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Summary

Summary

Prior studies on gerbils revealed protein synthesis dependent changes after pharmacological
activation of dopamine receptors in the auditory cortex, facilitating long term memory
formation in an auditory discrimination paradigm over several days. In the present work,
protein patterns of different fractions of the auditory cortex, the frontal cortex, hippocampus
and striatum were analyzed after local injection of different D1/D5 dopamine receptor
selective agonists into the auditory cortex of gerbils in order to identify brain structures,
proteins and signaling pathways potentially relevant for such processes. Proteomic differences
in comparison to control-treated animals were detectable in all analyzed brain regions. After
injection of the adenylate cyclase and phospholipase C stimulating agonist SKF38393 into the
auditory cortex, the most prominent proteomic changes appeared in the auditory cortex,
hippocampus, and striatum, whereas least changes were detectable in the frontal cortex. In
contrast, the selective phospholipase C stimulating agonist SKF83959 induced the strongest
changes in the frontal cortex and less changes in the hippocampus. Primarily both agonists
caused changes in cytoskeleton/ scaffolding proteins, proteins of energy metabolism, and
nucleic acid binding proteins. Quantity and direction of the proteomic changes seemed to
depend on the signaling pathway selectivities of the used agonists. Analyses of the
dopaminergic regulation of one of the candidate proteins, a-Synuclein, implied an increased
expression as well as a reduced colocalization with the presynaptic cytomatrix protein
Bassoon after SKF38393-treatment. Behavioral experiments with mutant mice pointed to the
involvement of a-Synuclein in mechanisms initiated during auditory discrimination learning
via D1/D5 dopamine receptor activation that influence the acquisition rate during the first
training days as well as the late memory performance differently via adenylate cyclase and
phospholipase C dependent signaling.

In summary, the present findings imply that dopaminergic activity in the auditory cortex
might induce a-Synuclein-modulated mechanisms of plasticity in cortical, hippocampal, and

striatal brain structures that are implicated in different aspects of memory consolidation.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Friuhere Befunde am Gerbil zeigten, dass die pharmakologische Aktivierung von
Dopaminrezeptoren im auditorischen Kortex proteinsyntheseabhdngige Veranderungen
induziert, die die Langzeitgedachtnisbildung in einem auditorischen
Diskriminierungsparadigma Uber mehrere Tage erleichtern. Zur Identifizierung von
Hirnstrukturen, Proteinen und Signalwegen, die potentiell an solchen Prozessen beteiligt sind,
wurden in der vorliegenden Arbeit am Tag nach lokaler Injektion von D1/D5-
Dopaminrezeptoragonisten unterschiedlicher Signalweg-Selektivitat in den Hoérkortex von
Gerbils Proteinmuster in verschiedenen Fraktionen des auditorischen Kortex, frontalen
Kortex, Hippokampus und Striatum analysiert. Proteomunterschiede im Vergleich zu
Kontrolltieren waren in allen untersuchten Hirnregionen nachweisbar. Nach Injektion des die
Adenylatzyklase und Phospholipase C stimulierenden Agonisten SKF38393 in den Horkortex
waren die deutlichsten Proteomverdnderungen im auditorischen Kortex, Hippokampus und
Striatum, die geringsten im frontalen Kortex nachweisbar. Dagegen induzierte der selektiv die
Phospholipase C stimulierende Agonist SKF83959 die starksten Veranderungen im frontalen
Kortex und wesentlich geringere im Hippokampus. Beide Agonisten fiihrten in erster Linie zu
Verdnderungen bei Zytoskelett-/Gerlstproteinen, Proteinen des Energiestoffwechsels und
nukleinsaurebindenden Proteinen. Quantitdt und Richtung der Proteomveranderungen in den
untersuchten Hirnregionen schienen von der Signalwegselektivitdt des verwendeten
Agonisten abzuhangen. Untersuchungen zur dopaminergen Regulation eines der
Kandidatenproteine, a-Synuclein, wiesen auf eine erhohte Expression sowie eine verminderte
Kolokalisation relativ zum présynaptischen Zytomatrixprotein Bassoon nach SKF38393-
Behandlung hin. An mutanten Méusen erhobene Verhaltensbefunde lassen vermuten, dass o-
Synuclein in Mechanismen involviert ist, die im Verlaufe auditorischen
Diskriminierungslernens durch D1/D5-Dopaminrezeptor-Aktivierung angestofRen werden und
uber Adenylatzyklase- und Phospholipase C-abhéngige Signalwege die Lernrate wéhrend der
ersten Trainingstage sowie die spatere Gedachtnisleistung unterschiedlich beeinflussen

kdnnen.

Zusammengenommen lassen die Befunde vermuten, dass dopaminerge Aktivitat im
Horkortex unter Einbeziehung von a-Synuclein zu plastischen Verénderungen in kortikalen,
hippokampalen und striatalen Hirnstrukturen fiihren kann, die mit der Modulation
unterschiedlicher Aspekte der Gedachtniskonsolidierung einhergehen.

i
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Einleitung

1. Einleitung

Das Saugerhirn verarbeitet hochdifferenziert Sinneseindriicke und ermdglicht eine Vielzahl
kognitiver, sensorischer und motorischer Leistungen. Die zelluldren Hauptbestandteile des
Gehirns stellen Neuronen und Gliazellen dar, wobei Erstere als funktionelle Grundeinheit des
Gehirns betrachtet werden und ein komplexes Kommunikationsnetzwerk bilden. Die
Kommunikation zwischen den Neuronen findet an hochspezialisierten Zell-Zell-
Kontaktstellen, den Synapsen, statt. Die Signallbertragung zwischen den Synapsen kann auf
elektrischem oder chemischem Weg erfolgen. Chemische Synapsen nehmen eine
Schlisselstellung fiir Prozesse der Informationsubertragung und -speicherung in neuronalen
Netzwerken ein (Raine, 2006).

1.1 Die Synapse

Diese im Elektronenmikroskop (EM) elektronendicht erscheinende, asymmetrisch
organisierte Struktur setzt sich aus der Présynapse eines Signal sendenden Neurons, der
prasynaptischen aktiven Zone, und der Postsynapse eines Empféngerneurons zusammen. Pra-
und Postsynapse beinhalten verschiedene multi-molekulare Proteinkomplexe. Présynaptisch
konnten drei unterschiedliche Komplexe identifiziert werden. Der erste Komplex beinhaltet
die Zytomatrix der aktiven Zone (CAZ) und enthdlt Zelladhdsionsmolekile sowie
zytoskelettale und Gerlstproteine, wie Bassoon und Piccolo/Aczonin. Der zweite
Proteinkomplex ist am synaptischen Andocken der Vesikel und der Vesikelfusion beteiligt.
Dieser Komplex enthdlt SNARE (soluble NSF attachment protein receptor)-Komplex-
Komponenten (z.B. Syntaxin, SNAP25 (synaptosomal-associated protein 25), RIM (Rab3A
interacting molecules), Muncl13 (mammalian homolog of Unc-13), Kalziumkanale). Zum
dritten Komplex z&hlen Proteine, die in Prozesse der synaptischen Vesikelexo- und
endozytose involviert sind. Zu diesem gehdren Dynamin, Clathrin und Proteine mit SH3 (Src
homology 3 domain)-Doménen (Garner, 2002; Schoch & Gundelfinger, 2006; Stidhof & Rizo,
2011; Gundelfinger & Fejtova, 2012). Die PSD (postsynaptische Dichte) enthalt essentielle
Proteinkomponenten der postsynaptischen Membran und des darunterliegenden Zytoskeletts.
Sie stellt ein dichtes Netzwerk zahlreicher Proteine dar und verknupft
Neurotransmitterrezeptoren, Zelladhasionsmolekiile und Signaltransduktionskomponenten mit
dem Zytoskelett (Ziff, 1997; Gundelfinger & tom Dieck, 2000; Boeckers, 2006; Sheng &
Hogenraad, 2007). Pra- und postsynaptische Zytomatrizes haben sehr &hnliche physiko-

chemische Eigenschaften, sodass sie oft in einer gemeinsamen Fraktion vorliegen kdnnen.
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Abbildung 1.1 gibt einen Einblick in die molekulare Struktur der PSD und der

prasynaptischen aktiven Zone.

Piccolo

-
J ~ Exozytose
Rabphilin )

Bassoon Rab3

Prisynaptische ‘
aktive Zone

@
Endozytose ./ Clathrin
Mint RIM T N T
/ g Munc13Jf ") i1 i
Vells ) GAsk J‘ \ Y, ‘\\,:,. -
’ Munc18 *{ -
' ' - J J — \ /8
Neurexin N-type Ca?* Narp EphB
NMDAR mGIUR CNR AMPAR
NcllfO]ll]ln KainatR
—JJJ J i T . 20009
SAP90/PSDY5 SAPAP Homef GRIP/ABP J Syndecan-2

PRD
ProSAP /Shank Cortactin
Postsynaptische

Aktin
Plasmamembran

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Synapse. Das Schema zeigt ionotrope (AMPAR, NMDAR, KainatR)
und metabotrope Glutamatrezeptoren (mGIuR), die in der PSD (ber Gerlstproteine wie Shank/ProSAP,
SAP90/PSD-95, SAP97 und Homer verankert und positioniert sind. Diese Proteine bilden die Basis fir
Verbindungen zum subsynaptischen Zytoskelett. Zelladhdsionsmolekile wie Neuroligin sind zur Stabilisierung
der Zell-Zell-Kontakte an SAP90/PSD-95 gebunden. Interaktionen sind als Uberlappungen dargestellt
(modifiziert nach Garner, 2002).

Die Signalibertragung kann mittels chemischer Botenstoffe erfolgen — den
Neurotransmittern. Diese konnen in der Prasynapse gebildet, dort in synaptischen Vesikeln
gespeichert und in den synaptischen Spalt ausgeschittet werden, um dann Uber spezifische
Rezeptoren an der postsynaptischen Zelle ein Signal zu Ubermitteln (Abb.1.1).
Neurotransmitter koénnen exzitatorische (erregende) oder inhibitorische (hemmende)
Wirkungen auslésen oder modulieren. Dementsprechend wird zwischen exzitatorischen und
inhibitorischen Synapsen differenziert. Inhibitorische Synapsen im zentralen Nevensystem
(ZNS) erscheinen im EM pra- und postsynaptisch gleich dick, weshalb sie auch als
symmetrisch bezeichnet werden. Sie verwenden Transmitter wie Glyzin und y-
Aminobuttersdure (GABA). Exzitatorische Synapsen nutzen (berwiegend Glutamat als
Transmitter, was zur Depolarisation der nachgeschalteten Zelle fuhren kann. Glutamaterge
Synapsen sind durch eine unterschiedlich dicke Pra- und Postsynapse im EM gekennzeichnet,

daher werden sie als asymmetrisch beschrieben. Oft umgibt die Postsynapse das
2
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prasynaptische Endknopfchen. Man spricht von einem dendritischen Dorn (Spine). Proteine
mit PDZ (PSD95/ Discs large/ Zonula occludentes-1)-Domanen bilden spezifische
dynamische Proteingerlste zur rdumlich-zeitlichen Organisation der Anordnung ionotroper
und metabotroper Glutamatrezeptoren (Garner, 2002). lonotrope Glutamatrezeptoren sind
ligandengesteuerte Kationenkanale, deren Offnung durch die Glutamatbindung an den
Rezeptor verstarkt wird. Entsprechend ihrer unterschiedlichen Affinitat fur Glutamat werden
sie in a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure-Rezeptoren (AMPARS), Kainat-
und N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDARsS) Klassifiziert (Asztély & Gustafsson, 1996;
Kim & Huganir, 1999). AMPARSs sind im ZNS weit verbreitet und vermitteln eine schnelle
synaptische, glutamaterge Transmission. Kainat-Rezeptoren sind hetero- oder homotetramere
lonenkandle. Beide Rezeptortypen desensitivieren innerhalb von Millisekunden. NMDARSs
sind ebenfalls heteromer. Die Offnung des lonenkanals setzt die gleichzeitige Bindung von
Glutamat und Glyzin oder Glyzinanaloga wie z.B. D-Serin sowie eine vorrangegangene
Depolarisation der postsynaptischen Membran voraus. Nach Aktivierung stromen Ca®*-lonen
ein und erhohen die intrazellulare Kalziumkonzentration. Die lonen induzieren zahlreiche
Signalkaskaden. Metabotrope Glutamatrezeptoren aktivieren (ber trimere G-Proteine
intrazellulare Enzyme, die verschiedene Signalwege einschalten. (Kleckner & Dingledine,
1988; Kim & Huganir, 1999; Hassel & Dingledine, 2006). Die Rezeptoren sind untereinander
und mit den Aktin-angereicherten dendritischen Spines durch Adapterproteine (MAGUKS
(membrane-associated guanylate kinase), GKAP/SAPAPs (guanylate-kinase-associated
protein/SAP-associated protein), ProSAP/Shanks (proline-rich synapse-associated protein/
Shanks) verbunden (Garner et al., 2002). Weiterhin sind Kinasen, Phosphatasen sowie andere
Proteine der Signaltransduktion in der PSD vorhanden. Sie bilden die molekulare Grundlage
fir die Regulation von Veranderungen der Synapse als Antwort auf interne oder externe

Stimuli.

Die Synapse kann durch diese Aktivierung bzw. Hemmung funktionelle und strukturelle
Veranderungen erfahren. Diese konnen durch Regulation der Genexpression auf Ebene der
Transkription, Translation und posttranslationaler Prozesse gesteuert werden. Solche
Phdnomene  synaptischer  Plastizitdt, wie  die langandauernde  Verstarkung
(Langzeitpotenzierung) bzw. Abschwéchung (Langzeitdepression) der synaptischen
Ubertragung werden als eine Grundlage fiir Lern- und Gedachtnisprozesse angesehen (Bear &
Malenka, 1994; Kim & Huganir, 1999).


http://www.springerlink.com/content/?Author=Fredrik+Aszt%c3%a9ly
http://www.springerlink.com/content/?Author=Bengt+Gustafsson
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1.2 Der Neurotransmitter Dopamin

Dopamin ist ein biogenes Amin und bildet mit Norepinephrin und Epinephrin die Gruppe der
Katecholamine. Seit der Entdeckung der physiologischen Funktionen von 3-Hydroxytyramin
(Dopamin) vor uber 50 Jahren (Carlsson et al., 1957) erweckt dieser Neurotransmitter grolRes
Interesse. Im Sdugerhirn wurden vier dopaminerge Signalwege nachgewiesen: das
nigrostriatale, mesolimbische, mesokortikale und tuberoinfundibulare System, welche von
den A9- (nigrostriatal), A10- (mesolimbisch und mesokortikal) und A8- (tuberoinfundibular)
dopaminergen Zellgruppen entspringen (Anden et al., 1964; Dahlstroem & Fuxe, 1964,
Beaulieu & Gainetdinov, 2011). Diese Neuronen sind an zahlreichen Funktionen des ZNS
beteiligt wie z.B. Steuerung von Bewegung, Schlaf, Aufmerksamkeit, Lernen und Gedéchtnis.
Dopamin spielt aulerdem eine wichtige Rolle in der Hormonregulation, Olfaktionsregulation
und retinalen Prozessen, bei kardiovaskuldren Funktionen, im Immunsystem und renalen
Funktionen (Snyder et al., 1970; Missale et al., 1998; Sibley, 1999; Carlsson, 2001; Iversen &
Iversen, 2007; Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

1.2.1 Dopaminrezeptoren

Dopamin wird exozytotisch aus der Prasynapse in den synaptischen Spalt abgegeben,
interagiert mit den Dopaminrezeptoren oder wird durch Dopamintransporter wieder in die
prasynaptische Endigung aufgenommen. Es kann jedoch auch von der Synapse weg
diffundieren und extrasynaptische Rezeptoren aktivieren. Man spricht von einer ,,volume

transmission (Smiley et al., 1994; Kuhar et al., 2006; Rice & Cragg, 2008).

Nach der Ausschiittung aus der Présynapse aktiviert Dopamin eine Familie von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, die in zwei Klassen untergliedert werden: die D1- und D2-Klasse
Rezeptoren. Zu den D1-Klasse Rezeptoren zéhlen die D1- und D5-Rezeptoren (Tiberi et al.,
1991) und zu den D2-Klasse Rezeptoren gehéren die D2-, D3- und D4-Rezeptoren (Andersen
et al., 1990; Niznik & Van Tol, 1992; Civelli et al., 1993; Vallone et al., 2000).

