Akquisitionstages mit neuen Plattformpositionen fir NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause.

Der p-Wert bezieht sich auf einen Zwischengruppenvergleich (T-Test fiir unabhangige Stichproben).

Innergruppenvergleiche von Durchgang eins auf vier ergaben, dal3 die NR2C-2B
Mause beim letzten Durchgang mit kiirzeren Suchzeiten zur Plattform fanden als am
ersten (p = 0,001; T-Test fur abhangige Stichproben, wogegen die Kontrollmause
keine entsprechende Leistungsverbesserung aufwiesen (p = 0,206). Am ersten,
zweiten und dritten Durchgang des zweiten Tages wiesen die Substitutionsmause
erneut kurzere Suchzeiten auf als die Kontrollmause (Durchgang 1: p = 0,015,
Durchgang 2: p = 0,081; Durchgang 3: p = 0.038; T-Test flUr unabhangige
Stichproben; einseitige Testung). Bis zum letzten Durchgang des zweiten Tages
lernten auch die Kontrolltiere die Plattform mit vergleichbaren Suchzeiten aufzufinden
(p = 0,201; einseitige Testung; Abb. 29).

134



60 - B NR2C-2B Mause (n = 10)
1 Wildtypmause (n = 9)

50 +

40 | p=0.015

] p=0081 p=0038
30 I I
20 - |

10 A

Mittlere (+SF) Suchzeit bis zum
Auffinden der Plattform in Sekunden

Durchgang 1  Durchgang2 Durchgang3 Durchgang 4

Tag 2 mit neuer Plattformposition
(Mittelwert Gber 3 Einzelmessungen)

Abbildung 29: Mittlere Suchzeiten wéhrend der Durchgénge des zweiten Akquisitionstages mit neuen
Plattformpositionen fir NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause. Die p-Werte beziehen sich

auf Zwischengruppenvergleiche (T-Test fur unabhangige Stichproben).

Das die Kontrollmause im Verlauf der Durchgange des zweiten Tages einen
Lerngewinn aufwiesen, wahrend die Lernkurve der Substitutionsmause bereits
asymptotisch verlief, wurde durch Innergruppenvergleiche der Durchgange 1 versus
4 an Tag zwei untermauert (NR2C-2B: p = 0,206; WT: p = 0,004; T-Test fur
abhangige Stichproben).

Cued Version: Test mit visuell angezeigter Plattformposition

Wahrend dieser Testphase wurde die Plattform mit einem kontrastreichen
diskriminativen Hinweisreiz versehen und ins Zentrum des Bassins verschoben. In
diesem Test auf motivationale oder sensumotorische Aberrationen wurde kein
bedeutsamer Unterschied zwischen den Gruppen vorgefunden [F(117) = 1,725; p =

0,207; Varianzanalyse mit MelRwiederholung; Abb. 30].

135



(®))
o

C
-
o
0
= €@ NR2C-2B (n = 10)
-(C;E 40 1 ~(r Wildtypmause (n = 9)
N
M
£5
o €
- O
%E 20 H
=5

<

0

Durchgange 1 bis 4

Abbildung 30: Mittlere Suchzeiten wahrend der Durchgange mit visuell angezeigter Plattformposition

fur NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause.

Damit ist mit relativer Sicherheit davon auszugehen, dal® die in den
vorangegangenen Testphasen gefundenen Unterschiede vermutlich nicht auf

sekundare, d.h. nicht-kognitive Faktoren, zurtickzufihren sind.
3.5.10 Diskussion

Im Morris Water-Maze Test zeigten die NR2C-2B Substitutionsmause eine
beschleunigte Akquisition einer konventionellen "Hidden Platform" Aufgabe
(Durchgange 1-16), waren aber bei einem Abruftest nach einem Retentionsintervall
von 6 Tagen mit den Kontrollmausen vergleichbar. Der letztere Befund steht im
Einklang mit Studien die zeigen, dald untereinheitsunspezifische NMDA-R Blockade
den Abruf raumlicher Informationen nach einer Akquisitionsphase (ohne

pharmakologische Intervention) nicht beeinflult (Heale & Harley, 1990). Auch
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konditionale Knockoutmause, bei denen das NR1 Gen selektiv in der CA3-Region
des Hippokampus inaktiviert wurde, weisen keine Abrufdefizite fir raumliche
Informationen auf, wenn der Abruf im gleichen raumlichen Kontext erfolgte
(Nakazawa et al., 2003).

Wahrend der multiplen Akquisitionsaufgabe mit insgesamt 3 neu zu erlernenden, im
Wasser verborgenen, Plattformpositionen, zeigten die NR2C-2B Mause erneut eine
beschleunigte  Akquisition. Die  Wildtypmause benotigten insgesamt 8
Lerndurchgange mit einer neuen Plattformposition, um auf das finale
Leistungsniveau der Substitutionsmause aufzuschlieRen. Die Uberlegenheit der
NR2C-2B Mause wahrend der initialen Akquisitionsphase, bei der die Navigation zur
ersten verborgenen Plattformposition erlernt werden mulfite, steht in Einklang mit den
Water-Maze Leistungen von NR2B Uberexprimierungsmausen (Tang et al., 1999).
Allerdings kann die Leistung unserer und der NR2B Uberexprimierungsmause in
dieser initialen Akquisitionsphase nicht ausschliel3lich einer verbesserten raumlichen
Gedachtnisbildung  zugeschrieben  werden, weil die  Geninterventionen
modglicherweise nur prozedurales Lernen oder "Use of platform learning®, d.h. das
Erlernen der grundlegenden "Regeln" der Aufgabe, verbessert hat. Diese "Regeln”
sind nach Cain (1998) beispielsweise das Beenden des Abschwimmens der
Bassinbegrenzung und das Explorieren der inneren Annuli des Mazes, das Wissen
um die verborgene Plattform im Maze, das Erklettern und Sitzenbleiben auf dieser
bis der Durchgang beendet ist, das Vermeiden von Deflektionen oder "Swim overs"
uber die Plattform, die Auswahl und Nutzung von geeigneten visuellen, akustischen
und olfaktorischen Hinweisreizen aus der Mazeumgebung zur Navigation, das
Wissen darum, dal} der Durchgang nach dem Aufklettern auf die Plattform beendet
wird, moglicherweise das Uberkommen eines Annaherungs-Vermeidungskonflikts in
Bezug auf die Plattform bei kurzen Inter-Trial Intervallen etc. Wahrend Tang und
Mitarbeiter, (1999) dieser Mdglichkeit nicht nachgegangen sind, haben wir die NR2C-
2B Mause, nach dem diese die prozeduralen Aspekte der Aufgabe wahrend einer
initialen Akquisitionsphase mit nachfolgender Uberlernphase mit insgesamt 36
Durchgangen bei raumlich stabiler Plattform gelernt haben, einer multiplen
Akquisitionsaufgabe unterzogen. Mit dem Ergebnis, dal} die NR2C-2B Mause auch
nach dem Uberlernen der prozeduralen Aspekte der Aufgabe in beiden Gruppen an
neue raumliche Probleme besser adaptieren. Um abzuklaren, ob diese Verbesserung