Die D1-Dopaminrezeptoren werden abundant in striatalen, limbischen und Kkortikalen
Regionen (z.B. im Caudate-Putamen (Striatum (ST)), Nucleus accumbens, Sustantia nigra,
Bulbus olfactorius, Amygdala sowie frontalem Kortex (FC) und im geringen Umfang auch im
Hippokampus (HC), Zerebellum, thalamischen und hypothalamischen Regionen exprimiert.
Die Expression von D5-Rezeptoren ist schwécher. Sie kommen z.B. in pyramidalen Neuronen
des préfrontalen Kortex, des Pramotorkortex, des zinguldren Kortex, des entorhinalen Kortex,

der Substantia nigra, des Hypothalamus, des HC und des Gyrus dentatus und im geringen
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Male im Nucleus caudatus und Nucleus accumbens vor (Missale et al., 1998; Sokoloff et al.,
2006; Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

D2-Dopaminrezeptoren werden u.a. zahlreich im Striatum, in der Substantia nigra,
Hypothalamus, kortikalen Regionen, im Septum, in der Amygdala und im HC (Missale et al.,
1998) gefunden. Die Expression von D3-Dopaminrezeptoren auf die limbische Region, den
olfaktorischen Tuberkel und die Calleja-Inseln begrenzt. D4-Dopaminrezeptoren werden u.a.
im FC, Amygdala, HC, Hypothalamus, Substantia nigra pars reticulata und Thalamus

exprimiert (Missale et al., 1998; Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

Dopaminrezeptoren gehdren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie besitzen
sieben Transmembrandomdnen und konnen heterotrimere G-Proteine mit dem Ziel der
Regulation intrazellulérer Signalwege aktivieren (Gingrich & Caron, 1993; Missale et al.,
1998). Zahlreiche G-Protein-Subtypen bilden die Grundlage fiir eine hohe Versatilitat der
Signaliibertragung (Pierce et al., 2002). D1-Klasse Rezeptoren kdnnen einerseits tiber Gogoit
(Sokoloff et al., 2006; Rondou et al., 2010) und Adenylatzyklase (AZ) die Bildung des
sekundaren Botenstoffs CAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) stimulieren und somit die
Proteinkinase A (PKA) aktivieren. PKA-vermittelte Proteinphosphorylierung kann zur
Aktivitatsdnderung von Substratproteinen fiihren, was im Falle von Transkriptionsfaktoren
wie CREB (cAMP response element-binding protein) Anderungen auf der Ebene der
Genexpressionsregulation nach sich ziehen kann (Kebabian & Greengard, 1971; Enjalbert &
Bockaert, 1983; Missale et al., 1998).

Eine andere Mdglichkeit der Signallbertragung durch D1-Klasse Rezeptoren geht tber den
Gog11-gekoppelten Weg, in dem die Phospholipase C (PLC) aktiviert wird. Diese hydrolysiert
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP;) zu Diazylglyzerol (DAG) und Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP3). DAG ist ein Aktivator der Proteinkinase C (PKC). IP3; kann an Rezeptoren
des glatten Endoplasmatischen Retikulum (ER) binden, was zu einem Austritt von
Kalziumionen (Ca®") aus dem ER in das Zytoplasma filhrt. Ca** agiert als sekundarer
Botenstoff und reguliert weitere intrazellulare Proteine. (Felder et al., 1989; Friedman et al.,
1997; Lee et al., 2004; Sahu et al., 2009). In Abbildung 1.2 werden beide Mdglichkeiten der

Regulation von D1- Klasse Rezeptoren schematisch dargestellt.
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Abb. 1.2: DI1-Klasse Dopaminrezeptor
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Im Gegensatz zu D1-Klasse Rezeptoren sind D2-Klasse Rezeptoren an Gaj, gekoppelt und
hemmen die Produktion von cAMP, was zu einer Abnahme der PKA-Aktivitat fuhrt
(Kebabian & Greengard, 1971; Kebabian & Calne, 1979; Enjalbert & Bockaert, 1983,
Missale et al., 1998). D2-Klasse Rezeptoren werden postsynaptisch in Dopaminzielzellen und
prasynaptisch in dopaminergen Neuronen exprimiert (Sokoloff et al., 2006; Rondou et al.,
2010). D1-Klasse Rezeptoren haben im Gegensatz zu den D2-Klasse Rezeptoren eine hohe

Affinitat fir Benzazepine, die im Folgenden vorgestellt werden.
1.2.2 D1/D5-Dopaminrezeptor-selektive Agonisten und Antagonisten

Die gezielte Untersuchung der Dopaminrezeptoren mit selektiven Agonisten und
Antagonisten eroffnete die Mdoglichkeit, dopaminerge Transmission und dopaminabhéngige
Funktionen durch Verstarken oder Inhibieren des Dopamineffektes zu beeinflussen. Es
wurden zahlreiche pharmakologisch aktive Substanzen entwickelt, die Dopaminrezeptoren

auf der Ebene der Ligandenbindung beeinflussen kénnen (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Agonisten sind synthetisch hergestellte
Benzazepine. SKF38393 ((£)-1-Phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-(1H)-3-benzazepin-7,8-diol
Hydrochlorid), SKF83959 (6-Chloro-7,8-dihydroxy-3-methyl-1-(3-methylphenyl)-2,3,4,5-
tetrahydro-1H-3-benzazepin Hydrobromid) und SKF83822 (6-Chloro-2,3,4,5-tetrahydro-1-(3-
methylphenyl)-3-(2-propenyl)-1H-3-benzazepin-7,8-diol Hydrobromid) stellen Agonisten mit
hoher Selektivitat fur D1-Klasse Rezeptoren (also D1- und D5-Rezeptoren) dar (Zhang et al.,
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2009). SKF38393 stimuliert sowohl AZ- als auch PLC-gekoppelte Rezeptoren (Undie et al.,
1994). SKF83959 aktiviert Rezeptoren, die Uber das Gogni-Protein selektiv die PLC
stimulieren, wahrend es die dopaminvermittelte Aktivierung der AZ vermindern kann
(Panchalingam & Undie, 2001; Jin et al., 2003). SKF83822 stimuliert selektiv AZ-
gekoppelte, nicht aber PIP,-Hydrolyse-gekoppelte Rezeptoren (Undie et al., 1994; O"Sullivan
et al., 2004). SCH23390 (R(+)-7-Chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-
1H-3-benzazepin Hydrochlorid) ist ein starker und selektiver D1-Klasse Rezeptorantagonist
(Briggs et al., 1991; Millan et al., 2001; Bourne, 2001). Die in dieser Arbeit verwendeten
D1/D5-Dopaminrezeptoragonisten und —antagonisten sind in Abbildung 1.2 entsprechend
ihrer stimulierenden bzw. inhibierenden Wirkung auf AZ- und PLC-gekoppelte Rezeptoren
dargestellt. Abbildung 1.3 zeigt die Strukturformeln dieser D1/D5-Dopaminrezeptoragonisten

und -antagonisten.
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Abb. 1.3: Strukturformeln ausgewahlter D1/D5-Dopaminrezeptoragonisten und —antagonisten.
(A) SKF38393 (Agonist) (B) SKF83959 (Agonist) (C) SKF83822 (Agonist) (D) SCH23390 (Antagonist).

1.3 Gedachtnisbildung und synaptische Plastizitat

Um sich auf dauernd wechselnde Umweltbedingungen neu einstellen zu kénnen, muss neues
Wissen erworben werden (Lernen) und dieses Wissen muss wiederabrufbar gespeichert
werden (Gedachtnisbildung). Der Prozess der Gedachtnisbildung beinhaltet verschiedene,
zeitlich getrennte Phasen (Abel & Lattal, 2001). Zundchst werden Informationen aus der
Umwelt tber die Sinnesorgane aufgenommen. Es erfolgt eine Auswahl der zu speicherenden
Informationen und eine Verschlisselung in abrufbare Informationen wéhrend des Lernens
(Akquisition) einer Aufgabe. Es schlieft sich die Speicherung und Festigung der
Informationen (Konsolidierung) an. Die Gedéachtnisleistung definiert sich als Behalten
(Retention) und Wiederabrufbarkeit der gespeicherten Informationen. Bei der

Wiederanwendung gespeicherter Informationen spricht man von Abrufung (Dudai, 2004). Um
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adaptive Verdnderungen des Gedachtnisinhaltes zu ermdglichen, kann bereits gefestigtes
Gedachtnis durch Abrufung wieder in eine labile Phase treten und muss dann nochmals

gefestigt werden (Rekonsolidierung).

Im Wesentlichen werden zwei Gedé&chtnisformen unterschieden: das explizite (deklarative)
und das implizite (nicht-deklarative) Gedachtnis (Thompson & Kim, 1996; Sutherland et al.,
2010). Das bewusste Abrufen von Fakten (semantisches Gedéchtnis) und Ereignissen
(episodisches Gedachtnis) kennzeichnet das explizite Gedachtnis (Squire & Knowlton, 1999;
Thompson & Kim, 1996), wahrend das Abrufen von motorischen, sensorischen oder anderen
Fahigkeiten als implizites Gedachtnis bezeichnet wird (Squire & Knowlton, 1999). Fur
Vertebraten konnte gezeigt werden, dass explizites und implizites Lernen verschiedene
neuronale Verschaltungen und Teile des Gehirns beteiligen. HC, Kortex und Regionen des
Dienzephalons sind flr die Verarbeitung und Abspeicherung des expliziten Gedéchtnisses
verantwortlich, wahrend das implizite Gedachtnis den Temporallappen fir die
Konsolidierung, Abrufung und Stabilisierung des Gelernten nicht benétigt (Thompson &
Kim, 1996; Squire & Knowlton, 1999).

Explizite und implizite Ged&chtnisformen lassen sich in zwei zeitliche Abschnitte teilen: das
Kurzzeitgedachtnis, welches zwischen wenigen Minuten bis zu einigen Stunden andauern
kann, und das Langzeitgedédchtnis, das dauerhaft fir einige Tage, Monate, Jahre oder ein
ganzes Leben besteht (Barondes & Cohen, 1968; Goelet et al., 1986; McGaugh, 2000). Fur
die Bildung eines Kurzzeitgedéchtnisses ist keine de novo Proteinsynthese nétig; lediglich
posttranslationale  Modifikationen von bereits vorhandenen Proteinen wie z.B.
Phoshphorylierung und Dephosphorylierung von Enzymen, Rezeptoren und lonenkanélen.
Diese Modifikationen fiihren zu einer schnellen und kurzzeitigen Anderung der synaptischen
Transmission (Matthies, 1989a; Matthies 1989b; Izquierdo et al., 1999; Rose, 2000; Dineley
etal., 2001).

Die Umwandlung des Kurzzeit- in das Langzeitgedachtnis bedarf Verdnderungen auf
zellularer und synaptischer Ebene (Hebb et al., 1949; McCough, 2000; Yuste & Bonhoeffer,
2001), die durch verschiedene Eingriffe wie z.B. Hypoxie, Hypothermie, Elektroschocks
sowie durch Inhibitoren der Transkription oder Translation betréchtlich beeinflusst werden
konnen (Davis & Squire, 1984; Storck & Welzl, 1999; Sutherland et al., 2010). Studien in
Invertebraten (z.B. Stollhoff et al., 2008), V6geln (z.B. Rose, 2000) und Nagetieren (z.B.

Flood et al., 1986) zeigten, dass diese Inhibitoren die Langzeitgedachtnisbildung, nicht aber
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die Akquisition und die Kurzzeitgedédchtnisbildung beeinflussen. Fir zellulare Mechanismen
der Gedéchtniskonsolidierung werden also Genexpressionsdnderungen und de novo
Proteinsynthese bendtigt. Es ist zu vermuten, dass neu gebildete Proteine zur Reorganisation
bereits vorhandener Synapsen verwendet werden, um deren Effizienz zu verandern.
Andererseits kénnten diese Proteine aber auch zur Bildung neuer synaptischer Verbindungen
dienen (Moser, 1999).

Die Neurotransmissionssysteme und intrazellularen Signalwege, die in die Gedachtnisbildung
involviert sind, sind bisher teilweise untersucht: die glutamaterge exzitatorische
Neurotransmission, der Anstieg der Ca®*-Konzentration in der Postsynapse und die
Aktivierung nachgeschalteter Proteinkinasekaskaden mit PKC, PKA und Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) (Rosenblum et al., 2000). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Bildung eines Kurzzeitgedéachtnisses als auch des Langzeitgedéchtnisses durch
modulatorisch wirkende Neurotransmitter wie Dopamin, Noradrenalin, Acetylcholin und
Serotonin beeinflusst werden kann (Greengard, 2001; Lee et al., 2002). Uber die Aktivierung
G-Protein-gekoppelter Rezeptoren konnen diese Neurotransmitter zum einen in der
Présynapse u.a. die Regulation der Transmitterfreisetzung regulieren. Zum anderen steuern sie
in der Postsynapse z.B. die Regulation der Glutamatrezeptoren und damit die exzitatorische
Signalibertragung. Damit sind sie in synaptische Plastizitdtsmechanismen involviert
(Greengard, 2001; Lee et al., 2002; Perroy et al., 2002), die als eine Grundlage fir die

Speicherung spezifischer Gedachtnisinhalte angesehen werden kdnnen.

Dariiber hinaus gehen heutige Sichtweisen neuraler Plastizitatsph&nomene im Rahmen der
Gedachtnisbildung vom kombinierten Wirken verschiedener lerninduzierter Prozesse aus
(Redondo & Morris, 2011), die neben gedachtnisstabilisierenden Mechanismen auch
permissive Mechanismen einschlieBen, also Mechanismen, die die Fahigkeit zu lang
anhaltenden plastischen Veranderungen erhthen. Sowohl permissive als auch stabilisierende
Mechanismen kdnnen Prozesse erfordern, die durch Neuromodulatoren (z.B. Dopamin) und
Proteinkinasen (z.B. mTOR, mammalian target of rapamycin) kontrolliert werden, wie
Translation, Transkription, Proteolyse und Dynamik zytoskeletaler Komponenten (Jaworski
& Sheng, 2006; Redondo & Morris, 2011).

Auf systemischer Ebene scheinen (ber einen ldngeren Zeitraum hinweg mehrere
Hirnregionen an der Konsolidierung expliziten Gedachtnisses beteiligt zu sein (Wiltgen et al.,

2004; Lesburgueres et al., 2011). Heutigen Hypothesen zufolge werden Informationen im
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Kortex prozessiert und enkodiert und an den HC weitergeleitet. In Ruhephasen und wéhrend
des Schlafes aktiviert der HC Areale des Neokortex, die in die anfangliche Gedachtnisbildung
involviert sind. Eine simultane Aktivierung dieser neokortikalen Areale ermdglicht eine
graduelle Verschaltung zwischen diesen. Wenn diese neokortikalen Verschaltungen
ausreichend stark sind, ist das Gedé&chtnis konsolidiert und vom HC unabhangig, wahrend die
Rolle verschiedener Regionen des Kortex, insbesondere frontaler Bereiche, fir Organisation

und Abrufung des Gedéchtnisses immer mehr zunimmt (Wiltgen et al., 2004).
1.4 Der auditorische Kortex der Mongolischen Wistenrennmaus

Die Mongolische Wustenrennmaus (Meriones unguiculatus, Mongolischer Gerbil) stellt ein
wichtiges Tiermodell fur die Erforschung des auditorischen Systems, seiner Physiologie und
plastischen Veranderungen dar. Einer der Griinde dafir ist die Ahnlichkeit der
Horschwellenkurve des Gerbils mit der des Menschen im niederfrequenten Bereich (Ryan,
1976). Fur die Untersuchung des funktionellen Aufbaus des auditorischen Kortex (AC)
wurden sowohl Téne mit einer Frequenzkomponente (Hess & Scheich, 1996; Sugimoto et al,
1997) als auch frequenzmodulierte Tone (Zuschratter et al., 1995; Schulze et al., 1997)
verwendet. Es konnten acht auditorische Felder identifiziert werden (Scheich et al., 1993;
Thomas et al., 1993; Budinger et al., 2000a; Budinger et al., 2008). Vier dieser Felder sind
durch eine tonotope Organisation charakterisiert, d.h. die Tone mit einer
Frequenzkomponente werden in einer raumlichen Ordnung dargestellt. Diese Felder sind der
primére auditorische Kortex (Al), das rostral gelegene anteriore auditorische Feld (AAF) und
zwei kaudale Felder, das dorsoposteriore (DP) und ventroposteriore (VP) Feld (Budinger et
al., 2000a; Budinger et al., 2000b). Fir den Al sind vielfaltige Verbindungen mit kortikalen
und subkortikalen Strukturen nachgewiesen worden (Scheich et al., 2007; Budinger et al.,
2006; Budinger et al., 2008), u.a. auch mit solchen, die in Prozesse des Lernens und der
Gedachtnisbildung involviert sind, wie z.B. parahippokampale, prafrontale und striatale
Regionen und Areale des dopaminergen Mittelhirns (VTA).