des raumlichen Lernvermodgens der Substitutionsmause moglicherweise auf einer
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"Gain of Function"-Wirkung der Genintervention hinsichtlich visueller, oder
motivationaler Faktoren beruht, wurden die Tiere nach der multiplen Umlernaufgabe
auch in einer sogenannten "Cued Version" Aufgabe getestet, in der die, nach wie vor
verborgene aber erneut raumlich verschobene Plattform, durch einen kontrastreichen
visuellen Hinweisreiz kenntlich gemacht wurde. In dieser Kontrollbedingung
unterschieden sich die Gruppen nicht. Unsere Befunde deuten darauf hin, das eine
fur das Vorderhirn geringfugige Verlagerung des Verhaltnisses einzelner NMDA-
Rezeptortypen, zugunsten solcher, die die NR2B Untereinheit integrieren,
raumliches Lernen und Umlernen im Morris Water-Maze verbessern kann. Die
vorliegenden Resultate bekraftigen weiter die Auffassung, dall die NR2B
Untereinheit, vermutlich gemeinsam mit der NR2A Untereinheit, dem NMDA-R die
geeigneten biophysischen Charakteristika verleiht, um als Koinzidenzdetektor
fungierend diejenigen strukturellen Veranderungen an den neuronalen Synapsen zu
induzieren, die der Gedachtnisbildung moglicherweise zugrundeliegen. Unsere
Resultate sind des weiteren vereinbar mit Studien die zeigten, dal} junge Nagetiere
mit niedrigen Reizschwellen zur Induktion von assoziativer LTP und gutem
raumlichen Lernvermdgen hohe hippokampale NR2B-Expressionsraten aufweisen,
wogegen das Gegenteil fur alte und kognitiv beeintrachtigte Nagetiere gefunden
wurde (Adams et al., 2001; Magnusson, 2000). Gleichermallen fuhrt eine
hippokampale LTP  Induktion zu vermehrter NR2B-Expression, deren
Auspragungsgrad mit der Starke der induzierten LTP kovariiert (Thomas et al., 1996;
Williams et al., 1998). Neuere Befunde deuten darauf hin, dal® hippokampale NMDA-
R im Rahmen des Morris Water-Maze Paradigmas moglicherweise nicht nur fur
raumliches Lernen per se (wissen wo die Plattform aufzufinden ist und wie die
Motorik auf visuelle Ziele hin ausrichtet werden muf3, um dorthin zu gelangen;
McNaughton et al., 1986; Morris et al., 1986) bedeutsam sind, sondern besonders
dann unerlaBlich sind, wenn die Aufgabe so geartet ist, dal} die Tiere auch behalten
mussen, wo die Plattform in jingster Vergangenheit plaziert war, z.B. wenn die
Lokation der Plattform taglich variiert, so dald raumliche Gedachtnisinhalte in einen
raum-zeitlichen Kontext eingegliedert werden missen, um proaktive Interferenzen zu
vermeiden (Eichenbaum, 1999; Steele & Morris, 1999). Es ist davon auszugehen,
dall diese Fahigkeit auch im Rahmen unserer multiplen Akquisitionsaufgabe
gefordert war. Deshalb ist es durchaus denkbar, daf3 bei unseren NR2C-2B Mausen

die Fahigkeit, raumliche Informationen in einen zeitlichen Kontext zu integrieren,
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verbessert war, eine Leistung, die dem was man in der kognitiven Psychologie
gemeinhin als episodisches bzw. biographisches Gedachtnis oder in der
angloamerikanischen Fachliteratur als ,Event Memory“ bezeichnet (Lisman, 1999;
Bussey et al., 1999), sehr nahekommt. Im Einklang mit dieser Interpretation steht die
Beobachtung, wonach systemische Phencyclidininjektionen die Leistung von Ratten
in einer kombinierten raumlich-zeitlichen Diskriminationsaufgabe im Radial-Maze
verschlechtert (Long & Kesner, 1995).

3.6 Experiment VI: Post-Mortem Hirnazetylcholin- und Cholinkonzentrationen

3.6.1 Einleitung

Der Neurotransmitter Azetylcholin wurde in der Vergangenheit in Verbindung mit
Lern- und Gedachtnisprozessen diskutiert (Muir, 1997; Smith, 1988); u.a. weil die
Alzheimersche Demenz mit einer Hypofunktion des cholinergen Systems, infolge von
degenerativen Prozessen und dem damit einhergehenden Verlust cholinerger Zellen,
im Nukleus basalis von Meynert (NBM), dem diagonalen Band von Broca, und dem
Nukleus medialis septalis, (der den Hauptursprung cholinerger Projektionen zum
Hippokampus bildet) assoziiert ist (Bartus et al., 1982, Bartus et al., 1985; Francis &
Bowen, 1994; Whitehouse et al., 1982). Die mit der Alzheimerschen Erkrankung
einhergehende kognitive Verlangsamung wird mit wechselhaftem Erfolg durch
Pharmaka (z.B. Tacrin®) behandelt, die in die cholinerge Neurotransmission
heraufregulierend eingreifen (Sahakian et al., 1993; Knapp et al., 1994). Azetylcholin
ist ein Ubertragerstoff, der auf einer frihen Stufe der Informationsverarbeitung und
damit auch wahrend der Enkodierung von Informationen fur das Langzeitgedachtnis
wirksam sein konnte (Muir, 1997; Rusted & Warburton, 1989). Gegenwartig wird
davon ausgegangen, dal} die Gedachtnisdefizite von Alzheimer-Patienten die Folge
von Stoérungen in Aufmerksamkeitssystemen sind, die durch die reduzierte cholinerge
SignallUbertragung, besonders in frontalen Kortexbereichen hervorgerufen werden
(Blokland, 1995; Sarter et al., 1996).

Azetylcholin senkt kortikale Erregungsschwellen fur sensorischen Input und
verbessert damit das Signal-Rauschverhaltnis und damit grundlegende
Informationsverarbeitungsprozesse (Marchi & Raiteri, 1989; McCormick, 1992; Sarter

et al., 1996). Eine grol3e Anzahl pharmakologischer Studien belegt, dal} eine zentrale
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Erhdhung der cholinergen Neurotransmission durch Gabe von cholinergen
Rezeptoragonisten oder Abbauhemmern mit verbesserten Gedachtnisleistungen,
und eine Blockade cholinerger Rezeptoren, oder eine Hemmung der
Azetylcholinsynthese, wie auch selektive Lasionen von cholinergen Zellen, mit
Lerndefiziten assoziiert sind (Ubersicht bei Decker et al., 1991 und Levin, 1992; siehe
auch Voytko, 1996; Winkler et al., 1995). Cholinerge Zellen im NBM im basalen
Vorderhirn und im Septum innervieren den gesamten Neokortex und limbische
Strukturen, wie z.B. den Hippokampus und die Amygdala. Die Ursprungskerne
cholinerger Zellen weisen eine hohe Dichte an NMDA-R auf. NMDA-R Agonisten,
nicht jedoch AMPA-R Antagonisten, in den NBM injiziert, erhohen die
Azetylcholinfreisetzung in kortikalen und subkortikalen Strukturen (Giovannini et al.,
1997; Wenk, 1984). Administration von NMDA, oder anderen NMDA-R Agonisten, in
den NBM verbessert dagegen das raumliche Gedachtnis von Nagetieren (Mason et
al.,, 1999) und kann bei systemischer Kogabe die amnestischen Effekte einer
Muskarinrezeptorantagonisierung egalisieren (Sirvio et al., 1992). Des weiteren
wurde gezeigt, dal® eine kombinierte Gabe einer nicht verhaltenswirksamen Dosis
von MK-801, gemeinsam mit einer effektiven Dosis Nikotin, die promnestischen
Effekte dieser Dosis Nikotin blockieren kann (Ciamei et al., 2001). Umgekehrt
blockiert eine subeffektive Dosis Nikotin die amnestischen Effekte von MK-801 auf
Arbeits- und Referenzgedachtnisleistungen (Levin et al., 1998). Auch wurde
gefunden, dall Azetylcholin hippokampale, amygdalare und neokortikale NMDA-R
mediierte synaptische Langzeitpotenzierung moduliert (Boyd et al., 2000; Matsuyama
et al.,, 2000; Watanabe et al.,, 1995). Besonders hervorzuheben sind Befunde,
wonach NMDA-R Agonisten und Antagonisten den Azetylcholinmetabolismus im
Hippokampus, dem frontalen Kortex und Neostriatum von freibeweglichen Tieren
modulieren (Zapata et al., 1998). Die oben referierten Befunde weisen darauf hin,
dal NMDA-R mediierte Funktionen durch Azetylcholin moduliert werden und daf}
NMDA-R Aktivitat den Azetylcholingehalt in Vorderhirnstrukturen beeinfluft.

Im medialen Septum, einem cholinergen Ursprungskern, wurde sowohl NR2C mRNA
als auch das Protein selbst u.a. in gabaergen Interneuronen identifiziert (Plant et al.,
1997). Es ist denkbar, da® die NR2C-2B Gensubstitution die Erregbarkeit von
cholinergen Zellen und moglicherweise auch deren Azetylcholinmetabolismus
beeinflul3t und sich auf Azetylcholinkonzentrationen in diversen Zielgebieten dieser

Neurone auswirkt.
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3.6.2 Fragestellungen

Beeinflul3t die NR2C-NR2B  Substitution die Erregbarkeit und den
Azetylcholinmetabolismus cholinerger Neurone in den Ursprungskernen des
cholinergen Systems im basalen Vorderhirn und flhrt dadurch zu veranderten
Azetylcholin- und oder Cholinkonzentrationen in Neokortikalen und Subkortikalen

Regionen?

3.6.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche adulte (MW: 19,43 + 0,22 Wochen alte, n = 10)
NR2C-2B Gensubstitutionsmause, wie auch adulte (MW: 19,74 + 0,04 Wochen alte,
n = 9) Wildtypmause.

3.6.4 Biochemische Analyse mittels Hochleistungs-Flussigkeits-

Chromatographie und elektrochemischer Detektion (HPLC-EC)

Zwei Wochen nach Beendigung der Verhaltenstests wurden Azetylcholin und Cholin
Konzentrationen in diversen Hirngebieten bestimmt. Die Tiere wurden durch
zervikale Dislokation getotet, das Gehirn unmittelbar herauspraperiert und auf einer
gekuhlten Hirnmatrix plaziert. Koronalschnitte wurden unter Zuhilfenahme von
Referenzpunkten an der Hirnbasis vorgenommen und folgende Strukturen: frontaler
Kortex, ventrales Striatum, dorsales Striatum, Hippokampus, Amygdala, wurden auf
einem gekuhlten Objekttrager bilateral herausgeschnitten. Danach wurde das
Hirngewebe gewogen, in einer gekuhlten Standardlésung (0,5 N Perchlorsaure mit
Ethylhomocholin als internen Standard) homogenisiert, zentrifugiert, gefiltert und bei
—60 °C bis zur Analyse aufbewahrt (gemafR® der Prozedur nach Sethy & Francis,
1988). Die Proben wurden entsprechend des Verfahrens von Damsma et al., (1987),
mit Aushahme des internen Standard (Potter et al., 1983), analysiert (fur weitere

technische Details siehe De Souza-Silva et al., 1997; De Souza-Silva et al., 2000).
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3.6.5 Darstellung der Versuchsdaten und statistische Auswertung

In Tabelle 6 im Anhang sind die Rohwerte beider Gruppen aufgelistet. Zur
graphischen und statistischen Aufbereitung der Daten wurden Gruppenmittelwerte
und Standardabweichungen errechnet. Der Kolmogorov-Smirnov Anpassungstest
ergab, dald die Daten einer Normalverteilung entsprachen (alle p-Werte > 0,1)
Zwischengruppenvergleiche wurden mit dem T-Test fur unabhangige Stichproben

vorgenommen.

3.6.6 Ergebnisse

Im frontalen Kortex (p = 0.032; T-Test flr unabhangige Stichproben) und in der Amygdala (p
= 0.029) der NR2C-2B Mause wurden erhéhte Azetylcholinkonzentrationen gefunden. Die
Azetylcholinkonzentrationen (Abb. 31) in den restlichen Hirnregionen wie auch die
Cholinkonzentrationen (Abb. 32) waren zwischen den Gruppen vergleichbar (alle p-Werte >
0,1). Die NR2C-NR2B Substitution hat also tatsachlich den Azetylcholinmetabolismus
cholinerger Neurone in den Ursprungskernen des cholinergen Systems im basalen
Vorderhirn moduliert und dadurch zu veranderten Azetylcholinkonzentrationen in
neokortikalen und subkortikalen Regionen gefiihrt. Die Verhaltensrelevanz dieser Befunde

wird im Folgenden diskutiert.
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Abbildung 31: Post-mortem Gehirnazetylcholinkonzentrationen der NR2C-2B und Wildtypmause in
entsprechenden Hirnstrukturen. Fc = frontaler Kortex, vs = ventrales Striatum, ns = neostriatum, am =
Amygdala, hi = Hippokampus. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf

Zwischengruppenvergleiche (T-Test flr unabhangige Stichproben).
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Abbildung 32: Post-mortem Gehirncholinkonzentrationen der NR2C-2B und Wildtypmause in
entsprechenden Hirnstrukturen. Fc = frontaler Kortex, vs = ventrales Striatum, ns = neostriatum, am =

Amygdala, hi = Hippokampus.
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3.6.7 Diskussion

Die fur NR2C-2B Substitutionsmause gemessene erhdhte post-mortem
Azetylcholinkonzentration im frontalen Kortex steht moglicherweise mit den
verbesserten Lern- und Gedachtnisleistungen der NR2C-2B Mause in Verbindung.
Es ist vermutet worden, dall kortikale Azetylcholinfreisetzung mit erhdhter
Aufmerksamkeit bzw. einem rezeptiven Zustand einhergeht, der das Aufnehmen
neuer Informationen fordert (Himmelheber et al., 2000; Sarter & Bruno, 1997).
Gleichermalten ist gefunden worden, dal® beim Abruf bereits gespeicherter
Informationen die  Azetylcholinfreisetzung im  Neokortex gehemmt wird,
moglicherweise um Interferenzen mit irrelevanten Stérreizen aus der Umgebung zu
vermeiden (Sarter et al., 1996). Mittels der in vivo Mikrodialysetechnik konnte gezeigt
werden, dald Ratten, die in eine neue Umgebung gesetzt werden, erhohte
Azetylcholinfreisetzung im frontalen Kortex aufweisen (Giovannini et al., 1998).
Ebenso ist gezeigt worden, dald cholinerge Agonisten NMDA-R abhangige Formen
synaptischer Langzeitpotenzierung beglnstigen kdnnen (Boyd et al., 2000; Hamid et
al., 1997; Maeda et al., 1993; Matsuyama et al., 2000; Watanabe et al., 1995). In
Neuroimagingstudien mit Alzheimer-Patienten wurde eine signifikante Korrelation
zwischen der Quantitat nikotinerger Azetylcholinrezeptoren im frontalen Kortex und
dem Schweregrad kognitiver Defizite dieser Patienten gefunden (Nordberg et al.,
1995). Es ist also denkbar, dald die Erhéhung frontaler Azetylcholinkonzentrationen
die akute Akquisitionsleistung der NR2C-2B Substitutionsmause, durch verbesserte
Aufmerksamkeitsprozesse, geférdert und moglicherweise auch die permanente
neokortikale Speicherung der erlernten Informationen durch Begunstigung von
Prozessen neokortikaler Plastizitat verbessert hat. Azetylcholin Agonisten erhdhen
auch die Erregbarkeit amygdalarer Neurone. Die Amygdala weist starke reziproke
Projektionen zum  Hippokampus auf und scheint die hippokampale
Gedachtnisbildung, besonders bei aversiv motivierten Lernaufgaben, zu modulieren
(Izquierdo et al., 1992; Richter-Levin & Akirav, 2000). Auch wurde spekuliert, daf’ die
im Hippokampus gebildeten multidimensionalen Gedachtnisinhalte durch amygdalare
Projektionen um eine emotionale Farbung bereichert werden (Cahill & McGaugh,
1998). Kdurzlich ist gezeigt worden, dal3 amygdalare Azetylcholinfreisetzung positiv
mit der Leistung von Ratten in einer hippokampal mediierten raumlichen Lernaufgabe