Léasionsstudien an Gerbils wiesen darauf hin, dass die tonotopen Felder Al, AAF und DP/VVP
malgebend fir die Unterscheidung der Modulationsrichtung von symmetrisch gepaarten,
linear-frequenzmodulierten Ténen (FM) sind (Ohl et al., 1999). Hierbei werden die Gerbils in
einer zweigeteilten Kammer, der Shuttle-Box, daraufhin trainiert, zur Vermeidung eines
milden elektrischen FulRreizes auf aufwarts und abwérts modulierte Tone mit dem Verzicht
bzw. der Ausfihrung eines Kompartimentwechsels zu reagieren. Mittels lokaler

pharmakologischer Intervention in Al, AAF und DP/VP konnte gezeigt werden, dass die
10



Einleitung

Retention des Gelernten bis zur Trainingssitzung am néchsten Tag sowohl der NMDA-
Rezeptoraktivitat als auch der de novo Proteinsynthese im AC wahrend der
Postakquisitionsphase bedarf (Kraus et al., 2002; Schicknick & Tischmeyer, 2006). Der
Horkortex des Gerbils ist also offenbar nicht nur fur rein sensorische Mechanismen der FM-
Prozessierung, sondern auch fiir Aspekte des Lernens und der Langzeitgedachnisbildung in
diesem Paradigma von Kritischer Bedeutung. Ferner zeigte sich, dass durch die lokale
Hemmung der Proteinsynthese im Horkortex kurz nach der ersten Trainingssitzung die
Langzeitgedachtnisbildung (nicht aber Akquisition und Kurzzeitgedachtnisbildung) auch an
nachfolgenden Trainingstagen gestort ist. Durch das initiale Lernereignis induzierte
Proteinsynthese-abhéangige Prozesse im Horkortex scheinen also nicht nur fiir die Festigung
der frisch erworbenen Gedachtnisspur von Bedeutung zu sein, sondern — offenbar unter
Einbeziehung mTOR-vermittelter Signalwege (Tischmeyer et al., 2003) — auch fir
Verénderungen in gedachtnisrelevanten Netzwerken, die Uber mehrere Tage hinweg die
Gedé&chtnisbildung im gewahlten Paradigma erleichtern. So konnten kirzlich im Horkortex,
Frontalkortex, Hippokampus und Striatum von Méausen Verdnderungen des synaptischen
Proteoms nach FM-Diskriminierungstraining gezeigt werden, die lerninduzierte
Reorganisationsprozesse erleichtern konnten (Kéhne et al., 2012).
Mikrodialyseuntersuchungen zeigten ferner, dass Dopamin wéhrend und kurz nach dem
Lernexperiment insbesondere bei solchen Gerbils kortikal erhéht freigesetzt wird, die danach
eine hohe Diskriminierungsleistung aufweisen (Stark et al., 1997; Stark et al., 2004).
Dopamin konnte also u.a. an der Regulation von Proteomanderungen beteiligt sein, welche
die Langzeitgedachtnisbildung unterstutzen. Tatsdchlich wirkt sich die pharmakologische
Aktivierung von D1/D5-Dopaminrezeptoren im Horkortex mittels lokaler Injektion von
SKF38393 nach FM-Diskriminierungstraining positiv auf die Langzeitgedachtnisbildung aus
(Schicknick et al., 2008). Interessanterweise ist dieser Effekt auch dann nachweisbar, wenn
der Agonist bereits einen Tag vor dem ersten Lernexperiment verabreicht wird (Abb. 1.4 A).
Die gleichzeitige Applikation von Proteinsyntheseinhibitoren unterdriickt diese Wirkung.
Offensichtlich werden also Uber die SKF38393-vermittelte Aktivierung von D1/D5-
Rezeptoren im AC proteinsyntheseabhéngige Veranderungen induziert, die tber ein bis zwei
Tage andauern und in diesem Zeitraum Mechanismen der Gedé&chtnisbildung im gewéhlten
Paradigma unterstiitzen. In einer Pilotstudie zur Wirkung eines weiteren D1/D5-Agonisten,
SKF83959, zeigte sich dagegen ein ganzlich anderer zeitlicher Verlauf (Abb.1.4 B).

11



Einleitung
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Abb. 1.4: Lernkinetik der Unterscheidung der Richtung linear-frequenzmodulierter Toéne in einer
Shuttle-Box unter Einfluss der Dopaminagonisten SKF38393 (A) bzw. SKF8395 (B) nach Injektion in den
Horkortex von Gerbils im Vergleich zu Vehikel-behandelten Kontrollen.

Nach Injektion dieses selektiv die PLC-vermittelte Phosphoinositid-Hydrolyse stimulierenden
Agonisten in den Horkortex am Tag vor dem ersten FM-Diskriminierungstraining war die
Wirkung auf das FM-Diskriminierungsverhalten im Vergleich zu Kontroll-Gerbils erst um

mehrere Tage verzogert nachweisbar.
1.5 Zielsetzung der Arbeit

Frihere Studien am Gerbil zeigten, dass lokale Aktivierung von D1/D5-Dopaminrezeptoren
mittels SKF38393 im Horkortex proteinsyntheseabhéngige Verdnderungen induziert, die ber
ein bis zwei Tage anhalten und die Ged&chtnisbildung im FM-Diskriminierungsparadigma

erleichtern.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war das Auffinden von Kandidatenproteinen in
verschiedenen Hirnstrukturen, die potentiell an dopaminerg im Horkortex induzierten
gedachtnisunterstiitzenden Prozessen beteiligt sind. Dazu wurden einen Tag nach lokaler
Injektion von SKF38393 in den auditorischen Kortex (AC) des Gerbils
Proteomveranderungen in verschiedenen Proteinfraktionen des AC, Frontalkortex (FC),
Hippokampus (HC) und Striatum (ST) mit Hilfe von zweidimensionaler Gelelektrophorese
und Massenspektrometrie im Vergleich zu einer Kontrollgruppe analysiert. Analoge
Experimente unter Einsatz des D1/D5-Agonisten SKF83959 sollten eine Abschatzung der
Beteiligung PLC-vermittelter dopaminerger Signalwege im AC fur die Modulation solcher

Prozesse erlauben.
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Ein weiteres Ziel war die genauere Charakterisierung eines der mittels Proteomanalyse im
Horkortex identifizierten Kandidatenproteine. Im zweiten Teil der Arbeit werden daher
Befunde zur dopaminergen Regulation der Expression und Lokalisation von a-Synuclein,
einem in Neuronen vorwiegend prasynaptisch lokalisierten Protein, vorgestellt. Unter Einsatz
eines o-Synuclein-defizienten Mausstammes im Vergleich zu Wildtyp-Stdmmen wurde ferner
gepriift, ob a-Synuclein im FM-Diskriminierungsparadigma fur den Lernprozess selbst bzw.

fiir dessen dopaminerge Modulation von Bedeutung ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Samtliche Chemikalien wurden von den Firmen Biorad, Calbiochem, GE Healthcare Life
Sciences, Invitrogen, Merck, Pierce, Roche, Roth, Serva, Sigma-Aldrich oder Thermo Fisher
Scientific bezogen und in der Qualitdt pro analysi eingesetzt. Spezielle Chemikalien und
benutzte Ldsungen werden im zugehorigen Methodenabschnitt beschrieben.  Fir
proteinbiochemische Arbeiten wurde bidestilliertes Wasser (Milli-Q® System, Millipore) und

fiir zellbiologische Arbeiten Reinstwasser (Roth) verwendet.
2.1.2 Antikorper

In der folgenden Ubersicht (Tabelle 2.1) sind die priméren und sekundaren Antikorper, die fir

Immunblot- (IB) und Immunfluoreszenz-Analysen (IF) verwendet wurden, tabellarisch

dargestellt.

Tab. 2.1: Verwendete Antikdrper

Primare Antikérper Spezies Verdiinnung Hersteller/Firma
anti-p-Aktin Maus, monoklonal IB: 1:4000 Sigma

anti-Bassoon (SAP7f) Kaninchen, polyklonal IF: 1:1500 Dr. Wilko Altrock/ LIN
anti-Bassoon (SAP7f407) Maus IF: 1:400 Stressgen

anti- D1D-Rezeptor Kaninchen, polyklonal IF: 1:200 Santa Cruz

anti-GAPDH Kaninchen, polyklonal IB: 1:2000 Abcam

anti-hnRNP K Kaninchen, polyklonal IB: 1:500 Abcam

anti-hnRNP L Maus, monoklonal IB: 1:2000 Abcam

anti-map2 Maus, monoklonal IF: 1:1000 Sigma Aldrich

anti-NEFL Kaninchen, monoklonal IB: 1:50000 Novus Biologicals
anti-a-Synuclein Meerschwein, polyklonal IF: 1:1500 Abcam

anti-a-Synuclein Maus, monoklonal IB 1:1000 BD Biosciences

Sekundéare Antikdrper Spezies Verdinnung Hersteller/Firma

anti-Maus 19G, HRP- | Ziege, polyklonal IB: 1:4000 Dako

gekoppelt

anti-Kaninchen 1gG, HRP- | Maus, monoklonal IB: 1:8000 Sigma Aldrich

gekoppelt

anti-Maus 1gG, Cy5- | Ziege, polyklonal IF: 1:1000 Jackson Immuno Research,
gekoppelt Dianova

anti-Kaninchen 19G, Cy5- | Ziege, polyklonal IF: 1:1000 Jackson Immuno Research,
gekoppelt Dianova

anti-Maus  1gG,  Alexa | Ziege, polyklonal IF: 1:1000 Molecular Probes

Fluor™ 488-gekoppelt Invitrogen

anti-Kaninchen 1gG, Alexa | Ziege, polyklonal IF: 1:1000 Molecular Probes

Fluor™ 488-gekoppelt Invitrogen
anti-Meerschweinchen 1gG, | Ziege, polyklonal IF: 1:1000 Jackson Immuno Research,
Cy3-gekoppelt Dianova

Abkiirzungen: IF = Immunfluoreszenz; 1B = Immunblot
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2.1.3 Versuchstiere

Fir proteinbiochemische Untersuchungen wurden ménnliche, drei Monate alte mongolische
Waustenrennmduse (Meriones unguiculatus, Gerbil) verwendet. Sie stammten aus der
Eigenzucht des Leibniz-Institutes fir Neurobiologie. Die Gerbils wurden in Gruppen mit
jeweils funf Tieren in einer Plastikschale (58 cm x 36 cm x20cm) gehalten. Die
Lufttemperatur variierte zwischen 21 °C und 24 °C, die relative Luftfeuchte zwischen 40%
und 50%. Es herrschte ein Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 h Phasenlénge (Licht an: 7:00 Uhr).

Verhaltensbiologische Untersuchungen wurden mit maénnlichen, drei Monate alten a-
Synuclein-defizienten Mausen (Mus musculus) (C57BL/6JOlaHsd) und Wildtypmdausen (C57
BL/6JRccHsd) durchgefiihrt, welche iber Harlan Laboratories bezogen wurden. Méuse eines
weiteren Wildtyp-Substammes (C57BL/6JCrl) stammten aus der Eigenzucht des Leibniz-
Institutes fir Neurobiologie.

Fir die Préparation hippokampaler Primérkulturen wurden Ratten (Rattus norvegicus) des
Stammes Wistar aus der Eigenzucht des Leibniz-Institutes fiir Neurobiologie in Magdeburg

verwendet.
2.2 Methoden
2.2.1 Operative Eingriffe, intrakortikale Injektionen und Dissektion des Gerbilhirns

In zwei unabhangigen Versuchsserien wurde den Gerbils (n=6 je Gruppe) SKF38393 bzw.
SKF83959 bilateral in den Horkortex verabreicht Gerbils der Kontrollgruppen wurde
intrakortikal 0,9%ige Natriumchloridldsung (Vehikel) injiziert. Am folgenden Tag wurden die

Versuchstiere getotet und die Hirnregionen AC, FC, HC und ST entnommen.

Einen Tag vor der intrakortikalen Injektion erfolgte eine Operation, um den Zugang zum AC
zu ermoglichen. Dazu wurden die Tiere durch intraperitoneale Injektion von 0,5 mi/100 g
Kdrpermasse einer Mischung aus 2% Rompun (Bayer) und 25 mg/ml Ketanest (Parke-Davis)
im Verhaltnis 0,5:4 anésthesiert. Danach wurde die Kopfhaut rasiert, desinfiziert und
zwischen Auge und Ohr eingeschnitten. Der dort befindliche Temporalmuskel wurde entfernt
und der Knochen gesdubert. Pro Hemisphdre wurden drei Bohrungen mit ca. 1 mm
Durchmesser oberhalb des priméren auditorischen Feldes (Al), des anterioren auditorischen
Feldes (AAF) und des dorsoposterioren auditorischen Feldes/ventroposterioren auditorischen
Feldes (DP/VP) gesetzt (Richter et al., 1999; Budinger et al., 2000a). Dabei diente das
sichtbare, kortikale Gefaimuster des Schéadelknochens als Orientierungshilfe (Hess &
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Scheich, 1996; Sugimoto et al., 1997). Die Wundrénder wurden schlieRlich mit Volon A
Salbe (Sqibb) behandelt. Abbildung 2.1 zeigt u.a. eine Ubersicht tiber die Positionierung der
Injektionen in die auditorischen Felder Al, des AAF und des DP/VP des Gerbils.

-~ Hippokampus“

"7 Auditorischer Kortex*

AL....._primary auditory field (A1)
AAF.._anterior auditory field
AV.....anteroventral auditory field
DAF....dorsal auditory field
DP.......dorsoposterior auditory field
VAF.._ventral auditory field
VM......ventromedial auditory field
VP.......ventroposterior auditory field

Frontaler Kortex® - . ___ ST

OC.LO, VLO...otbital ctx. (lateral, ventrolateral)
DPCIL........... dorsal peduncular/imfralimbic “etx. (mPFC)

- : or corj "~ Stristum*
Acb(C.S).......nucl. accumbens (core, shell) P
....caudate-putamen

- ~ :-\‘cb.(C:S)....nud. accumbens (core, shell)
ceneeee Vel pallidum

CPu......... .caudate-putamen

Abb. 2.1: Dissektion des Gerbilhirns flir Proteom-analytische Untersuchungen in ,,auditorischer Kortex“
(AC), ,frontaler Kortex“ (FC), ,,Hippokampus*“ (HC) und ,,Striatum* (ST). Rote Kreise: Positionierung der
lokalen Injektionen in die Felder Al, AAF und DP/VP des AC. Blaue Schrift: Regionen des FC und ST mit
nachgewiesenen Projektionen von Al (modifiziert nach Budinger et al., 2006; Budinger et al., 2008).