korreliert (Mclntyre et al., 2003). SchlieBlich finden sich Befunde, die suggerieren,
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dall das zentrale cholinerge System fur rdumliche Umlernprozesse kritisch ist, (in
Situationen also, in denen erhohte Aufmerksamkeit und verminderte
Interferenzneigung gefordert ist) (Boyd et al., 1990; Puolivali et al., 2000). Es ist also
moglich, dal® die fur die NR2C-2B Mause gefundenen erhdhte post-mortem
Azetylcholinkonzentrationen im frontalen Kortex und der Amygdala zu den
verbesserten Leistungen der NR2C-2B Mause wahrend der initialen und multiplen
Akquisitionsphase im Morris Water-Maze beigetragen haben. Allerdings bleibt zu
berucksichtigen das post-mortem HPLC-EC Messungen von
Azetylcholinkonzentrationen im Gehirn nicht zwischen freigesetztem extrazellularem
und intrazellularem in Vesikel gespeichertem Azetylcholin unterscheiden konnen.
Erhohte Azetylcholinkonzentrationen bedeuten nicht zwingend das auch vermehrt
Azetylcholin in den entsprechenden Hirnregionen freigesetzt wird. Ebenso ist es
moglich das die Gensubstitution die intrazellulare Synthese erhoht hat oder das
freigesetztes Azetylcholin vermindert durch cholinesterasen abgebaut wird ohne das
die Freisetzungsrate per se erhoht wurde. Nur mittels der in-vivo Mikrodialysetechnik
kann schlussendlich der Nachweis erbracht werden, das die NR2C-2B
Gensubstitution tatsachlich die Erregbarkeit cholinerger Ursprungszellen erhoht hat
und damit in Lernsituationen mit Neuheitswert zu vermehrter Azetylcholinfreisetzung
fuhrte. Allerdings bleibt auch zu bedenken, das die in-vivo Mikrodialysetechnik bei
Mausen nur sehr schwierig anzuwenden ist. Weltweilt gelang es bisher nur wenigen

Arbeitsgruppen diese Methodik bei Mausen erfolgreich anzuwenden.
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4. ALLGEMEINE DISKUSSION

Wir haben gefunden, dall die NR2C-2B Gensubstitution u.U. in Abhangigkeit von
Reifungsprozessen des Gehirns mit motorischen Koordinationsdefiziten (adulte
NR2C-2B Mause) und erhdhter unkonditionierter Angstlichkeit einhergeht (juvenile
NR2C-2B Mause). In adulten NR2C-2B Mausen fanden sich verbesserte Lern- und
Gedachtnisleistungen. Schlieflich fanden sich auch erhodhte
Azetylcholinkonzentrationen in frontalen Kortexbereichen und der Amygdala der
NR2C-2B Mause. Die vorliegenden Befunde sind vermutlich nicht auf
Entwicklungsaberrationen in Vorderhirnstrukturen, infolge von pranataler NR2C-2B
Gensubstitution zurtckzufuhren, weil die NR2C Untereinheit (soweit gegenwartig
bekannt ist) offenbar erst post-natal exprimiert wird. Mit relativer Sicherheit kann
diese Moglichkeit jedoch nur nach der Phanotypisierung einer induzierbaren NR2C-
2B Substitutionsmaus (bei der die Gensubstitution erst nach dem 3. Lebensmonat
vorgenommen wird) ausgeschlossen werden, die leider gegenwartig noch nicht
verfugbar ist.

Ein wesentlicher Nachteil des NR2C-2B Gensubstitutionmodelles ist, dafy man nicht
mit Bestimmtheit sagen kann, ob die Effekte auf einer Abwesenheit der NR2C
Untereinheit und/oder der NR2B Uberexpression beruhen, oder ob sie die
Konsequenz einer veranderten Funktionsweise von NMDA-R in Zellen sind, die
normalerweise beide Untereinheiten aufweisen, aber nach Gensubstitution NR2B
anstelle von NR2C exprimieren. Es ist auch denkbar, da die Effekte Folge einer
Expression der NR2B Untereinheit in Zellen sind, die im Normalzustand keine NR2B
Untereinheit aufweisen. Nichtsdestotrotz sind die gefundenen Effekte der NR2C-2B
Gensubstitution auf das Gedachtnis und die motorische Koordinationsfahigkeit von
Mausen (unter Berlcksichtigung des gegenwartigen Wissenstandes) eher auf eine
NR2B Uberexpression, als auf die NR2C Geninaktivierung zuriickzufiihren (siehe
Einleitung Abschnitt "NMDA-R und synaptische Plastizitat" und Einleitung und
Diskussion zu Experimenten |, Ill, und V). Der anxiogene Effekt der NR2C-2B
Gensubstitution bei juvenilen Tieren andererseits kann am sparsamsten mit der
Abwesenheit der NR2C Untereinheit erklart werden (siehe Einleitung und Diskussion
zu Experiment I1).

In Kérnerzellen des Zerebellums adulter NR2C-2B Mause ist die Expressionsrate der
NR2A Untereinheit kompensatorisch herabreguliert (Pieri et al., 2003). Es ist

maoglich, dald auch in anderen, fur die in der vorliegenden Arbeit gemessenen
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Verhaltensweisen relevanten, Gehirnregionen kompensatorische Prozesse bezlglich
der Expressionsrate der NR2A, NR2B, NR2D, und NR3 Untereinheiten eingeleitet
wurden, die die gefundenen Verhaltenseffekte maoglicherweise mitbedingt haben.
Diese Moglichkeit sollte in zukUnftigen Untersuchungen evaluiert werden. Die Frage
nach kompensatorischen Gegenregulationen auf genetischer Ebene ist nicht nur fur
den Gensubstitutionsansatz relevant, sondern stellt sich im Grunde bei jeder
genetischen Manipulation. Kompensatorische Effekte wurden ebenso in klassischen
Genknockout und Gen-Uberexpressionsstudien gefunden, sofern dieser Maglichkeit
Uberhaupt nachgegangen wurde. Bei klassischen Knockoutstudien wurde kritisiert,
dald ein fehlender Phanotyp nicht unbedingt darauf hindeutet, dal3 ein bestimmtes
Gen an der Regulation der untersuchten neurophysiologischen- und
Verhaltensprozesse nicht partizipiert, sondern ebenso gut darauf hindeuten kann,
wie erfolgreich die nach der Geninaktivierung gestorten neurophysiologischen- und
Verhaltensprozesse kompensiert wurden. Gleiches wurde auch fur den
Uberexpressionsansatz angemerkt, bei dem der Organismus z.B. versucht die
gesteigerte Erregbarkeit eines funktionalen Systems zu kompensieren. Es ist nicht
von der Hand zu weisen, dall sowohl die komplette Inaktivierung, wie auch
Uberaktivierung eines Systems mit einem starken Kompensationsdruck einhergeht.
Im Falle der NR2C-2B Gensubstitutionsmaus sollte ein  mdglicher
Kompensationsdruck in Endhirnstrukturen primar durch Uberaktivierung von NMDA-
R hervorgerufen werden, weil auch nach der NR2C-2B Gensubstitution in den
Gehirnregionen und Zelltypen, in denen NR2C normalerweise exprimiert, noch
funktionale NMDA-R gebildet werden, die dann allerdings starker erregbar sind.