Die intrakortikalen Injektionen erfolgten am Tag nach der Operation unter leichter Halothan-
Narkose (1,5-2% Halothan in der Atemluft; Eurim-Pharma). Die Injektionen wurden mittels
eines Nanoliter-Injektionssystems (WPI) und einer dort befestigten Glaspipette durchgefuhrt,
die zuvor mit einem Micropipette Puller auf einer Seite kunstlich verengt worden war
(Durchmesser an der Spitze: 20 um). Die genaue Positionierung der Injektionen erfolgte
anhand stereotaktischer Koordinaten aus friheren Arbeiten (Kraus et al., 2002; Tischmeyer et
al., 2003). Die Mikropipette wurde 1 mm tief in dorsoventraler Richtung und tangential zur
Kortexoberflache eingestochen. Es wurde jeweils 1 pl des D1/D5-Dopaminrezeptoragonisten
SKF38393 (0,2 mM = 0,06 pg/ul in Vehikellosung; Sigma) bzw. SKF83959 (1,25 mM =
0,5 ug/ul in Vehikellosung; Sigma) pro Bohrung mit einer Geschwindigkeit von 23 nl pro 5 s
injiziert. Die unterschiedlich hohen Dosen der beiden Dopaminrezeptoragonisten wurden
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gewihlt, weil SKF38393 Gaq wesentlich effizienter stimuliert als SKF83959 (Panchalingam
& Undie, 2001). Um den Einfluss der operativen Eingriffe und der intrakortikalen
Injektionsprozedur konstant zu halten, wurde den Gerbils der Kontrollgruppen die als Vehikel
verwendete 0,9%ige Natriumchloridlosung (B. Braun, Melsungen) in gleicher Weise
verabreicht. Die Injektionen wurden nach 2 h wiederholt. 24 h nach der ersten Injektion
wurden die Tiere durch Uberstrecken der Halswirbelsaule getotet. AnschlieBend wurden die
Tiere dekapitiert und der Schéadel gedffnet, das Gehirn entnommen und AC, FC, HC und ST
entsprechend Abbildung 2.1 auf einer eisgekiihlten Petrischale prépariert. Das Hirngewebe
wurde sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80 °C
gelagert. Operative Eingriffe, Injektionen und Dekapitation der Tiere wurden von Dr. Horst
Schicknick durchgefiihrt.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Praparation subzellularer Proteinfraktionen

Homogenisierungspuffer: 5 mM TRIS/HCI (Roth) (pH 8,1)
0,5% (v/v)Triton X 100(Roth)
1 Tablette Complete mini P1/10 ml mit EDTA (Roche)
Halt Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific)
1 mM Natriummolybdat (Roth)
2 mM Imidazol (Sigma)
4 mM Natriumtartratdihydrat (Roth)
10 uM Cantharidin (Roth)
ddH,0
Waschlésungen: Aceton (Merck)
80% (v/v) Ethanol (Roth)
Aqua B. Braun Ecotainer® (B. Braun Melsungen AG)
4xSDS-Probenpuffer: 250 mM TRIS/HCI (Roth) (pH 6,8)
1% (w/v) SDS (Roth)
40% (v/v) Glycerol (Roth)
20% (v/v) p-Mercaptoethanol (Merck)
0,004% (w/v) Bromphenolblau (Serva)
ddH,0
Rehydratisierungspuffer: 9 M hochreines Urea plus one (GE Healthcare)
4% (w/v) CHAPS plus one (GE Healthcare)
20 mM TRIS plus one (GE Healthcare)
64 mM Dithiothreitol (DTT) plus one (GE Healthcare)
0,5% (v/v) IPG-Puffer 3-11 NL (Amersham)
ca. 0,002% (w/v) Bromphenolblau (Serva)
ddH,0

Die Préparation einer mit synaptischen Proteinen angereicherten (SP) und einer
tritonléslichen Proteinfraktion (TP) wurde nach Smalla et al. (2000) durchgefiihrt. Dazu
wurden die einzelnen Hirngewebeproben (vgl. 2.2.1) unter Zugabe von 300 pl

Homogenisierungspuffer mit Hilfe eines Handhomogenisators EWL K9 mit 12 Doppelhiiben
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bei 1000 rpm homogenisiert. AnschlieBend wurden die Proben 1 h bei 4 °C inkubiert und
danach 1 h mit 100.000 x g bei 4 °C in der Ultrazentrifuge Optima Max (Rotor TLA 100.2;
Beckmann) zentrifugiert. Der die tritonloslichen Bestandteile enthaltende Uberstand wurde
abgenommen und aufbewahrt. Die tritonunloslichen Bestandteile sedimentierten als Pellet,
welches in 300 pl Homogenisierungspuffer resuspendiert und erneut zentrifugiert wurde (1 h,
100.000 x g, 4 °C). Die Uberstande beider Zentrifugationen wurden vereint und stellten die
TP-Fraktion (tritonlésliche Proteine) dar. Nach der zweiten Zentrifugation wurde das Pellet,
die SP-Fraktion (tritonunldsliche Proteine), mit 200 pl Homogenisierungspuffer
resuspendiert. Proben fir die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) zur Trennung in der ersten Dimension (vgl. 2.2.2.3.1) wurden anschlieBend mit
4xSDS-Probenpuffer solubilisiert, entsalzt (vgl. 2.2.2.3.1.1) und dialysiert (vgl. 2.2.2.3.1.2).
Darauffolgend wurde die Proteinkonzentration nach Popov bestimmt (vgl. 2.2.2.2.1). Die
resuspendierten SP-Proben sowie die TP-Proben fir die isoelektrische Fokussierung (IEF)
(vgl. 2.2.2.3.2.1) wurden mit jeweils 10 ml -20 °C kalten Acetons Gber Nacht bei -20 °C zur
Féallung der Proteine inkubiert. Um fir die elektrophoretischen Trennungen stérende
Komponenten wie z.B. Lipide und lonen zu entfernen, wurden die TP-Proben dreimal mit
Aceton sowie dreimal mit 80%igen (v/v) Ethanol und die SP-Proben dreimal mit Aceton
sowie dreimal mit ddH,O gewaschen. Zwischen den Waschschritten erfolgte eine
zehnminutige Zentrifugation der Proben bei 4 °C und 15.200 x g (Sorvall RC6; Rotor SLA
1500). Das finale Pellet wurde im Lyophilisator (Freezone; Labconco) getrocknet.
AnschlieRend wurden die Proben in Rehydratisierungspuffer fur die IEF (vgl. 2.2.2.3.2.1)

aufgenommen und die Proteinkonzentration nach Bradford (vgl. 2.2.2.2.2) bestimmt.
2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

2.2.2.2.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Popov (Amidoschwarz-

Proteinbestimmung)

Amidoschwarz-Lésung: 23mM Amidoschwarz 10B (Merck) in Methanol/Eisessig
Methanol/Eisessig: 1:9 Eisessig (Roth)/Methanol (Roth)

0,1 M NaOH (Roth)

2 mg/ml BSA-Ausgangslosung (Interchim)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration fur die Proben der SDS-PAGE in der ersten
Dimension (vgl. 2.2.2.3.1) wurde eine Amidoschwarz-Proteinbestimmung in einer 96-well-
Mikrotiterplatte durchgefiinrt (Popov et al., 1975). Als Standard wurde Rinderserumalbumin

(BSA) in einer Ausgangskonzentration von 2 mg/ml verwendet. Zur Normalisierung wurden
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davon Verdinnungen (Gesamtmenge pro well: 0 pg, 2 ug, 4 pg, 8 pg, 16 pg, 20 pg BSA) fur
eine BSA-Eichgerade hergestellt und eine Dreifachbestimmung der Proben durchgefuhrt. Es
erfolgte eine zehnminitige Inkubation der Proben mit der Amidoschwarz-L6ésung bei RT.
AnschlieBend wurde die Platte 10 min bei 3200 x g (Centrifuge 5810R; Eppendorf)
zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Uberstandes, wurde das Pellet dreimal mit 300 pl
Methanol/Eisessig gewaschen und dazwischen erneut zentrifugiert. Danach trocknete das
Pellet bei RT und wurde in 300 pl 0,1 M NaOH gel6st. Die Extinktionsmessung wurde mit
Hilfe des Mikrotiterplatten-Photometers VERSAmax microplate reader (Molecular Devices)
bei einer Wellenldange von 620 nm durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mittels der
Software Soft Max Pro 4.8.

2.2.2.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

BioRad Protein Assay Farbereagenzkonzentrat (BioRad)
Agqua B. Braun Ecotainer® (B. Braun Melsungen AG)
0,1 M HCI (Roth)

2 mg/ml BSA-Ausgangsldsung (Interchim)

Die Proteinkonzentration der Proben fir die IEF mit anschlieRender SDS-PAGE in der
zweiten Dimension (vgl. 2.2.2.3.2) wurde mittels der Methode nach Bradford (1976)
bestimmt. Als Standard diente BSA. Die Proben wurden mit dem Protein Assay
Féarbereagenzkonzentrat (BioRad) im Verhéltnis 1:5 gemischt und 3 min bei RT inkubiert.
Der Farbstoff Coomassie Brilliantblau G-250 bildet in leicht saurer Losung kolloidale
Strukturen, die ein Absorptionsmaximum bei 465 nm besitzen. Wenn der Farbstoff an
Proteine bindet, verschiebt sich dieses Maximum zu einer Wellenldnge von 595 nm. Die
Proteinkonzentration wurde daher durch Messung der Absorption bei 595 nm mit Hilfe des
Spektralphotometers Ultraspec 2100 pro (Amersham) ermittelt. Nach den errechneten Werten
wurde die totale Proteinmenge pro Probe mit Rehydratisierungspuffer auf 0,7 mg fir
Experimente mit anschlieBender Silberfarbung bzw. auf 2 mg fur Experimente mit
anschlieBender Coomassie-Brilliantblau-Farbung der Gele eingestellt. Anschlieend wurde
ein Ampholyte enthaltender 0,5%iger (v/v) IPG-Puffer (3-11 NL; Amersham; vgl. 2.2.2.1)
hinzugefugt und die Proben wurden 15 min mit 20.800 x g bei RT zentrifugiert (Centrifuge
5415 R; Eppendorf). Daran schloss sich die IEF an (vgl. 2.2.2.3.2.1).
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2.2.2.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE wurde unter denaturierenden Bedingungen durchgefihrt
und ermdglichte die Trennung von Proteinen entsprechend ihrer molekularen Masse
(Laemmli, 1970). Das Prinzip der SDS-PAGE besteht darin, dass das im Gel enthaltene
negativ geladene Detergenz SDS an Proteine bindet und fast alle nicht kovalenenten
Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort. Die Reduktion der Disulfidbriicken
geschieht durch 2-Mercaptoethanol. Die Auftrennung erfolgt beinahe ausschliellich nach der
molekularen Masse in einem nahezu konstanten Masseverhaltnis von 1,4 mg SDS zu 1 mg
Protein aufgrund des Molekularsiebeffektes des porésen Polyacrylamid-Gels.

2.2.2.3.1 Probenvorbereitung und SDS-PAGE zur Trennung in der ersten Dimension

2.2.2.3.1.1 Entsalzen der Proben

Zeba™ Desalting Spin Columns (2 ml; Thermo Scientific)
4xSDS-Probenpuffer: 250 mM TRIS/HCI (Roth) (pH 6,8)

1% (w/v) SDS (Roth)

40% (v/v) Glycerol (Roth)

20% (v/v) B-Mercaptoethanol (Merck)

0,004% (w/v) Bromphenolblau (Serva)

ddH,0
Die Proben wurden in 4xSDS-Probenpuffer solubilisiert (vgl. 2.2.2.1), 10 min bei 95 °C
inkubiert und 20 min bei 20.800 x g und bei 4 °C zentrifugiert (Centrifuge 5417R; Eppendorf)
und anschlieBend entsalzt. Hierfir wurden Desalting Spin Columns verwendet. Diese
Entsalzungssaulen wurden zundchst 2 min bei 1000 x g zentrifugiert (Megafuge 3.0R;
Thermo Scientific), um die 0,05%ige Natriumazidlosung zu entfernen. Danach wurden die
Séulen dreimal mit 1 ml 1xSDS-Probenpuffer &quilibriert und wie zuvor zentrifugiert.
Schliellich wurden die Séulen mit maximal 700 pl Probe beladen. Die Elution der
umgepufferten Probe erfolgte durch eine Zentrifugation bei 1000 x g. Es schloss sich die

Dialyse der Proben an.

2.2.2.3.1.2 Dialyse der Proben

Xpress MicroDialyzerKit (Scienova)

4xSDS-Probenpuffer: 250 mM TRIS/HCI (Roth) (pH 6,8)
1% (w/v) SDS (Roth)
40% (v/v) Glycerol (Roth)
20% (v/v) p-Mercaptoethanol (Merck)
0,004% (w/v) Bromphenolblau (Serva)
ddH,0O
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Fur die Dialyse der Proben wurden 1400 pl 1xSDS-Probenpuffer und maximal 100 pl Probe
in die Dialysesegmente gegeben und fir 1 h bei RT inkubiert. Danach wurde die
Proteinkonzentration der Proben nach Popov bestimmt (vgl. 2.2.2.2.1), die anschlielend flr

die SDS-PAGE in der ersten Dimension verwendet wurden.

2.2.2.3.1.3 SDS-PAGE zur Trennung in der ersten Dimension

Elektrophoresepuffer: 1,92 mM Glyzin (Roth)

1% (w/v) SDS (Roth)
250 mM TRIS-Base (Roth) (pH 8,3)

Molekulargewichtsmarker: Precision Plus Protein™ Standard Dual Color (BioRad)

Fir die SDS-PAGE wurden 5-20%ige Gradienten-Minigele (10 cm x 8 cm x 0,075 cm)
(Zusammensetzung in Tabelle 2.2) in einem Hoefer Mighty Small System SE250 (Amersham
Biosciences) verwendet. Es wurden 15 pg Protein pro Probe sowie der Marker auf die Gele
geladen. Die elektrophoretische Auftrennung des Proteingemisches erfolgte bei einer
konstanten Stromstarke von 8 mA pro Gel. Die Gele wurden anschlieBend entweder mit
Coomassie Brilliantblau R-250 geférbt (2.2.2.4.1) oder geblottet (2.2.2.7).

Tab. 2.2: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Trenngel (pH 8,8) Sammelgel (pH 6,8)
Bestandteil Acrylamid T=20% Acrylamid T=5% Acrylamid T=5%
1,5M TRIS/HCI pH 8,8 8,25 ml 8,25 mi -
0,5M TRIS/HCI pH 6,8 7 ml - 6 ml
ddH,0O - 17,94 ml 7,95 ml
87% (v/v) Glycerol 7,5ml 1,89 mi 5,52 ml
Acrylamid T=40% 16,5 ml 4,12 ml -
Acrylamid T=30,8% - - 3,9ml
0,2M EDTA 330 pl 330ul 240 pl
TEMED 22 ul 22 ul 17,2 ul
0,5% (w/v) Bromphenolblau | 60 pl - -
Phenolrot - - 10 pl
10% (w/v) APS 75 pl 118 pl 137 pl

2.2.2.3.2 lsoelektrische Fokussierung und SDS-PAGE zur Trennung in der zweiten

Dimension

Die Auftrennung von Proteingemischen durch zweidimensionale Gelelektrophorese wurde
einerseits fur den Vergleich der aus unterschiedlich pharmakologisch vorbehandelten Tieren
gewonnenen Proteinproben genutzt. Fir diese quantitativ-analytischen Zwecke wurden
Proteinmengen von 0,7 mg pro Probe eingesetzt und die resultierenden Proteinmuster mittels
der hochempfindlichen Silberfarbung sichtbar gemacht (vgl. 2.2.2.4.3). Andererseits wurde

die 2D-Gelelektrophorese zur Probengewinnung fir massenspektrometrische Analysen
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genutzt. Zur Erhohung der Wahrscheinlichkeit der Proteinidentifikation wurden hierfir
Proteinmengen von 2 mg pro Probe mit anschlielender Coomassiefarbung (vgl. 2.2.2.4.4)

eingesetzt.
2.2.2.3.2.1 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die Auftrennung der Proteine in der ersten Dimension erfolgte mittels isoelektrischer
Fokussierung. Dabei werden Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) in einem
Polyacrylamidgelstreifen mit immobilisiertem pH-Gradienten (IPG) elektrophoretisch

aufgetrennt.

Die IPG-Gelstreifen (18 cm; pH 3-11 NL; Amersham) wurden zur Rehydratisierung mit
400 pl Probe inkubiert und anschlieBend mit 600 pl Ol (Plus One Ol; dry strip cover fluid)
Uberschichtet, um eine Verdunstung der Probe und Kristallisation des Harnstoffes zu
vermeiden. Die Fokussierung wurde mit einem Ettan-IPGphor (Amersham) bei einer
konstanten Temperatur von 20 °C sowie einer maximalen elektrischen Stromstéarke von 50 pA

pro Streifen in definierten Spannungsstufen (step-n-hold, vgl. Tab. 2.3) durchgeftihrt.

Tab. 2.3: Spannungsstufen (step-n-hold) der isoelektrischen Fokussierung

Stufe Spannung Dauer Volt-Stunden
Rehydration ov 10 h -

S1 30V 12 h 360

S2 500 V 1h 500

S3 1000V 1lh 1000

S4 8 000 V - 74 000

2.2.2.3.2.2 Aquilibrierung der IPG-Streifen

Aquilibrierungspuffer 1:

Aquilibrierungspuffer 2:

10 mM TRIS/HCI (BioRad) (pH 8,8)

9 M hochreines Urea plus one (GE Healthcare)
4% (v/v) CHAPS (GE Healthcare)

30% (v/v) Glycerol (Roth)

2% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS; Roth)
ca.0,002% (w/v) Bromphenolblau (Serva)

32 mM DTT plus one (GE Healthcare)

ddH,0O

50 mM TRIS/HCI (BioRad) (pH 8,8)

6 M hochreines Urea plus one (GE Healthcare)
30% (v/v) Glycerol (Roth)

2% (w/v) SDS (Roth)

ca. 0,002% (w/v) Bromphenolblau (Serva)
lodoacetamid (250 mg/10 ml) (Sigma)

ddH,0O
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Vor der Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension (vgl. 2.2.2.3.2.3) mussten die
Streifen aquilibriert werden. Dazu wurden die Proteine zunachst im Aquilibrierungspuffer 1
schittelnd inkubiert (15 min bei RT). Das darin enthaltenen Detergenz Natriumdodecylsulfat
(SDS) fuhrt zur Denaturierung und einheitlich negativen Ladung der Proteine, wahrend
Dithiothreitol (DTT) durch Reduktion der Disulfidbriicken eine vollstandige Entfaltung der
Proteine ermdglicht. Danach wurden die Proben mit dem iodoacetamidhaltigen
Aquilibrierungspuffer 2 schiittelnd inkubiert (15 min bei RT), um durch Alkylierung der
Cysteinreste eine erneute Bildung von Disulfidbriicken zu unterbinden.

2.2.2.3.2.3 SDS- PAGE zur Trennung in der zweiten Dimension

12 vertikale DALT 11 % SDS-Polyacrylamid Gele: 30% (v/v) Duracryl (Biorad)
5 M TRIS/HCI (Roth) (pH 8,8)
436 ml ddH,O
10% (w/v) SDS (Roth)
10% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS; Serva)
0,436 ml TEMED (International
Biotechnologies Inc.)
Verdrangungslésung: 375 mM TRIS/HCI (Roth) (pH 8,8)
50% (v/v) Glycerol (Roth)
0,002% (w/v) Bromphenolblau (Pharmacia

Biotech)
ddH,0O
Uberschichtungspuffer: Isopropanol (Roth)
ddH,O
Molekulargewichtsmarker: Precision Plus Protein™ Standard Dual Color
(BioRad)
1 % (w/v) Agarose in SDS-PAGE Elektrophoresepuffer
SDS-PAGE Elektrophoresepuffer: 10xTGS-Puffer (BioRad)

Die Denaturierung der Proteine erfolgte bereits beim Prozess der Aquilibrierung (vgl.
2.2.2.3.2.2). Die mit SDS geséttigten IPG-Streifen sowie der Marker wurden auf das Gel
(200 mm x 250 mm x 1,5 mm) aufgebracht und mit 1%iger (w/v) Agarose fixiert. Danach
wurden die Gelkassetten in den DALT Tank uberfiihrt. Die Elektrophorese wurde in 1XSDS-
PAGE Elektrophoresepuffer bei 16 °C und konstanter Spannung von 80 V durchgefiihrt.
AnschlieBend erfolgte entweder die Silberfarbung (vgl. 2.2.2.4.3) oder Coomassiefarbung
(vgl. 2.2.2.4.4).
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2.2.2.4 Proteinfarbungen in Polyacrylamid-Gelen und auf Nitrozellulosemembranen

2.2.2.4.1 Coomassie Brilliantblau R-250 Farbung

Coomassie Brilliantblau R-250- Farbelésung: 20%(v/v) Methanol (Roth)
10%(v/v) Essigsaure (Roth)
0,1%(w/v) Coomassie Brilliantblau R-250 (Serva)
ddH,0O
Entfarbungslésung: 10% (v/v) Essigsaure (Roth)
20% (v/v) Ethanol (Roth)
ddH,0O
Konservierungslésung: 35% (v/v) Ethanol (Roth)
3% (v/v) Glycerol (Roth)
ddH,0O
Scanner: GS-800 Calibrated Densitometer (BioRad)
Software: QuantityOne 4.6.9 (BioRad)

Der an basische Aminosaureseitenketten bindende Farbstoff Coomassie Brilliantblau R-250
wurde zur Farbung von Proteinen nach SDS-PAGE in der ersten Dimension eingesetzt. Dazu
wurden die Gele tber Nacht in Farbelosung geschwenkt. Ungebundener Farbstoff wurde am
Folgetag mittels der Entfarbungslésung aus dem Gel entfernt. Danach wurden die Gele
gescannt und die optischen Dichten (ODs) der einzelnen Banden mit Hilfe der Software
QuantityOne bestimmt. Nach Inkubation fir 20 min in Konservierungslésung wurden die
Gele zur Aufbewahrung zwischen zwei Mini Zellophan™-Folien (Roth) in einem

Geltrocknungsrahmen eingespannt und flir mindestens einen Tag bei RT getrocknet.

2.2.2.4.2 Ponceau S-Farbung

Ponceau S- Farbelésung: 0,5% (w/v) Ponceau S (Sigma)
1% (v/v) Essigséaure (Roth)

Mit dieser Methode wurde der elektrophoretische Transfer der Proteine nach der SDS-PAGE
in der ersten Dimension auf die Nitrozellulosemembran (2.2.2.7) Gberprift. Hierftr wurde die
Nitrozellulosemembran 10 min in Ponceau S-Farbelosung inkubiert. Danach erfolgte ein
vorsichtiges Waschen der Membran mit ddH,O. Transferierte Proteine erschienen in roten

Banden auf der Membran.

2.2.2.4.3 Silberfarbung

Fixierlosung: 50% (v/v) Ethanol (Roth)

5% (v/v) Essigsaure (Roth)
Waschldsung 1: 50% (v/v) Ethanol (Roth)
Waschlésung 2: ddH,0
Sensitisierungslésung: 0,02% (w/v) Natriumthiosulfat (Merck)
Silber-Imprégnierlésung: 0,15% (w/v) Silbernitrat (Merck)
Entwicklerlésung: 0,04% (v/v) Formaldehyd (Sigma)
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2% (v/w) Natriumkarbonat (Merck)
Abstopplésung: 5% (v/v) Essigsaure (Roth)
Aufbewahrungslésung: 0,2% (v/v) Essigsaure (Roth)

10% (v/v) Methanol (Roth)

Die Silberfarbung ist eine sehr sensitive Proteinfarbemethode (unteres Detektionslimit bei
1ng Protein), die Quantifizierung und Vergleich von Proteinmustern nach 2D-
Gelelektrophorese ermdglicht. In  der vorliegenden Arbeit wurde sie nach einem
Standardprotokoll (Shevchenko et al., 1996) mit geringfugigen Modifikationen fiir 2D-Gele
mit 0,7 mg Protein pro Probe eingesetzt. Zundchst erfolgte die Fixierung der im Gel
enthaltenen Proteine fir 60 min in Fixierlésung. Danach wurden die Gele in Waschlésung 1
und in Waschlésung 2 fir je 15 min gewaschen. Es schloss sich eine Inkubation fir 3 min in
Sensitisierungslosung an, gefolgt von einem zweiminltigen und einem einmindtigen
Waschschritt mit ddH,O. AnschlieBend wurden die Gele fir 30-45 min in Silber-
Imprégnierlosung geschwenkt. Uberschiissiges Silbernitrat wurde durch Waschen mit ddH,0
entfernt. Danach erfolgte die Entwicklung der Gele mit formaldehydhaltiger
Entwicklerlésung. Nach ca. 8-10 min (je nach visuellem Eindruck) wurde die Reaktion
mittels der Abstopplésung beendet. Mit Hilfe eines BioRad-Gelscannners GS-800 und der
2D-Gelauswertungssoftware PDQuest (BioRad) wurden zwecks Quantifizierung digitale
Gelbilder erzeugt. AnschlieBend wurden die Gele in Aufbewahrungsldsung bei 4 °C gelagert.
Da es sich bei dem hier gewahlten Protokoll um eine Massenspektrometrie-kompatible
Proteinfarbemethode handelt, kénnen aus silbergefarbten Gelen prinzipiell auch Proben

extrahiert und der massenspektrometrischen Analyse zugefiihrt werden.

2.2.2.4.4 Coomassie Brilliantblau G-250 Farbung

Fixierlésung: 50% (v/v) Ethanol (Roth)
3% (v/v) Phosphorsaure (Roth)
ddH,0O
Coomassie-Brilliantblau G-250-Farbeldsung: 34% (v/v) Methanol (Roth)
3% (v/v) Phosphorsaure (Roth)
15% (w/v) Ammoniumsulfat (Roth)
0,1% (w/v) Coomassie Brilliantblau G-250 (Fluka)
ddH,0
Aufbewahrungslésung: 5% (v/v) Essigsaure (Roth)
ddH,0O

Fir die Erhohung der Sicherheit der massenspektrometrischen Analyse wurden hierfir in der
Regel 2D-Gelelektrophoresen unter Einsatz von 2 mg Protein pro Probe durchgefihrt. Die

resultierenden Gele wurden vorzugsweise einer Farbung mit Coomassie Brilliantblau G-250
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unterzogen, da hierfir die eingesetzten Proteinmengen erheblich hoher als fiir Silberfarbung
sein konnen (die untere Detektionsgrenze liegt bei ca. 40 ng Protein). Die Gele wurden Uber
Nacht in der Fixierlésung inkubiert und anschlieBend dreimal fiir 15 min mit ddH,O
gewaschen. Danach wurden sie in die Farbelosung Uberfuhrt, 24 h darin belassen und
eingescannt. Die Lagerung der Gele erfolgte in der Aufbewahrungslésung bei 4 °C. Nach der
digitalen Auswertung der eingescannten Gele mittels PDQest (BioRad) wurden Gelbereiche
aus den Coomassie-gefarbten Gelen extrahiert, die nach Auswertung korrespondierender

silbergefarbter Gele aufgefallen waren (vgl. 2.2.2.4.3)

2.2.2.5 Datenevaluierung und Bildanalyse der 2D-Gele

Scanner: GS-800 Calibrated Densitometer (BioRad)
Software: QuantityOne 4.6.9 (BioRad)
PDQuest Advanced 8.0 (BioRad)

In der vorliegenden Arbeit wurden Gruppen von n=6 Tieren verwendet, die entweder mit
einem der D1/D5-Dopaminrezeptoragonisten (SKF38393 bzw. SKF83959) oder Vehikel
behandelt wurden. Diese Gruppenstdarke wurde gewéhlt, um den Einfluss von biologischen
Varianzen, Veranderungen, welche durch die Probenpraparation und Gelherstellung erzeugt

wurden, méglichst gering zu halten.

Ziel war es, im Vergleich zu Kontrollgruppen hoch- oder herunterregulierte Proteine nach
Behandlung mit einem der D1/D5-Dopaminrezeptoragonisten zu identifizieren. Die in den
2D-Gelen hinsichtlich ihres isoelektrischen Punktes und ihres Molekulargewichtes getrennten
Proteine wurden nach Anférbung in so genannten Spots sichtbar. Zur Quantifizierung wurden
zundchst digitale Bilder der 2D-Gele erzeugt. Unter Einsatz des Bildanalyse-Programms
PDQuest (Bio-Rad, Version 8.1) wurden die sechs Gele der Kontrollgruppe mit den sechs
Gelen der entsprechenden Agonist-behandelten Tiere verglichen. Zum Abgleich der
individuellen Unterschiede der Einzelgele wurden diese auf einem ,,Master-Gel* abgebildet,
wodurch kleine Dislokationen von Spots korrigiert wurden. Pro Hirnregion und Fraktion
wurden zwei Matchsets mit unterschiedlichen PDQuest-internen Parametern erzeugt, um
Varianzen in der Spotauswahl zu verringern. Danach konnten mit Hilfe von PDQuest die ODs
der einzelnen Spots ermittelt und statistisch ausgewertet werden. Spots, deren ODs durch
einen der von PDQuest unterstiitzten statistischen Tests (Mann-Whitney U-Test, Partial-
Least-Squares-Regression-Test, Student’s t-Test) mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

p<0,1 Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen aufwiesen, wurden als potentiell
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interessant eingestuft und aus den Coomassie-Brilliantblau G-250 geféarbten Gelen extrahiert.
Die in den extrahierten Gelproben enthaltenen Proteine wurden mittels Trypsin verdaut, und
die daraus resultierenden Peptidgemische wurden der massenspektrometrischen Analyse

zugefuhrt.
2.2.2.6 Probenvorbereitung fur die Massenspektrometrie

2.2.2.6.1 Trypsinverdau

Waschlésung 1: 25 mM Ammoniumhydrogenkarbonat in 50% (v/v) Acetonitril (Roth)
Waschlésung 2: 100% (v/v) Acetonitril (Roth)
Waschloésung 3: 25 mM Ammoniumhydrogenkarbonat (Sigma) in Aqua B. Braun Ecotainer® (B.

Braun Melsungen AG)
Trypsin (Promega) 0,05 mg/ml in 25 mM Ammoniumhydrogenkarbonat (Sigma)

Abstopplésung: 0,1% (v/v) Trifluoressigsdure (TFA) ( Merck)
50% (v/v) Acetonitril (Roth)
ddH,O

Elutionslésung: 50% (v/v) Acetonitril (Roth)
ddH,O

Um die in den extrahierten Gelproben enthaltenen Proteine zu entfarben, wurden die
Waschldsungen 1-3 mit einem Volumen von jeweils 200 ul eingesetzt. Jede Gelprobe wurde
jeweils 10 min in Waschlésung 1, Waschldosung 2, Waschlésung 3, Waschlésung 1 und
Waschlosung 2 unter Schiitteln inkubiert und anschliel3end in einem Lyophilisator getrocknet.
Fir den Trypsinverdau wurden die Proben mit je 5 ul der Trypsinlésung versetzt, leicht
anzentrifugiert und 30 min bei RT inkubiert. Danach wurden 25 pl von Waschldsung 3
hinzugegeben. Der Verdau erfolgte Giber Nacht bei 37 °C und wurde am ndchsten Tag unter
Zugabe von 50 pl Abstopplésung beendet. Die Proben wurden anschlieffend 15 min in einem
Ultraschallbad (Branson 3610) inkubiert. Die Uberstande mit den darin enthaltenen Peptiden
wurden abgenommen und in frische Eppendorfgefdle uberfuhrt. Die verbleibenden
Gelproben wurden mit je 50 ul Elutionslésung versetzt und erneut 15 min mit Ultraschall
behandelt. Die Uberstidnde wurden abgenommen und mit den vorherigen vereinigt. Zuletzt
wurden die Gelproben in je 50 pl Waschlosung 2 erneut im Ultraschallbad inkubiert. Die
Uberstande wurden wiederum abgenommen und mit den vorherigen vereinigt. Die

gesammelten Uberstinde wurden fiir 90 min gefriergetrocknet.
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2.2.2.6.2 ZipTip-Reinigung

Cis ZipTip 10 pl Pipettenspitzen (Millipore)
1% (v/v) TFA (Merck)

90% (v/v) Acetonitril (Roth)

0,1% (v/v) TFA (Merck)

0,1% (v/v) TFA/70% (v/v) Acetonitril

Die getrockneten Proben wurden in je 15 pl einer 1%igen (v/v) TFA-LOsung aufgenommen.
Die Aktivierung der ZipTip-Saulen erfolgte durch zweimaliges Waschen mit 90%igen (v/v)
Acetonitril sowie zweimaliges Waschen mit einer 0,1%igen (v/v) TFA-LAsung. AnschlieRend
wurden die Proben zehnmal Uber die ZipTip-Saule pipettiert, so dass die Peptide an die
Matrix gebunden werden konnten. Die Sdulen wurden erneut zweimal mit 90%igen (v/v)
Acetonitril gewaschen, bevor die Peptide mittels 0,1%igen (v/iv) TFA/70% (v/v)
Acetonitrillosung eluiert und anschlieend gefriergetrocknet werden konnten.

2.2.2.6.3 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden nahezu ausschlieBlich durch Dr. Thilo
Kahne am Institut fir Innere Medizin, Otto-von-Guericke Universitat in Magdeburg, mittels
nano-LC-ESI-lonenfallen-Tandem-Massenspektrometrie (Bruker) durchgefuhrt. Ein geringer
Teil der massenspektrometrischen Analysen erfolgte im Department of Molecular and
Cellular Neurobiology, Center for Neurogenomics & Cognitive Research (CNCR),
Neuroscience Campus Amsterdam, VU University, Amsterdam, Niederlande durch Prof. Ka
Wan Li. Diese Messungen wurden mittels MALDI-TOF-TOF (AB Sciex) durchgefiihrt.