Die synaptische Langzeitpotenzierung und Langzeitdepression werden nach wie vor
als neuronales Korrelat von Lern- und Gedachtnisprozessen angesehen. Deshalb
bleibt von Elektrophysiologen zu untersuchen, ob die NR2C-2B Gensubstitution
tatsachlich zu den hypostasierten elektrophysiologischen Veranderungen im
Neokortex, dem Hippokampus, der Amygdala und im Kleinhirn gefuhrt hat. Die
vorliegenden Befunde unterstreichen die Bedeutung von NMDA-R, die die NR2B
Untereinheit aufweisen flr die Gedachtnisbildung. Es ware winschenswert,
modulatorisch wirkende NR2B selektive Agonisten zu entwickeln, die moglicherweise
bei amnestischen Syndromen verschiedenster Athiologie von therapeutischem Wert
waren. Nichtzdestrotrotz bleibt festzuhalten, dafy eine NMDA-R

Untereinheitengensubstitution sich férderlich auf Lern- und Gedachtnisprozesse
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auswirkt und somit die Wichtigkeit dieses Rezeptors flr kognitive Funktionen

unterstreicht.
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6. ANHANG

Tabellen der Rohwerte zu den Experimenten I-VI.

EXPERIMENT I: ROTAROD. TABELLE 1 A-D:

Tabelle 1A) Rotarod: juvenile NR2C-2B Mause. Zeit bis zum Abgleiten von der
rotierenden Walze in Sekunden. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW =

Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Tag 1 Tag 2 Tag 3
Nr. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
1 87 159 151 62 135 179 194 233 264
2 170 188 236 106 213 216 272 282 248
3 90 192 189 164 300 285 188 271 300
4 209 204 186 194 247 253 300 131 291
S 76 72 153 130 184 186 132 67 171
6 69 106 143 164 95 239 127 190 189
7 41 127 185 100 105 157 130 172 168
8 170 212 216 300 277 300 300 300 300
9 300 278 300 244 133 300 300 300 300
10 160 156 282 300 198 202 300 300 213
MW 25,10 | 137,20 | 169,40 | 204,10 | 176,40 | 188,70 | 231,70 | 224,30 | 224,60
SF 0,43 23,82 | 17,68 | 16,28 | 24,85 | 21,46 | 15,57 | 23,30 | 24,52
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Tabelle 1B) Rotarod: juvenile Wildtypmause. Zeit bis zum Abgleiten von der
rotierenden Walze in Sekunden. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW =

Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Tag 1 Tag 2 Tag 3
Nr. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
1 45 230 | 300 | 284 | 300 | 257 | 298 | 297 | 300
2 155 | 295 | 236 | 236 | 262 | 300 | 230 | 288 | 300
3 133 176 | 290 | 212 | 263 173 164 139 | 213
4 156 124 187 | 300 173 | 237 105 | 256 | 252
5 175 166 | 237 157 | 224 182 117 188 152
6 126 | 218 | 200 99 188 154 166 79 137
7 293 | 300 | 300 63 300 | 300 185 | 300 | 300
8 127 179 | 205 148 144 | 257 59 219 | 279
9 134 158 | 300 142 | 300 | 300 | 207 | 233 | 269
10 135 178 171 67 110 | 275 160 | 210 | 300
1 152 175 36 231 103 | 263 | 236 | 275 | 300
12 70 234 | 249 133 223 236 | 214 | 209 | 229
13 77 139 138 | 229 | 282 135 | 218 | 231 300
14 104 | 231 211 71 74 138 163 115 158
15 96 280 | 300 162 117 | 231 300 | 242 | 300
MW | 2433 | 131,87 | 205,53 | 224,00 | 168,93 | 204,20 | 229,20 | 188,13 | 218,73
SF | 022 | 1428 | 13,80 | 1843 | 1920 | 19,96 | 14,63 | 16,56 | 16,43
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Tabelle 1C) Rotarod: adulte NR2C-2B Substitutionsmause. Zeit bis zum Abgleiten
von der rotierenden Walze in Sekunden. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW =

Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Tag 1 Tag 2 Tag 3
Nr. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
1 93 163 175 177 89 276 | 195 | 283 | 300
2 116 178 | 204 183 179 198 | 229 | 242 188
3 158 55 78 172 | 242 | 272 | 237 | 290 | 282
4 43 166 166 153 156 | 237 161 | 211 | 238
5 51 82 161 109 | 246 | 244 181 167 | 260
6 249 177 192 | 280 | 296 | 281 300 | 300 | 300
7 175 | 217 33 287 | 277 | 250 | 196 | 213 | 250
8 83 179 | 287 | 234 | 300 | 300 | 267 | 269 | 269
9 148 | 218 | 236 | 213 | 216 | 257 | 213 | 255 | 300
10 73 117 140 150 112 162 141 152 107
MW | 118,90 | 155,20 | 167,20 | 195,80 | 211,30 | 247,70 | 212,00 | 238,20 | 249,40
SF | 1921 | 16,24 | 21,88 | 1724 | 22,46 | 12,36 | 14,43 | 1537 | 18,28
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Tabelle 1D) Rotarod: adulte Wildtypmause. Zeit bis zum Abgleiten von der
rotierenden Walze in Sekunden. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW =

Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Tag 1 Tag 2 Tag 3

Nr. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
1 153 300 247 300 270 238 274 292 17
2 300 300 121 270 300 300 198 234 252
3 134 216 300 219 261 81 217 285 300
4 151 119 179 220 300 253 157 236 378
5 143 208 195 204 219 250 229 243 204
6 252 300 300 189 209 174 77 237 205
7 132 226 68 300 300 300 300 300 300
8 218 300 225 251 208 300 251 201 199
9 300 279 248 300 300 300 300 300 300

MW 198,11 | 249,78 | 209,22 | 250,33 | 263,00 | 244,00 | 222,56 | 258,67 | 239,44
SF 22,18 19,72 | 24,47 13,88 12,86 | 23,35 | 22,67 11,32 | 32,19
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EXPERIMENT II: ELEVATED PLUS-MAZE. TABELLE 2 A-D:

Tabelle 2A) Elevated Plus-Maze: juvenile NR2C-2B Substitutionsmause.
Verweildauer in Sekunden in den bewandeten/ offenen Armen und Anzahl der
Eintritte in die bewandeten/offenen Arme. Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel,
SF = Standardfehler.

Aufenthaltszeiten Anzahl der Eintritte
Nr. Bewandet Offen Bewandet Offen
1 296 0 5 0
2 251 5 12 1
3 290 0 12 0
4 283 1 14 1
o 275 0 5 0
6 261 5 11 1
7 284 2 10 2
8 286 0 10 0
9 286 0 7 0
10 278 1 7 1
MW 279,00 1,40 9,30 0,60
SF 4,09 0,60 0,94 0,21

188



Tabelle 2B) Elevated Plus-Maze: juvenile Wildtypmause. Verweildauer in Sekunden

in den bewandeten/ offenen Armen wund Anzahl der Eintritte

bewandeten/offenen Arme. Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel,

Standardfehler.