2.2.2.7 Immunblot-Analyse

Fur ausgewahlte Proteine wurden die durch 2D-Gelelektrophorese und Massenspektrometrie
erhobenen Daten mittels Immunblot-Analyse Uberprift. Die Untersuchungen erfolgten an
Hirnregionen von Gerbils, denen 24 h zuvor SKF38393 oder Vehikel, wie unter 2.2.1
beschrieben, lokal in den Horkortex verabreicht worden waren (n=6 pro Gruppe). Daraus
gewonnene Proteine der SP- und TP-Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE in der ersten
Dimension aufgetrennt (vgl. 2.2.2.3.1).
Blot-Puffer: 192 mM Glyzin (Roth)

0,2% (w/v) SDS (Roth)

20% (v/v) Methanol (Roth)

25 mM TRIS-Base (pH 8,3) (Roth)
Ponceau S-Féarbeldsung: 0,5% (w/v) Ponceau S (Roth) in 3 % (v/v) Trichloressigsaure (Merck)

10xTBS 1,4 M Natriumchlorid (Roth)
0,25 M TRIS/HCI (Roth) (pH 7,6)
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TBS-T: 0,1% (v/v) Tween-20 (Roth) in 1 x TBS

TBS-A: 0,05% (w/v) Natriumazid (NaNs; Roth) in 1XTBS

Blockierldsung: 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-T

Nitrozellulosemembran: PROTRAN® Porengrifie 0,45 pm (Whatman®)

ECL: Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific)
Lichtsensitive Filme: Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare)

Scanner: GS-800 Calibrated Densitometer (BioRad)

Software: QuantityOne 4.6.9 (BioRad)

Der Transfer der gelelektrophoretisch getrennten Proteine vom SDS-Gel auf die
Nitrozellulosemembran wurde nach der Methode von Towbin et al. (1979) durchgefiihrt. Die
Uberfithrung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran erfolgte bei einer Stromstarke von
200 mA und 4 °C im Hoefer TE 22 Mini Tank Transphor Unit-System (Amersham
Bioscience) fir 1,5 h. Mittels der Ponceau S-Farbung wurde der Proteintransfer gepriift (vgl.
2.2.2.4.2). Transferierte Proteine erschienen in roten Banden auf der Membran. Danach wurde
die Nitrozellulosemembran mit ddH,O gewaschen, bis die rote Farbung der Banden nicht
mehr sichtbar war. Im ndchsten Schritt erfolgte die Blockierung nicht gesattigter
Proteinbindungsstellen auf der Membran mit 5%igen (w/v) Magermilchpulver in TBS-T fir
1 h bei RT. Nach drei Waschschritten mit 1xTBS wurde die Nitrozellulosemembran mit dem
Primarantikorper ber Nacht bei 4 °C inkubiert. Alle verwendeten Priméarantikdrper wurden
mit TBS-A verdiinnt. Ungebundene Primarantikdrper wurden durch dreimaliges Waschen fur
je 10 min mit TBS-T entfernt und die Membran fur 1 h bei RT mit dem HRP-gekoppelten
Sekundérantikorper in Blockierlésung inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit 1xTBS fiir
10 min. Alle Primér- und Sekundarantikdrper wurden in den angegebenen Verdiinnungen
(vgl. 2.1.2) eingesetzt. Anschlielend erfolgte die Detektion der Proteine mittels ECL
Immunblotting Substrat nach Herstellerangaben. Hierbei wurde das chemilumineszierende
und chemifluoreszierende Substrat zur Detektion von Peroxidaseaktivitdt HRP-konjugierter
Antikorper verwendet. Beide Substrate wurden in einem Verhaltnis 1:1 gemischt, 1 min beli
RT inkubiert und die Nitrozellulosemembrann anschlieBend 1 min darin schittelnd inkubiert.
Das Pierce ECL Plus-Substrat erzeugt bei der Reaktion mit HRP Acridiniumester. Da diese
Ester-Intermediate mit Peroxid reagieren, erzeugen sie ein starkes und anhaltendes
Chemilumineszenzsignal, das durch lichtsensitive Filme erfasst werden kann. Folgend wurden
lichtsensitive Filme aufgelegt und mit einer Entwicklermaschine Curix 60 (Agfa) entwickelt.
Die Filmer wurden anschlieend gescannt und die Intensitat der Banden mit der Softwarte

QuantityOne quantifiziert.
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2.2.3 Zellkultur
2.2.3.1 Praparation und Kultivierung priméarer hippokampaler Neuronen

Kulturmedium 1: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco)
10% (v/v) fotales Kalberserum (Gibco)
2 mM L-Glutamin (Gibco)
Antibiotika (Gibco) (100 U Penizillin und 100 pg Streptomyzin)
Kulturmedium 2: Neurobasal™ (Gibco)
0,08 mM Glutamin™ (Gibco)
1xB27 (50x) (Gibco)
Trypsin (Gibco): 0,1% (w/v) in HBSS
DNase (Roche): 0,01% (w/v; 200U) in HBSS
2,4 mM Magnesiumsulfat
HBSS (Gibco)
Trypanblue Stain 0,4% (w/v; Gibco)
Poly-D-Lysin Hydrobromide (Sigma): 100 mg/l in 100 mM Borséaure (Roth) (pH 8,5)

Die Praparation und Kultivierung primarer hippokampaler Neuronen von Rattenembryonen
des Embryonalstadiums E18 erfolgte nach einer Methode von Goslin und Banker (1998). Die
Hippokampi wurden zundchst auf Eis in HBSS prépariert und dann fiinfmal mit jeweils 5 ml
HBSS gewaschen. Es schloss sich ein 20-minatiger Trypsinverdau (0,1% (w/v) Trypsin in
HBSS) bei 37 °C an. Danach erfolgten flinf weitere Waschschritte mit jeweils 5 ml HBSS.
Die anschlieBende Dissoziation des Gewebes erfolgte biochemisch durch eine DNase-
Behandlung und mechanisch durch jeweils dreimaliges Auf- und Abbewegen der Suspension
durch zwei Kantlen mit unterschiedlichem Durchmesser (0,9 mm x 40 mm bzw. 0,45 mm x
25 mm). Um die Hippokampi von Zelltrimmern zu befreien, wurde die Suspension letztlich
durch ein Zellsieb (100 um Porenweite) filtriert. Die Zellen wurden im Kulturmedium 1
aufgenommen und die Zelldichte der mit Trypanblue angefarbten Neuronen mit einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 20.000 Zellen pro
Poly-D-Lysin beschichtetem Deckgldaschen in 24-well-Platten im Kulturmedium 1 ausgesét.
Die Aufbewahrung der Kulturen erfolgte in einem Inkubator (Heraeus-Instruments; Thermo
Fisher Scientific) bei 37 °C, 5% CO, und 95% H,O-geséttigter Luft. Nach 24 h erfolgte ein
kompletter Medienauschtausch gegen das Kulturmedium 2. Einmal pro Woche erhielten die
Kulturen frisches Kulturmedium 2 (50 ul pro Platte), um das Medium wieder mit Nahrstoffen

anzureichern.

2.2.3.2 Behandlung primarer hippokampaler Neuronen mit SKF38393

Kulturmedium 2: Neurobasal™ (Gibco)
0,08 mM Glutamin™ (Gibco) (= 200 pl/ S0ml)
1xB27 (50x) (Gibco)

SKF38393 (Sigma)
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Hippokampale Neuronen (DIV 7, DIV14, DIV21) wurden fir 3 h mit 100 uM SKF38393 (in
Kulturmedium 2) inkubiert. Hierflr wurde das auf den Neuronenkulturen befindliche Medium
gegen frisches, SKF38393-haltiges Medium ausgetauscht. Kontrollkulturen erhielten
ebenfalls frisches, aber SKF38393-freies Kulturmedium 2. Die Inkubationen erfolgten im
Inkubator bei 37°C, 5% CO, und 95% H,0O-geséttigter Luft. Die Zellen wurden anschliel3end

immunzytochemisch untersucht.

2.2.3.3 Immunzytochemie

10xPBS: 1,4 M Natriumchlorid (Roth)
0,83 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Merck)
17 mM Natriumdihydrogenphoshpat (Merck)
(pH 7,4)

PBS /Ca”" IMg?* -Puffer: 0,1 mM Kalziumchlorid (Roth)

1mM Magnesiumchlorid (Roth)

in 1xPBS
Fixierldsung: 4% (w/v) Paraformaldehyd (PFA; Serva) in 1xPBS
Glyzinpuffer: 25 mM Glyzin (Roth) in 1xPBS (pH 7,4)

0,5 mM Kalziumchlorid (Roth)
0,5 mM Magnesiumchlorid (Roth)
Saponin (Roth): 10 mg/ml in 1XPBS
Blockierlésung: 5% (w/v) BSA (Invitrogen)
10% (v/v) Pferdeserum (Invitrogen) in 1xPBS (pH 7,4)
0,2 mg/ml Saponin
Mowiol: 10% (w/v) Mowiol (Roth)
25% (v/v) Glycerol (Roth)
100 mM TRIS/HCI (Roth) (pH 8,5)

Um das Verhalten von a-Synuclein nach Inkubation hippokampaler Neuronen in SKF38393
zu untersuchen, wurden immunzytochemische Farbungen der Kulturen angefertigt. Als
prasynaptischer Marker diente dabei Bassoon (zur Verfligung gestellt von Dr. Wilko
Altrock/LIN). Anti-a-Synuclein wurde von Abcam bezogen (Clinton et al., 2010). In einem
Vorversuch erfolgten Farbungen mit dem D1D-Rezeptor-Antikérper (Santa Cruz) zum

Nachweis der D1-Dopaminrezeptoren in den hippokampalen Kulturen.

Die auf den Poly-D-Lysin beschichteten Deckglaschen befindlichen Zellen wurden in 0,5 ml
PBS/ Ca**/Mg**-Puffer 10 min gewaschen und fiir 7 min mit 4% (w/v) PFA fixiert. Danach
wurden die Zellen 30 min mit Glyzinpuffer gewaschen, um die unspezifische
Hintergrundférbung durch Abséttigung freier Bindungsstellen des Paraformaldhyds (PFA) zu
reduzieren. Das Blockieren und Permeabilisieren erfolgte fur 1 h bei RT mit einer
saponinhaltigen Blockierlosung. Die Inkubation der Neuronen mit dem in der Blockierldsung
verdinnten Primarantikorper (vgl. 2.1.2) geschah fur 1 h bei RT in einer feuchten Kammer.
Es schlossen sich drei Waschschritte mit Blockierlésung fur je 10 min an. Die Zellen wurden
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dann mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper fir 1 h bei RT im Dunkeln
inkubiert, der ebenfalls mit Blockierlosung verdinnt wurde (vgl. 2.1.2). Die Neuronen
wurden jeweils einmal fir je 10 min mit Blockierlésung, 1xPBS bzw. ddH,O gewaschen. Das
Einbetten der Deckgldschen erfolgte auf Objekttragern mit 4 pl Mowiol. Die Dokumentation
der Zellen erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop Zeiss Observer.Z1 (Zeiss) und der
Bildbearbeitungssoftware Autovision release 4.8. Die konfokale Bildanalyse wurde mit dem
Laserscanningmikroskop TCS SP5 (Leica) sowie der dazugehérigen Softwarepackage Leica
TCS durchgefiihrt.

2.2.4 Bildanalyse

Fir die Analyse der unter 2.2.3.2 beschriebenen Experimente an hippokampalen Neuronen
wurden aus vier unabhangigen Versuchen jeweils zehn Neuronen pro Behandlungsgruppe
ausgewdhlt und mittels des Laserscanningmikroskops (TCS SP5; Leica) analysiert (2048 x
2048 Pixel; 12 bit; 63x Objektiv; 1,5x Zoom; 3x Bildmittelung; optische Schnittdicke =
0,13 um; 400 Hz).

2.2.4.1 Begradigung der Dendriten mittels ImageJ

In den Bildaufnahmen wurden alle Dendriten eines Neurons zundchst mittels ImageJ
begradigt. Dazu wurden die Bildstapel (Stacks) in den einzelnen Kandlen in ImageJ gedffnet.
Zunachst wurden die Kandle miteinander verkniipft mit Hilfe des Plugins Concatenate. Die
Bassoonfarbung (Kanal 1) diente als Maske fir die Begradigung der Dendriten. Diese erfolgte
mittels des Plugins Straighten. Die Dendriten wurden mit einer Breite von 60 pum markiert
und anschlielend begradigt. Die einzelnen Kandle eines Dendriten wurden danach wieder
geteilt und jeder Kanal einzeln abgespeichert.

2.2.4.2 Dekonvolution mittels AutoQuant X2

Ein Mikroskop ist durch seine Point Spread Funcion (PSF) charakterisiert. Die PSF
beschreibt die durch das Mikroskop transformierte zwei- oder dreidimensionale Darstellung
eines einzigen Lichtpunktes eines Objektes. Jedes Bildgebungssystem weist eine spezifische
PSF auf, die durch die Kombination von Probe, Deckglaschen, Objektivlinsen, Wellenldnge
und die optischen Komponenten des Mikroskops festgelegt wird. Beispielsweise sind
konfokale Mikroskope durch eine ellipsoide PSF in axialer Richtung gekennzeichnet. Das
Objekt kann als Sammlung von Punktquellen Lichtes unterschiedlicher Wellenlédngen, an

unterschiedlichen Positionen mit unterschiedlichen Intensititen betrachtet werden. Das sich
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dem Benutzer prasentierte Bild im Mikroskop kann als Summe von PSFs beschrieben werden.
Dies bezeichnet man als Konvolution. Anstelle eine klaren Bildes ergibt sich eine
Uberlappung der PSFs und es entsteht ein verzerrtes und unscharfes Bild. Die Dekonvolution
ist ein computerbasiertes Verfahren, mit dem das verzerrte und unscharfe Bild korrigiert wird
(Biggs, 2004).

Die einzelnen Kandle des Dentriten wurden dazu in AutoQuant X2 (MediaCybernetics)

geoffnet und die folgenden Eigenschaften der Datensatze festgelegt (vgl. Tab. 2.4).

Tab. 2.4: Eigenscbaften der zu dekonvolvierenden Datensatze

Parameter Festgelegte Parameter

Pixeldimensionen wurden automatisch aus der Datei entnommen
Emissionswellenldngen der Fluorophore Alexa 488 (519 nm), Cy3 (570 nm)

Modalitat Laser Scanning Confocal

Objektiv 63x1.4 NA oil

Immersionsmedium 0il 1.515

Es erfolgte eine 3D-Dekonvolution. Die verwendeten Einstellungen sind in Tabelle 2.5
zusammengefasst.

Tab. 2.5: Einstellungen fiir die 3D-Dekonvolution

Einstellungen Festgelegte Einstellungen
Dekonvolutionsmethode Adaptive blind

PSF-Einstellungens Theoretische PSF
Dekonvolutions-Einstellungen 15 Iterationen unter mittlerem Rauschniveau

2.2.4.3 Lokalisationsanalyse mittels IMARIS 6.4.2

Fiir die Lokalisationsanalyse von a-Synuclein und Bassoon wurde das Kolokalisationsmodul
von IMARIS 6.4.2 (Bitplane Scientific Solutions) basierend auf der Methode von Costes et al.
(2004) verwendet. Hierzu wurden mit Hilfe der Mask Dataset Funktion Regions of interest
bestimmt, die u.a. die synaptischen Strukturen beinhalteten. Dies wurde mit allen Datensétzen
in gleicher Weise durchgefuhrt. Danach wurde ein Kolokalisationskanal erzeugt und die
einzelnen Kolokalistationswerte in einer Tabelle abgespeichert. Fir die statistische
Auswertung wurde der Prozentsatz des Volumens des Bassoonkanals verwendet, welches mit

dem des a-Synucleinkanals kolokalisiert.
2.2.5 Verhaltensexperimente

Die nachfolgend beschriebenen Verhaltensexperimente und ihre Auswertung wurden in
Zusammenarbeit mit Frau Chris Theuerkauf, Dr. Horst Schicknick und Dr. Wolfgang

Tischmeyer durchgefiihrt.
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2.2.5.1 Lernparadigma

Im verwendeten Lernmodell, dem FM-Diskriminierungsparadigma, wurden Mause daraufhin
trainiert, die Richtung der Modulation linear-frequenzmodulierter Téne (FM) zu
unterscheiden. In Abhéngigkeit von der Modulationsrichtung des Signals sollten sie in der
Lernapparatur innerhalb einer vorgegebenen Zeit das Kompartiment wechseln (GO) bzw. im
gleichen sitzen bleiben (NO GO) (Wetzel et al., 1998).

2.2.5.2 Lernapparatur

Die Lernapparatur (Hasomed) bestand aus einem computergestiitzten Steuerteil und einer
Shuttle-Box, die sich in einer schallgeschiitzten Kammer befand. Die Shuttle-Box
(38 cm x 19 cm x 22 cm) wurde durch eine 2 cm hohe Metallhiirde in zwei Kompartimente
unterteilt. Als Bodenflache diente ein Metallgitter, Gber das ein elektrischer Fulreiz appliziert
werden konnte. Am Deckel der Shuttle-Box befanden sich zwei Lautsprecher (Visaton). Die
prasentierten Frequenzen wurden kinstlich digitalisiert und tber eine Soundkarte analog
umgewandelt. Die Abgabe der Tone ber die Lautsprecher wurde mit einem

Spektrumanalysator kontrolliert (Bruel & Kjaer).
2.2.5.3 Lernexperiment

Das Training erfolgte taglich zwischen 8.00 und 14.00 Uhr. Der Zeitraum zwischen zwei
Trainingssitzungen betrug 24+1 h. Zu Beginn wurden die Tiere fiir 3 min in die Shuttle-Box
gesetzt, damit sie sich an die Umgebung gewohnen konnten (Habituation). Das Training
bestand aus 60 Laufen. Die Tiere hatten die Aufgabe, zwischen Sequenzen (250 ms Intervall)
zweier linear-frequenzmodulierter Tonen als bedingte Reize zu unterscheiden (CS = bedingter
Reiz, 65-70 dB). Die Téne nahmen den gleichen Frequenzbereich zwischen 4 und 8 kHz ein
und unterschieden sich lediglich in der Richtung der Modulation (aufwarts, abwarts). Beide
CS wurden den Versuchstieren flr je 6 s prasentiert. Bei dem aufwértsmodulierten FM (CS+;
4-8 kHz) mussten die Mause innerhalb von 6 s das Kompartiment wechseln, da sie sonst
einen bis zu 4 s andauernden elektrischen FuRreiz von ca. 300 pA (UCS = unbedingter Reiz)
bekamen. Sobald sie im gegenuberliegenden Kompartiment waren, endeten Ton und Ful3reiz.
Wenn die Versuchstiere aber die Hirde innerhalb der 6 s nach Tonprasentation tberquerten,
wurde dies als korrekte konditionierte Reaktion (corrected conditioned response, CR+)
gewertet. Bei Présentation eines abwartsmodulierten FM (CS-; 8-4 kHz) sollten sie das

Kompartiment nicht wechseln. Wenn die Ma&use jedoch die Seite wahrend 6 s nach
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Tonprésentation Uberquerten, bekamen sie auf der anderen Seite einen Strafreiz von ca.
300 pA. Diese Reaktion wurde als CR- (falsche Antwort) gewertet. CS+ und CS- wurden
pseudorandomisiert dargeboten. Die Pausen zwischen den einzelnen L&ufen variierten
zwischen 5 und 15 s. Kompartimentwechsel der Tiere wahrend dieser Zeit wurden vom
Computer als ITC (intertrial crossing) gemessen. Als Mal fir die Diskriminierungsleistung
wurde der Wert D, d.h., die Differenz aus der Anzahl CR+ (Kompartimentwechsel nach
bekréftigtem Ton) und der Anzahl CR- (Kompartimentwechsel nach unbekréftigtem Ton),
ermittelt. Fir jedes Experiment sind die fir die Anzahl der CR+, CR-, ITC und
Fluchtreaktionen (escape reactions, d.h., Kompartimentwechsel nach Einsetzen des
FuBreizes) ermittelten Gruppenmittelwerte pro Trainingssitzung in Tabellen 6.2-6.7 im

Anhang dokumentiert.
2.2.5.4 Intraperitoneale Injektionen

Unmittelbar nach Beendigung der ersten Trainingssitzung wurde den Mausen, je nach
Experiment, entweder physiologische Kochsalzlosung (Vehikel) oder der D1/D5-
Dopaminrezeptorantagonist SCH23390 (0,1 mg/kg Kdorpergewicht; Sigma) oder einer der
D1/D5-Dopaminrezeptoragonisten SKF38393 (5 mg/kg; Sigma), SKF83822 (0,625 mg/kg;
Sigma) und SKF83959 (2,5 mg/kg; Sigma) intraperitoneal verabreicht.

2.2.5.5 Genotypisierung

2.2.5.5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Invisorb® Spin Tissue Mini Kits (Invitek)

Proteinase K (Invitek)

Desoxynukleosidtriphosphat Set (dNTPs) (Fermentas)
Oligonucleotide (Primer) (Biomers)
Magnesiumchlorid (Quiagen)

10xPCR-Puffer (Quiagen)

Q-Solution (Quiagen)

Taq DNA Polymerase (Quiagen)

Nach Beendigung der Verhaltensexperimente wurden die a-Synuclein-defizienten Méuse
(C57BL/6JOIlaHsd) und Wildtypméuse (C57BL/6JCrl bzw. C57BL/6JRccHsd) genotypisiert
(Siegmund et al., 2005). Daflir wurden die Schwanzspitzen der Mduse zundchst in 40 pl
Proteinase K (Invitek) mit 400 pl Lysis Buffer G (Invisorb® Spin Tissue Mini Kit/Invitek)
uber Nacht bei 52 °C lysiert. Danach erfolgte die Elution der DNA mittels des Invisorb® Spin
Tissue Mini Kits (Invitek) gemal dem Protokoll des Herstellers. Die PCR wurde mit 21 pl
des Mastermixes fiir Wildtyp und a-Synuclein-defiziente Mduse mit frisch hinzugefigter Taq
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Polymerase und 4 pl des DNA-Eluates durchgefuhrt. Die finalen Konzentrationen der PCR-
Reagenzien waren: 1 pM Forward Primer, 1 pM Reverse Primer (vgl. Tab. 2.6 flr die
Sequenzen), 2,5 mM Magnesiumchlorid, 0,1 Units/ul Tag-Polymerase, 0,2 mM dNTPs in
5xQ-Solution und 10xPCR Buffer. Der Temperaturverlauf der PCR ist in Tabelle 2.7
dargestellt.

Tab. 2.6: Primersquenzen fiir die Genotypsierung von a-Synuclein-defizienten Mausen (nach Siegmund et
al., 2005)

Primer Sequenz
NR 001 (Forward) ATCGGAGTTCTTCAGAAGCC
NR 002 (Reverse) CTTTTGTCTTTCCAGCTGCC

Tab. 2.7: PCR-Programm fiir die Genotypsierung von e-Synuclein-defizienten Mausen

Prozess Zeit und Temperatur Zyklen
Initial denaturation 2 min bei 95 °C 1
Denaturation 30 sbei 94 °C 33
Annealing 30 s bei 60 °C

Extension 1 min 10 s bei 72 °C

Final extension 7 min bei 72 °C

2.2.5.5.2 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose (Biozym LE)
50XTAE: 40 M Tris (Roth)
0,2 mM Essigsaure (Roth)
1 mM EDTA (Roche) (pH 7,6)
Ethidiumbromid-Ldsung: 1 mg/ml (Roth)
6XDNA-Probenpuffer: 30% (v/v) Glycerol (Roth)
0,25% (w/v) Bromphenolblau (Serva)
0,25% (w/v) Xylencyanol (Roth)
50 mM EDTA (Roche) (pH 8,0)
DNA-Molekulargewichtsmarker: GeneRuler™ 1 kb DNA Leiter (Fermentas)

Die Trennung der Nukleinsduren fur die Genotypisierung erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Um die DNA mittels UV-Licht detektieren zu kdnnen, wurde 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid zu den 1%igen (w/v) Agarosegelen hinzugegeben. Die Proben wurden mit
6xDNA-Probenpuffer auf die Gele geladen. GeneRuler™ 1 kb DNA Leiter diente als
Standardreferenz. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 65 V pro Gel. Die anschlieende Visualisierung geschah mit dem
Dokumentationssystem Gel Doc (BioRad). Es ergab sich bei a-Synuclein exprimierenden
Miéusen eine Bande von 1200 bp; Proben der a-Synuclein-defizienten Mause enthielten diese

Bande nicht.
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2.2.6 Statistische Auswertung

Bei den statistischen Analysen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 zu Grunde gelegt.
Die statistischen Berechnungen erfolgten mit dem Programm StatView 5.0.1 (SAS). OD-
Werte der Spots von 2D-Gelen sowie ECL-Signale von Immunblots wurden mittels des
Mann-Whitney U-Tests auf Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen gepruft. Die in
immunzytochemischen Untersuchungen und in Verhaltensexperimenten gewonnenen Daten

wurden einer Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte Messungen unterzogen.
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3. Ergebnisse

3.1 Dopaminerg vermittelte Proteoméanderungen im Gerbilhirn

Frihere Studien am Gerbil zeigten, dass lokale Aktivierung von D1/D5-Dopaminrezeptoren
mittels SKF38393 im Horkortex proteinsyntheseabhéngige Verdnderungen induziert, die Uber
ein bis zwei Tage anhalten und die Ged&chtnisbildung im FM-Diskriminierungsparadigma
erleichtern (Schicknick et al., 2008). Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war daher das
Auffinden von Hirnstrukturen und Kandidatenproteinen, die potentiell an dopaminergen, im
Horkortex induzierten gedéchtnisunterstiitzenden Prozessen beteiligt sind. Abbildung 3.1.
zeigt das experimentelle VVorgehen. Einen Tag nach Injektion von SKF38393 oder Vehikel in
den Horkortex (AC) von Gerbils wurden die Hirnregionen AC, Frontalkortex (FC),
Hippokampus (HC) und Striatum (ST) entnommen. Daraus angereicherte Proteine einer
I6slichen (TP) bzw. synaptischen Fraktion (SP) wurden mittels 2D-Gelelektrophorese
aufgetrennt, aus differenziell regulierten Spots extrahiert und massenspektrometrisch
identifiziert. Ein analoges Experiment mit dem D1/D5-Agonisten SKF83959 sollte eine
Abschétzung der Beteiligung PLC-vermittelter dopaminerger Signalwege im AC fir die
Modulation solcher Prozesse erlauben. Dieses wurde durch Ulrike Herrmann im Rahmen

ihrer Diplomarbeit durchgefuhrt (Herrmann, 2011).

Tnjektion von SKF38393/ SKF83959/ NaCl in den AC Abb. 3.1: Ablaufschema zur
Gewinnung von Peptiden fir
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3.1.1 Proteintrennung und -quantifizierung

Proteine der TP- und SP-Fraktionen der einzelnen Hirnregionen wurden durch 2D-
Gelelektrophorese beziiglich ihres isoelektrischen Punktes (erste Dimension: IEF) und
Molekulargewichtes (zweite Dimension: SDS-PAGE) aufgetrennt. Nach Silber- oder
Coomassiefarbung der Gele waren die Proteine als dunkle Punkte (Spots) sichtbar. Alle Gele

wurden anschlieBend digitalisiert.

Mit Hilfe der Software PDQuest erfolgten die Quantifizierung der optischen Dichte (OD) der
einzelnen Spots und ein erster statistischer Vergleich der ODs der Agonist-behandelten
Gruppen mit denen der entsprechenden Vehikel-behandelten Kontrollgruppe zwecks Auswahl
von potentiell fur weiterfiihrende Untersuchungen interessanten Spots. Spots, deren ODs
durch einen der von PDQuest unterstitzten statistischen Tests mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,1 als zumindest tendenziell veréndert ermittelt worden
waren, wurden mit einer Nummer gekennzeichnet. Sie bildeten das Ausgangsmaterial fur die
massenspektrometrische Analyse (vgl. Abschnitt 3.1.2). Ferner wurde fiir jeden dieser Spots
die OD relativ zum entsprechenden Kontrollwert berechnet. Mit diesen normierten OD-
Werten kann leichter eine Aussage Uber die Regulation im Vergleich zur Kontrollgruppe
getroffen werden (Regulation = Mittelwert der OD der Agonist-behandelten Gruppe dividiert
durch den Mittelwert der OD der entsprechenden Vehikel-behandelten Gruppe).

Abbildung 3.2 zeigt exemplarisch silbergefarbte 2D-Gele der TP-Fraktion des HC 24 h nach
Injektion von SKF38393 bzw. Vehikel in den Horkortex. Durch PDQuest-Analyse ermittelte
potentiell regulierte Spots sind durch einen roten Punkt markiert. Fir die gezeigten Gele des
HC nach Applikation von SKF38393 wurden fur die TP-Fraktion 51 Spots beziglich ihrer

ODs als unterschiedlich von der entsprechenden Kontrollgruppe ermittelt.

Um Informationen Uber die Identitét der Proteine in regulierten Spots zu erhalten, wurden
diese aus den Gelen extrahiert, mit Trypsin verdaut und die sich daraus ergebenden Peptide
mit Hilfe der Massenspektrometrie (in Kollaboration mit PD Dr. Thilo K&hne, Otto-von-

Guericke-Universitat in Magdeburg) analysiert.
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Abb. 3.2: Silbergefarbte 2D-Gele mit Proteinen der TP-Fraktion des Hippokampus 24 h nach Injektion von SKF38393 (A) oder Vehikel (B) in den Horkortex von
Gerbils. Die Trennbereiche beziiglich des isoelektrischen Punktes (pl) und des Molekulargewichtes (MW) sind angegeben. Spots, deren ODs nach PDQuest-Analyse
Behandlungsunterschiede aufwiesen (p < 0,1), sind rot markiert.
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3.1.2 Massenspektrometrische Identifizierung von Proteinen

Die im Folgenden ausgefiihrte massenspektrometrische Analyse der tryptischen Peptide sollte
Aufschluss dariiber geben, welche Proteine der untersuchten Hirnregionen AC, FC, HC und
ST 24 h nach Gabe eines der Dopaminrezeptoragonisten in den Horkortex aus solchen Spots
extrahiert wurden, die Veranderungen im Vergleich zur entsprechenden Vehikel-behandelten

Kontrollgruppe aufwiesen.

Die ermittelten Spektren wurden durch die Software ProteinScape® (Bruker Daltonics)
katalogisiert. Uber eine Verbindung zum Mascot Server (Matrix Science) erfolgte der
Abgleich des experimentellen Massenspektrums mit der Proteindatenbank UniProt
(www.uniprot.org). Damit wurden die aus dem jeweiligen Spot extrahierten Proteine
identifiziert. Ferner wurde die Qualitat dieser Identifizierung durch eine Wertung ("Score")
der Angaben beurteilt. Die Ergebnisse dieser Suche wurden dann an ProteinScape
rickibermittelt. Pro untersuchtem Spot wurden meist mehrere Proteine mit unterschiedlich
hohen Scores ermittelt. Ein Score von 40 stellte den Grenzwert dar, d.h. Daten mit Scores
<40 wurden nicht in die weitere Auswertung einbezogen. Des Weiteren wurde der

prozentuale Anteil der identifizierten Peptide am Gesamtprotein angegeben.

Spot 2007 in 2D-Gelen der TP-Fraktion des HC sei hier als Beispiel fir die Gel-Analyse und
massenspektrometrische Proteinidentifizierung herausgegriffen. Wie in Abbildung 3.3
gezeigt, war die mittlere OD dieses Spots in der SKF38393-behandelten Gruppe tendenziell

niedriger (p<0,1) als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 3.3: Beispiel fur die 2D-Gel-Analyse. In der TP-Fraktion des Gerbil-HC war die mittlere OD des Spots
2007 24 h nach Injektion von SKF38393 in den Hdorkortex tendenziell niedriger als nach Injektion von Vehikel
(NaCl). (A) Coomassiegefarbtes 2D-Gel; (B) Vergroferter Ausschnitt des 2D-Gels mit dem Spot 2007; (C)
Vergleich der mittleren ODs (+ S.E.M) des Spots 2007 der SKF38393- bzw. Vehikel-behandelten Gruppe.
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In Abbildung 3.4 ist die massenspektrometrische ldentifikation eines der aus diesem Spot
extrahierten Proteine dokumentiert. Es wurden drei Peptide identifiziert, die mit einem Score

von 140 dem Protein a-Synuclein zuzuordnen waren.

A MSn (663,32)
-
MSn (719,65)
I
l L il J (el g
MSn (753,34)
i
i J ._IJ_I!..I:.lL_llll_..j.': M i 1 i S
B 663,32 m/z: KEGVVHGVTTVAEKT

719,65 m/z: KTKEQVINVGGAVVTGVTAVAQKT
753,34 m/z: KTVEGAGNIAAATGFVKEK

C MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTK QGVAEAA
GKTKEGVLY VGSKTKEGVVHGVTTVAEKTKE
QVINVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGNIAAATG
FVKKDQMGKGEEGYPQEGILEDMPVDP GSEA
YEMPSEEGYQDYEPEA

Abb. 3.4: Beispiel fur die massenspektrometrische ldentifizierung eines Proteins. Aus Spot 2007 des in
Abbildung 3.3 gezeigten Beispiel-Gels wurden 3 Peptide extrahiert, die dem Protein oa-Synuclein zuzuordnen
sind. (A) Massenspektren; (B) identifizierte Peptidsequenzen; (C) Vergleich der identifizierten Peptidsequenzen
(farbig markiert wie in B) mit der Aminosduresequenz von a-Synuclein [Mus musculus].

42



Ergebnisse

3.1.3 Rohdaten

Tabelle 3.1 zeigt die Anzahl der in die massenspektrometrische Analyse eingegangenen Spots
und der darin identifizierten Proteine. Aus der initialen Analyse mittels PDQuest gingen 376
Spots nach SKF38393-Behandlung und 457 Spots nach SKF83959-Behandlung hervor, die
im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p<0,1 veranderte OD-Werte aufwiesen. Mittels der Massenspektrometrie wurden innerhalb
dieser Spots insgesamt 1676 Proteine nach SKF38393 bzw. 2064 Proteine nach SKF83959
identifiziert.