Aufenthaltszeiten Anzahl der Eintritte

Nr. Bewandet Offen Bewandet Offen
1 261 19 8 2
2 282 6 9 1
3 280 3 7 1
4 297 0 5 0
S 280 0 12 0
6 260 26 20 3
7 255 11 17 1
8 263 27 13 2
9 281 0 6 0
10 288 0 7 0
1 296 0 7 0
12 271 8 10 2
13 254 14 17 2
14 294 0 6 0
15 294 0 13 0
MW 277,07 7,60 10,47 0,93
SF 3,83 2,43 1,17 0,26
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Tabelle 2C) Elevated Plus-Maze: adulte NR2C-2B Substitutionsmause. Verweildauer

in Sekunden in den bewandeten/ offenen Armen und Anzahl der Eintritte in die

bewandeten/offenen Arme. Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF =
Standardfehler.
Aufenthaltszeiten Anzahl der Eintritte

Nr. Bewandet Offen Bewandet Offen
1 276 0 9 0
2 82 38 10 5
3 118 40 21 10
4 217 14 12 1
S 139 7 11 2
6 93 22 14 5
7 110 39 22 9
8 49 72 12 16
9 273 0 13 0
10 177 2 32 4
MW 153,44 23,42 15,60 5,20
SF 23,87 7,09 2,17 1,54
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Tabelle 2D) Elevated Plus-Maze: adulte Wildtypmause. Verweildauer in Sekunden in
den bewandeten/ offenen Armen und Anzahl der Eintritte in die bewandeten/offenen

Arme. Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Aufenthaltszeiten Anzahl der Eintritte
Nr. Bewandet Offen Bewandet Offen
1 100 80 18 14
2 81 69 13 9
3 209 0 22 0
4 171 5 25 1
5 220 0 21 0
6 86 157 9 9
7 152 41 21 10
8 159 21 18 2
9 167 26 16 3
MW 149,51 44,44 18,11 5,33
SF 15,92 16,03 1,54 1,63
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EXPERIMENT Ill: OFFENFELD. TABELLE 3 A-D:

Tabelle 3A) Offenfeld: juvenile NR2C-2B Substitutionsmause. Horizontale Aktivitat
bzw. Lokomotion in Zentimetern und Anzahl der Aufrichtungen (vertikale Aktivitat).

Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Horizontale Aktivitat Vertikale Aktivitat
Nr. Tag 1 Tag 2 Tag 1 Tag 2
1 883 1330 3 18
2 991 1054 8 12
3 1463 1032 17 11
4 1203 877 16 13
o 854 1025 18 20
6 1820 1134 34 21
7 1163 1232 10 14
8 920 1156 1 11
9 1519 976 30 23
10 1223 1255 10 12
MW 1203,74 1107,06 14,70 15,50
SF 94,88 41,91 3,22 1,37
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Tabelle 3B) Offenfeld: juvenile Wildtypmause. Horizontale Aktivitat bzw. Lokomotion

in Zentimetern und Anzahl der Aufrichtungen (vertikale Aktivitat). Nr. = Tiernummer,
MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Horizontale Aktivitat Vertikale Aktivitat
Nr. Tag 1 Tag 2 Tag 1 Tag 2
1 1165 1153 25 23
2 1822 1211 42 28
3 856 727 6 7
4 1790 838 18 7
5 1046 1635 15 42
6 1401 1804 18 54
7 1386 1075 25 19
8 1181 1008 21 21
9 1691 923 18 9
10 1179 1127 8 7
" 1268 1381 22 29
12 1178 1216 27 32
13 1688 1631 30 29
14 918 863 8 9
15 1443 1724 22 22
MW 1334,08 1221,00 20,33 22,53
SF 76,22 85,50 2,32 3,45
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Tabelle 3C) Offenfeld: adulte NR2C-2B Substitutionsmause. Horizontale Aktivitat
bzw. Lokomotion in Zentimetern und Anzahl der Aufrichtungen (vertikale Aktivitat).

Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Horizontale Aktivitat Vertikale Aktivitat
Nr. Tag 1 Tag 2 Tag 5 Tag 1 Tag 2 Tag 5
1 2903 2365 2767 67 80 32
2 1321 800 848 39 21 23
3 1702 1177 918 51 28 24
4 1466 765 491 39 19 7
5 1504 702 579 38 14 4
6 2270 1344 958 50 28 28
7 2339 1293 779 83 29 24
8 1602 937 649 40 22 12
9 1596 1742 1219 49 52 31
10 1983 1577 1285 91 40 45
MW 1868,64 | 127033 | 1049,29 54,70 33,30 23,00
SF 149,43 156,23 196,68 5,77 5,92 3,73
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Tabelle 3D) Offenfeld: adulte Wildtypmause. Horizontale Aktivitat bzw. Lokomotion in

Zentimetern und Anzahl der Aufrichtungen (vertikale Aktivitat). Nr. = Tiernummer,

MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Horizontale Aktivitat Vertikale Aktivitat

Nr. Tag 1 Tag 2 Tag 5 Tag 1 Tag 2 Tag 5
1 2068 1150 1739 55 26 44
2 2255 1802 1012 49 48 24
3 1561 836 809 38 16 12
4 1880 1147 1422 60 23 34
5 1442 1019 607 44 23 22
6 1572 1391 911 28 33 15
7 1980 1485 1315 58 55 33
8 1490 848 627 34 18 12
9 1577 1402 1388 44 53 40

MW 1758,43 1231,17 1092,22 45,56 32,78 26,22
SF 92,01 99,83 123,56 3,46 4,81 3,79
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EXPERIMENT IV: OBJEKTEXPLORATION. TABELLE 4 A-B:

Tabelle 4A Objektexploration: NR2C-2B Substitutionsmause. Anzahl der Kontakte
mit Objekten und Annaherungs- Ruckzugsreaktionen. Tag 1 und 2 = Gesamtzahl der
Kontakte mit zwei identischen Objekten, Neu = neues Objekt, Alt = bekanntes Objekt,
AR = Annaherungs-Rickzugsreaktionen, Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel,
SF = Standardfehler.

Anzahl der Kontake AR
Nr. Tag 1 Tag 2 Neu Alt
1 13 6 11 5 6
2 12 12 6 5 0
3 31 22 11 5 2
4 13 21 9 5 6
o 7 13 8 4 2
6 29 22 8 9 0
7 13 2 2 4 2
8 15 12 4 4 0
9 9 1 1 2 8
10 18 8 11 7 2
MW 16,00 11,90 7,10 5,00 2,80
SF 2,39 2,36 1,12 0,57 0,86
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Tabelle 4B Objektexploration : Wildtypmause. Anzahl der Kontakte mit Objekten und

Annadherungs- Ruckzugsreaktionen. Tag 1 und 2 = Gesamtzahl der Kontakte mit

zwei identischen Objekten, Neu = neues Objekt, Alt = bekanntes Objekt, AR

Annaherungs-Ruckzugsreaktionen, Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF

Standardfehler.
Anzahl der Kontake

Nr. Tag 1 Tag 2 Neu Alt AR
1 11 1 3 3 12
2 22 16 11 9 8
3 38 17 8 8 0
4 8 8 7 6 22
5 12 4 4 5 6
6 11 10 9 7 16
7 26 19 12 5 2
8 9 16 7 5 10
9 4 0 0 1 44

MW 15,67 10,11 6,78 5,44 13,33

SF 3,41 2,28 1,21 0,77 4,19
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EXPERIMENT V: MORRIS WATER-MAZE. TABELLE A-I:

Tabelle 5A) Water-Maze: NR2C-2B Substitutionsmause. Suchzeit in Sekunden bis zum Aufklettern auf die Plattform wahrend der

initialen Akquisitionsphase. Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
Nr. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 | D11 | D12 | D13 | D14 | D15 | D16
1 60 7 2 60 27 6 11 60 14 60 25 8 29 21 8 12
2 60 60 60 60 60 11 60 3 12 25 10 3 5 7 19 3
3 15 9 8 15 16 51 13 3 16 29 3 7 13 8 2 7
4 60 9 49 5 60 36 60 60 60 60 60 5 15 7 1 60
o 60 60 46 60 20 8 28 9 14 3 25 60 16 12 30 60
6 60 60 60 60 60 60 60 60 24 60 51 27 4 16 2 5
7 60 8 48 25 60 60 60 34 4 12 9 9 16 3 8 2
8 60 60 60 36 60 14 4 18 8 10 13 32 32 10 5 3
9 60 60 60 35 4 60 60 45 8 13 3 3 11 13 5 14
10 60 15 5 60 36 19 20 16 27 21 7 10 14 5 6 5
MW | 5550 | 34,80 | 39,80 | 41,60 | 40,30 | 32,50 | 37,60 | 30,80 | 18,70 | 29,30 | 20,60 | 16,40 | 15,50 | 10,20 | 8,60 | 17,10
SF 4,27 7,99 7,40 6,40 6,68 7,01 7,32 7,19 4,84 6,74 6,02 5,48 2,70 1,63 2,73 6,88
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Tabelle 5B) Water-Maze: Wildtypmause. Suchzeit in Sekunden bis zum Aufklettern auf die Plattform wahrend der initialen
Akquisitionsphase. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
Nr. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 | D11 | D12 | D13 | D14 | D15 | D16
1 60 60 22 60 16 60 60 60 16 5 5 10 8 18 5 9
2 60 60 60 11 60 60 60 60 60 60 10 60 60 36 60 60
3 60 60 60 60 20 9 5 28 16 9 12 21 5 3 17 16
4 60 60 60 60 29 43 16 39 33 4 23 6 7 11 14 22
S 9 14 60 53 14 6 8 10 7 14 11 11 6 14 5 2
6 60 7 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 3
7 60 60 60 39 60 10 60 17 12 9 11 17 2 12 11 9
8 60 60 60 60 60 60 60 60 24 5 12 31 60 39 60 14
9 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 25 60 21 37
MW 54,33 | 49,00 | 55,78 | 51,44 | 42,11 | 40,89 | 43,22 | 43,78 | 32,00 | 25,11 | 22,67 | 30,67 | 25,89 | 28,11 | 28,11 | 19,11
SF 5,34 6,38 3,98 5,25 6,79 7,87 7,96 6,52 6,99 8,28 6,81 7,27 8,29 6,76 7,69 5,87
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Tabelle 5C) Water-Maze: NR2C-2B Substitutionsmause. Suchzeit in Sekunden bis zum Aufklettern auf die Plattform wahrend der

Uberlernphase. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
Nr. | D1 D2 | D3 | D4 | D5 | D6 | D7 | D8 | D9 | D10 | D11 | D12 | D13 | D14 | D15 | D16
1 11 23 6 4 12 7 5 4 13 9 5 28 8 2 2 41
2 7 9 7 4 10 3 9 6 3 9 24 4 2 4 7 5
3 11 9 13 21 13 2 8 26 3 15 3 17 40 8 4 4
4 7 6 6 60 55 10 1 13 8 7 60 5 7 14 2 2
S 38 6 35 4 12 2 9 2 6 6 5 10 3 5 5 6
6 25 20 14 31 17 2 4 12 7 2 13 13 14 17 7 7
7 27 9 50 9 28 6 26 2 4 7 5 5 10 5 2 2
8 38 5 2 5 3 16 1 10 5 2 3 19 3 4 5 4
9 10 4 16 2 3 5 11 1 5 7 6 11 1 2 2 9
10 11 13 22 4 11 25 9 11 7 9 4 3 23 3 10 2
MW | 18,50 | 10,40 | 17,10 | 14,40 | 16,40 | 7,80 | 8,30 | 870 | 6,10 | 7,30 | 12,80 | 11,50 | 11,10 | 6,40 | 4,60 | 8,20
SF | 372 | 1,93 | 451 | 557 | 459 | 224 | 2,14 | 227 | 0,89 | 1,12 | 534 | 2,40 | 3,65 | 1,54 | 0,83 | 3,53
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Tabelle 5D) Water-Maze: Wildtypmause. Suchzeit in Sekunden bis zum Aufklettern auf die Plattform wahrend der Uberlernphase. D =

Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Nr. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 | D11 D12 | D13 | D14 | D15 | D16
1 12 7 3 4 12 27 8 2 2 14 2 5 3 1 5 3
2 37 40 60 16 4 11 37 5 10 14 7 6 17 7 2 7
3 5 5 3 16 7 4 23 8 8 4 4 4 11 3 17 3
4 29 31 3 6 42 4 16 16 9 15 4 12 15 11 17 14
S 3 2 1 3 3 4 3 8 13 7 16 6 7 7 2 5
6 23 10 13 8 19 4 16 3 12 3 41 8 13 6 7 27
7 5 7 4 3 60 4 58 6 4 25 17 6 3 1 3 1
8 15 22 8 7 2 3 21 11 2 3 16 12 13 12 60 12
9 3 12 17 13 13 5 4 31 3 13 11 3 4 6 4 20

MW 14,67 | 15,11 | 12,44 | 8,44 | 18,00 | 7,33 | 20,67 | 10,00 | 7,00 | 10,89 | 13,11 | 6,89 9,56 6,00 | 13,00 | 10,22
SF 391 4,10 5,85 1,66 6,29 2,43 5,51 2,81 1,36 2,30 3,75 1,01 1,70 1,23 5,84 2,77
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Tablelle 5SE Water-Maze: NR2C-2B Substitutions- und Wildtypmause. Verweildauer in Sekunden im ehemaligen Plattformquadranten

und den restlichen Quadranten wahrend des Spatial probe trials bzw. des Tests auf Quadrantenpraferenz nach initialer Akquisition

und Uberlernphase. Nr. = Tiernummer, Rest = restliche Quadranten, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

NR2C-2B Substitutionsmause

Wildtypmause

Nr. Plattformquadrant Rest Nr. Plattformquadrant Rest
1 32 28 1 37 23
2 47 13 2 53 7
3 44 16 3 33 27
4 30 30 4 40 20
o 60 0 S 43 17
6 50 10 6 49 11
7 51 9 7 46 14
8 34 26 8 33 27
9 50 10 9 32 28
10 37 23

MW 43,60 16,40 MW 40,78 19,27

SF 2,97 2,97 SF 2,40 2,42
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Tablelle 5F Water-Maze: NR2C-2B Substitutions- und Wildtypmause. Suchzeit in Sekunden bis zum Aufklettern auf die Plattform

wahrend des Abruftests aus dem Langzeitgedachtnis. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

NR2C-2B Substitutionsmause

Wildtypmause

Nr. D1 D2 D3 D4 Nr. D1 D2 D3 D4
1 8 7 10 8 1 6 60 34 29
2 9 8 5 11 2 34 24 38 5
3 9 11 14 18 3 1 3 11 24
4 15 3 4 3 4 10 3 15 5
S 3 29 18 16 5 3 6 5 3
6 3 21 16 4 6 19 45 8 3
7 14 7 4 6 7 2 9 3 16
8 2 8 33 2 8 3 4 16 5
9 3 4 9 6 9 13 5 11 4
10 4 5 10 3

MW 7,00 10,30 12,30 7,70 MW 10,11 17,67 15,67 10,44

SF 1,43 2,49 2,63 1,68 SF 3,38 6,64 3,87 3,14




Tabelle 5G Water-Maze: NR2C-2B Substitutionsméause. Mittlere Suchzeit in Sekunden bis zum Aufklettern auf die Plattformen 1-3

wahrend der multiplen Akquisitionsaufgabe. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Tag 1 Tag 2

Nr. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8
1 39,3 8,0 16,3 25,0 16,7 7,3 12,3 9,3
2 30,7 26,0 14,7 25,0 15,3 19,0 6,0 15,0
3 46,0 39,3 11,7 18,7 9,0 26,3 5,0 31,7
4 49,7 24,0 35,3 37,0 13,3 39,7 20,7 10,7
5 53,7 48,7 36,3 22,7 26,0 24,7 12,3 22,0
6 36,7 44,0 35,0 22,3 9,0 5,7 5,0 13,0
7 60,0 50,3 33,3 11,7 32,7 4,0 7,7 12,7
8 45,7 38,0 41,3 38,3 36,7 9,3 16,3 8,3
9 42,7 35,0 44,0 23,7 20,0 18,0 21,7 4,7
10 49,0 56,7 31,7 19,0 27,7 22,0 26,7 18,7

MW 45,34 37,00 29,97 24,33 20,63 17,60 13,37 14,60
SF 2,55 4,35 3,45 2,42 2,91 3,37 2,32 2,35
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Tabelle 5H Water-Maze: Wildtypmause. Mittlere Suchzeit in Sekunden bis zum Aufklettern auf die Plattformen 1-3 wahrend der

multiplen Akquisitionsaufgabe. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

Tag 1 Tag 2

Nr. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8
1 52,0 15,0 25,7 36,3 18,0 11,0 12,3 3,3
2 60,0 60,0 34,3 19,7 60,0 42,0 53,3 45,3
3 31,3 49,7 35,7 35,7 32,0 17,3 7,3 3,7
4 38,0 39,7 32,3 22,0 24,0 21,0 20,7 13,0
5 38,0 31,0 26,3 24,7 16,0 17,0 2,0 10,0
6 33,0 60,0 50,0 42,3 38,0 44,0 43,7 8,3
7 32,7 32,0 33,7 40,7 34,3 2,7 13,7 17,7
8 42,0 21,7 24,7 45,7 45,7 45,0 47,7 45,0
9 46,0 48,7 30,0 40,0 32,7 42,7 29,3 30,3

MW 41,44 39,74 32,52 34,11 33,41 26,96 25,56 19,63

SF 3,05 5,06 2,42 3,00 4,32 5,17 5,91 5,22
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Tabelle 51 Water-Maze: NR2C-2B Substitutions- und Wildtypmause. Mittlere Suchzeit in Sekunden bis zum Aufklettern auf die
Plattform wahrend der Testphase mit visuell angezeigter Plattformposition. D = Durchgang, Nr. = Tiernummer, MW = Gruppenmittel,
SF = Standardfehler.

NR2C-2B Substitutionsmause Wildtypmause

Nr. D1 D2 D3 D4 Nr D1 D2 D3 D4
1 6 6 2 6 1 2 2 5 2
2 6 1 5 4 2 10 4 3 4
3 25 3 4 4 3 8 2 5 2
4 3 3 2 3 4 4 3 4 2
S 29 2 1 2 o 3 2 3 2
6 3 2 3 3 6 6 5 3 4
7 5 6 4 4 7 3 2 2 2
8 2 2 2 6 8 3 14 4 6
9 7 2 4 2 9 6 6 2 4
10 25 4 3 9

MW 11,10 3,10 3,00 MW MW 5,00 4,44 3,44 3,11
SF 3,20 0,52 0,37 SF SF 0,85 1,22 0,36 0,46

206




EXPERIMENT VI: POST-MORTEM GEHIRNAZETYLCHOLIN UND CHOLINKONZENTRATIONEN. TABELLE 6 A-B:

Tabelle 6A) Post-mortem Gehirnazetylcholinkonzentrationen in pmol/mg fur NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause. Nr. =

Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

NR2C-2B Substitutionsmause Wildtypmause

Nr. Flré)élriil;r \gfrril;rtil;s Neostriatum | Amygdala | Hippokampus Nr. Flré);riifr \éfrril;rtilrf Neostriatum | Amygdala | Hippokampus
1 8,1 21,6 21,8 11,6 5.8 1 6,9 19,8 19,1 10,1 6,0
2 9,8 16,8 22,1 10,9 6,1 2 5,0 20,0 17,2 10,3 5,7
3 11,1 20,8 20,5 13,0 8,3 3 4.6 20,6 17,2 11,9 7,1
4 7,2 44,8 19,4 11,1 7,5 4 5.8 22,5 26,4 10,8 10,9
S 9,1 17,2 19,6 15,8 6,4 5 6,2 14,7 22,1 9,7 6,4
6 7,6 18,2 22,6 12,1 7.4 6 5,1 21,5 18,0 10,5 6,1
7 6,7 12,9 18,3 11,9 6,3 7 6,4 21,2 21,1 12,0 7,2
8 5,1 12,4 19,9 11,6 5.4 8 6,9 18,5 18,4 11,2 4,6
9 8,4 16,4 19,7 12,5 6,5 9 4.6 15,2 18,1 9,0 6,7
10 3,2 15,5 17,3 10,1 7,1

MW 7,63 19,67 20,12 12,05 6,67 MW 5,72 19,32 19,73 10,61 6,74
SF 0,68 2,79 0,50 0,47 0,26 SF 0,29 0,86 0,95 0,31 0,54
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Tabelle 6B) Post-mortem Gehirncholinkonzentrationen in pmol/mg fir NR2C-2B Substitutionsmause und Wildtypmause. Nr.

Tiernummer, MW = Gruppenmittel, SF = Standardfehler.

NR2C-2B Substitutionsmause Wildtypmause

Nr. Flrg;lriaelfr \éfrril;rt?llr? Neostriatum | Amygdala | Hippokampus Nr. Flréglriaelfr ng;{;ﬁs Neostriatum | Amygdala | Hippokampus
1 34,1 49,9 59,4 53,2 35,8 1 34,2 43,1 51,8 46,1 36,1
2 38,1 47,6 52,1 44,8 27,6 2 36,5 50,0 62,1 50,3 36,1
3 35,5 49,1 62,0 55,2 37,9 3 39,2 45,7 56,9 47,4 28,6
4 27,2 33,7 45,9 32,9 34,1 4 36,3 47,7 62,6 48,8 48,5
S 55,8 55,8 68,5 51,6 32,7 5 29,1 48,0 56,8 39,9 33,7
6 42,0 56,8 69,7 55,0 42,0 6 42,5 473 52,2 47,7 35,8
7 36,8 45,9 57,4 573 38,5 7 35,1 60,1 62,6 45,6 32,4
8 52,7 47,7 61,7 52,8 43,8 8 51,8 452 58,0 52,7 32,0
9 47,4 57,8 66,0 54,4 38,5 9 33,6 42,4 52,9 42,8 41,2
10 57,8 38,4 54,2 41,9 39,1
MW 1 42,74 48,27 59,68 49,90 36,99 MW 1 3757 | 47,71 57,32 46,82 36,05
SF 3,07 2,32 2,26 2,30 1,40 SF 2,04 1,64 1,38 1,20 1,84
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