Tab. 3.1: Anzahl der nach initialer PDQest-Analyse pro Hirnregion und Proteinfraktion ermittelten Spots
und der darin massenspektrometrisch identifizierten Proteine 24 h nach Injektion von SKF38393 bzw.
SKF83959 in den Horkortex von Gerbils

SKF38393 SKF83959
Hirnregion Proteinfraktion Anzahl Spots Anzahl Proteine Anzahl Spots Anzahl Proteine
AC SP 82 177 40 100
ACTP 68 261 56 216
FC SP 16 45 67 150
FCTP 26 138 61 173
HC SP 34 133 56 290
HC TP 53 428 75 365
ST SP 30 84 60 438
STTP 67 410 42 332

3.1.4 Vergleichende Analyse der Proteomdaten
3.1.4.1 Anzahl regulierter Spots — regionale Unterschiede

Vor den nachfolgend beschriebenen vergleichenden Untersuchungen erfolgte eine weitere,
verifizierende statistische Analyse der OD-Werte der aus Agonist- und Vehikel-behandelten
Gruppen stammenden Spots mittels des Mann-Whitney U-Tests. In Tabelle 3.2 A sind flr die
verschiedenen Hirnregionen und Agonisten die Anzahlen solcher Spots aufgelistet, deren OD-
Werte Gruppenunterschiede mit statistischer Signifikanz (p<0,05) in diesem Test aufwiesen.
Insgesamt wurden nach Injektion von SKF38393 in den Horkortex mehr signifikant regulierte
Spots  (171) ermittelt als nach  SKF83959-Injektion (117). Dabei  waren
Behandlungsunterschiede im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe nicht nur in Extrakten
aus dem Horkortex selbst, also dem Zielareal der Injektionen, nachweisbar, sondern auch in

den Extrakten, die aus den drei entfernteren Hirnregionen gewonnen worden waren.
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Tab. 3.2: Anzahl der nach verifizierendem U-Test pro Hirnregion ermittelten Spots 24 h nach Injektion
von SKF38393 bzw. SKF83959 in den Hérkortex von Gerbils

Anzahl Spots
Hirnregion SKF38393 SKF83959 SKF38393/SKF83959

A AC 60 &3 1,82
(p<0,05) FC 19 37 0,51

HC 36 30 1,20

ST 56 17 3,29

B AC 100 49 2,04
(p<0,1) FC 25 68 0,37

HC 67 54 1,24

ST 75 42 1,79

Bei ndherer Betrachtung der in den einzelnen Hirnregionen ermittelten Zahlen werden
interessante Unterschiede deutlich. Nach SKF38393-Injektion in den AC waren die meisten
signifikant regulierten Spots im AC selbst und im ST nachweisbar, die wenigsten im FC.
Dagegen waren nach SKF83959-Injektion in den AC die meisten signifikant regulierten Spots
im FC und die wenigsten im ST detektiert worden. Zur besseren Verdeutlichung regionaler
Unterschiede in den Proteomveranderungen nach lokaler Injektion der unterschiedlichen
Dopaminagonisten in den Hoérkortex wurde fur jede Region ein Quotient aus der Zahl
signifikant regulierter Spots nach SKF38393-Behandlung und der nach SKF83959-
Behandlung ermittelten Zahl gebildet (Tab. 3.2). Dieser Quotient liegt fir AC und ST deutlich
uber 1, fur FC dagegen deutlich unter 1.

Gemessen an der Anzahl signifikant regulierter Spots induziert also die Aktivierung von
D1/D5-Dopaminrezeptoren im AC mittels SKF38393 die deutlichsten Proteomverédnderungen
im AC selbst und im ST, wesentlich geringere Verédnderungen dagegen im FC. Umgekehrt
zieht die lokale Injektion von SKF83959 in den AC die starksten Proteomverénderungen im

FC und die geringsten im ST nach sich.
3.1.4.2 Proteine in regulierten Spots — regionale und molekulare Unterschiede

Fir die anschlieRenden Betrachtungen auf Proteinebene ist zu beachten, dass ein in 2D-Gelen
nach Proteinfarbung durch Messung der optischen Dichte analysierter Spot mehrere,
maoglicherweise unterschiedlich regulierte Proteine enthalten kann, deren ODs mit
unterschiedlicher Gewichtung in den Gesamtmesswert des Spots eingehen dirften. Das kann
einerseits bedeuten, dass nicht alle in einem signifikant regulierten Spot enthaltenen Proteine

auch gleichermalien reguliert worden sein muissen. Andererseits ist es denkbar, dass in Spots,
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die eine deutliche — aber statistisch nicht gesicherte — Regulation aufweisen, ein oder mehrere
Proteine signifikant reguliert sein kdnnen, jedoch Veranderungen des OD-Gesamtmesswertes
eines solchen Spots durch abweichend regulierte Proteine abgeschwécht wurden. Diese
Annahme wird durch die flr einzelne Beispiel-Proteine im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrte Immunblot-Analyse gestitzt (vgl. 3.1.4.2.4). Bei striktem Ausschluss von
Spots mit Gruppenunterschieden einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p>0,05 wirden daher
maoglicherweise wertvolle Daten potentieller Kandidatenproteine verloren gehen. Ein
Hauptziel der vorliegenden Proteomstudie war es jedoch, mittels exploratorischer Analyse
(Berkvist et al., 2010) die Suche nach Kandidatenproteinen, die in die dopaminerge
Modulation von Gedachtnisprozessen involviert sein kénnten, im Hinblick auf kiinftige, Uber
den Rahmen der vorliegenden Arbeit hinausgehende Untersuchungen zu erleichtern. Aus
diesem Grund war es also winschenswert, auch Proteine aus solchen Spots einzubeziehen,
deren Regulation zwar nicht das Kriterium statistischer Signifikanz erreicht hat, aber doch
eine deutliche Tendenz aufweist. Um das Risiko einer ,,Verwisserung® behandlungsbedingter
Unterschiede durch Einbeziehung solcher Spots abzuschétzen, wurden fir die untersuchten
Hirnregionen und Agonisten die Anzahlen all jener Spots analysiert, deren OD-
Gruppenunterschiede im verifizierenden U-Test eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,1
aufwiesen. Wie aus Tabelle 3.2 B ersichtlich wird, sind die behandlungsbedingten regionalen
Unterschiede in der so ermittelten Anzahl regulierter Spots denen solcher Spots sehr &hnlich,
deren OD-Gruppenunterschiede mit p<0,05 statistische Signifikanz aufwiesen. Daher wurden
in die nachfolgenden Auswertungen auf Proteinebene die Daten von Spots einbezogen, deren
Regulation im verifizierenden U-Test entweder mit p<0,05 statistische Signifikanz oder mit

0,05<p<0,1 eine deutliche, statistisch jedoch nicht gesicherte Tendenz aufwies.

Es wurden also solche Proteine von weiteren Analysen ausgeschlossen, deren Spots
Regulationen mit Irrtumswahrscheinlichkeiten von p>0,1 aufwiesen. Ferner wurden Proteine
nicht weiter beriicksichtigt, wenn deren theoretisches Molekulargewicht (MW) >100 kDa war
(Proteine dieser GroRen sind unter den gegebenen experimentellen Bedingungen nicht
nachweisbar) oder mehr als 10 kDa vom experimentell ermittelten MW des Spots abwich.
Ebenso wurden Proteine mit einem isoelektrischen Punkt (pl) unter 3 oder ber 11 nicht zu
weiteren Auswertungen hinzugezogen. Die Proteine Keratin und Trypsin wurden als
Verunreinigungen externen Ursprungs betrachtet und wvon weiteren Auswertungen

ausgeschlossen. Weiterhin wurden Mehrfachnennungen von Proteinen mit derselben UniProt-
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Eintragsnummer in einzelnen Spots korrigiert. Die Daten der nachfolgend berticksichtigten
Proteine wurden in Tabelle 6.1 (enthalten auf der dieser Arbeit begefiigten DVD
,,Dopaminerge Modulation kortexabhidngiger Lernprozesse- 6. Anhang*) unter Angabe von
Agonist, Hirnregion, Proteinfraktion sowie Nummer und Regulation des Ursprungsspots
aufgelistet und nach Proteinnamen sortiert. Sie umfasst weiterhin die Eintragsnummer
(Accession Number) in UniProt, den Proteinscore und die Anzahl der identifizierten Peptide.
Ferner wurden aus der UniProt-Datenbank MW und pl der identifizierten Proteine
entnommen; diese theoretischen Werte und die anhand der 2D-Gele experimentell ermittelten
MW und pl der jeweiligen Spots sind ebenfalls in Tabelle 6.1 angegeben.

3.1.4.2.1 Proteinzahl

Somit gingen nach Behandlung mit SKF38393 644 identifizierte Proteine (aus 267 Spots)
bzw. nach Behandlung mit SKF83959 682 Proteine (aus 213 Spots) in die nachfolgenden
Auswertungen ein. In Tabelle 3.3 sind die Anzahlen der weiterhin berlcksichtigten Proteine

fur die verschiedenen Agonisten und Hirnregionen gegenubergestellt.

Tab. 3.3: Anzahl der pro Hirnregion und Proteinfraktion flr weitere Auswertungen bertcksichtigte Spots
und Proteine 24 h nach Injektion von SKF38393 bzw. SKF83959 in den Horkortex von Gerbils

SKF38393 SKF83959
Hirnregion Proteinfraktion Anzahl Spots Anzahl Proteine Anzahl Spots Anzahl Proteine
AC SP 58 95 24 49
ACTP 45 97 25 86
FC SP 6 15 30 113
FCTP 19 55 38 141
HC SP 27 56 30 67
HC TP 40 123 24 54
ST SP 22 48 22 84
STTP 53 155 20 88

In Abbildung 3.5 sind die nach Injektion von SKF38393 oder SKF83959 in den Horkortex
von Gerbils in regulierten Spots (p<0,1) der untersuchten Hirnregionen und Proteinfraktionen
identifizierten Proteinzahlen vergleichend dargestellt. Nach Behandlung mit SKF38393 (Abb.
3.5 A) waren die meisten Proteine in regulierten Spots des ST (203 Proteine), AC (192
Proteine) und HC (179 Proteine) nachweisbar, die wenigsten (70 Proteine) im FC. Bei der
Gegenuiberstellung der vier Hirnregionen hinsichtlich der Zahl der nach SKF38393-
Behandlung in hoch- bzw. herunterregulierten Spots identifizierten Proteine werden einige

Unterschiede deutlich. Im HC und ST waren deutlich mehr Proteine in hoch- als in
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herunterregulierten Spots nachweisbar. Eines dieser in hochregulierten Spots gefundenen
Proteine der SP-Fraktion des HC stellt das neuronale zytoskelettale Protein NEFL
(neurofilament protein light) dar. Im AC und FC dagegen waren die Proteinzahlen in hoch-
und herrunterregulierten Spots anndhernd ausgeglichen. In der TP-Fraktion des AC konnte
u.a. in hochregulierten Spots das multifunktionale Protein GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase) sowie a-Synuclein identifiziert werden. Weiterhin wurden in der
SP-Fraktion des Horkortex die Ribonukleoproteine hnRNP K und L (heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins K/ L) in herunterregulierten Spots detektiert werden. Beim Vergleich der
SP- und TP-Fraktionen der vier Hirnregionen wird deutlich, dass im HC in beiden Fraktionen
weniger Proteine in herunter- als in hochregulierten Spots detektiert wurden, wobei in der SP-
Fraktion auffallig wenig Proteine (vier von insgesamt 56 Proteinen) in herunterregulierten
Spots zu finden waren. In den Hirnregionen AC, FC und ST sind zwischen den Fraktionen
gegenlaufige Proteinzahlen in hoch- und herunterregulierten Spots identifiziert worden.
Aufféllig ist dabei jedoch, dass in den SP-Fraktionen dieser Hirnregionen stets mehr Proteine
in herrunterregulierten als in hochregulierten Spots bzw. in der TP-Fraktion mehr Proteine in

hoch- als herunterregulierten Spots zu finden sind.

Nach Behandlung mit SKF83959 (Abb. 3.5 B) wurden insgesamt mehr Proteine als nach
SKF38393 identifiziert. Die meisten Proteine wurden im FC detektiert (254 Proteine). Im ST
wurden 172 Proteine und im AC 135 Proteine identifiziert. Im HC wurden mit 121 die
wenigsten Proteine nach SKF83959 in regulierten Spots nachgewiesen. Dieses Ergebnis ist
gegenlaufig zur Proteomanalyse nach SKF38393, bei der die wenigsten Proteine im FC

identifiziert wurden.

Beim Vergleich der vier Hirnregionen bezliglich der Zahl der nach SKF83959 in hoch- und
herunterregulierten Spots identifizierten Proteine ist auffallig, dass im HC und ST eine
Herunterregulation (HC: 87 herunterregulierte Proteine von 121 Proteinen, ST: 95
herunterregulierte Proteine von 172 Proteine), im FC dagegen eine Hochregulation zu
tberwiegen scheint (154 von 254 Proteinen). Im AC sind anné&hernd gleich viele Proteine (65
bzw. 70) in herunter- und hochregulierten Spots vorhanden. Bei der Betrachtung der SP- und
TP-Fraktionen ist zu erkennen, dass im HC und ST eine Herunterregulation in der SP-
Fraktion zu Uberwiegen scheint (HC: 43 herunterregulierte Proteine von 67 Proteinen in der
SP-Fraktion; 44 herunterregulierte Proteine von 54 Proteinen in der TP-Fraktion; ST: 49

herunterregulierte Proteine von 84 Proteinen in der SP-Fraktion; 46 herunterregulierte
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Proteine von 88 Proteinen in der TP-Fraktion). Im AC und FC liegt eine Gegenregulation
innerhalb der beiden Fraktionen vor. In der SP-Fraktion ergibt sich eine Hochregulation (AC:
39 hochregulierte Proteine von 49 Proteinen; FC: 102 hochregulierte Proteine von 113
Proteinen), wahrend in der TP-Fraktion eine Herrunterregulation zu finden ist (AC: 55
herunterregulierte Proteine von 86 Proteinen; FC: 88 herunterregulierte Proteine von 141

Proteinen).
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Gemessen an der Anzahl der in regulierten Spots identifizierten Proteine induziert also die
Aktivierung von D1/D5-Dopaminrezeptoren im Horkortex mittels SKF38393 die deutlichsten
Proteomveranderungen im AC, HC und ST, wesentlich geringere dagegen im FC. Umgekehrt
zieht die lokale Injektion von SKF83959 in den Horkortex die starksten Veranderungen im

FC, die geringsten dagegen im HC nach sich.
3.1.4.2.2 Anzahl von Proteinen, die in mehreren Spots identifiziert wurden

Modifikationen  fihren in der Veranderungen  der

elektrophoretischen Eigenschaften eines Proteins (Halligan et al., 2009). So entstandene

Posttranslationale Regel zu
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Proteinisoformen konnen daher mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese separiert werden.
Uberwiegend ist dies die Ursache fiir das Auftreten eines Proteins in verschiedenen Spots in
2D-Gelen.

In den vorliegenden Untersuchungen wurden verschiedentlich Proteine in zwei oder mehreren
Spots eines 2D-Gels identifiziert, die gleichsinnige oder gegensinnige Regulation aufweisen
konnten. Als Kriterium fiir die Identitat der Proteine wurden die UniProt-Eintragsnummern
herangezogen. In Abbildung 3.6 ist die Anzahl der in mehreren Spots identifizierten Proteine
und deren Regulation in den untersuchten Hirnregionen und Proteinfraktionen nach
Applikation von SKF38393 bzw. SKF83959 in den Hoérkortex graphisch dargestellt. Nach
SKF38393-Behandlung (Abb. 3.6 A) waren die meisten (37) dieser Proteine innerhalb des ST
nachweisbar. AC und HC wiesen mit 23 bzw. 22 ebenfalls relativ hohe Zahlen an Proteinen
auf, die in verschiedenen Spots identifiziert wurden, wahrend der Frontalkortex durch die
geringste Anzahl (7) solcher Proteine auffallt. Im Gegensatz dazu wurden nach SKF83959-
Behandlung (Abb. 3.6 B) die meisten in mehreren Spots identifizierbaren Proteine im FC

nachgewiesen (35 Proteine) und die wenigsten (13 Proteine) im HC.

Die Detektion eines Proteins in gegensinnig regulierten Spots durfte mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf behandlungsbedingte Unterschiede im Grad und/oder in der Qualitét
seiner posttranslationalen Modifikation hinweisen. Die Anzahl solcher Proteine ist in
Abbildung 3.6 in blau eingefarbten Saulen dargestellt. Nach SKF38393 (Abb. 3.6 A) waren
die meisten in gegensinnig regulierten Spots identifizierten Proteine im HC (11) und AC (10),
die wenigsten im FC (2) nachweisbar. Dagegen waren nach SKF83959 (Abb. 3.6 B) lediglich
vier Proteine in gegensétzlich regulierten Spots des HC nachweisbar, aber 10-11 jeweils in
Spots des AC, FC und ST.

Auf einzelne Proteine, die nach Injektion der Dopaminrezeptoragonisten in den Horkortex in
mehreren im Vergleich zur Kontrollgruppe veranderten Spots der jeweils untersuchten
Proteinfraktion und Hirnregion identifiziert wurden, wird in Tabelle 3.4. im folgenden
Abschnitt 3.1.4.2.3 hingewiesen.
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3.1.4.2.3 Funktionelle Klassifizierung identifizierter Proteine

Die in Tabelle 6.1 aufgefiihrten, in regulierten Spots identifizierten Proteine wurden anhand
von Kiriterien funktionell klassifiziert, die der Datenbank SynProt (Pielot et al., 2012;
www.synprot.de) entlehnt wurden (vgl. auch Kahne et al., 2012). Kategorie 1 stellen Proteine
des Zytoskeletts, Gerlstproteine und ECM (Extrazellulare Matrix)-Proteine dar
(,,Zytoskelett-, Geriist- und ECM-Proteine”). Hierzu gehdren Aktin-, Tubulin- und
Intermediarfilament-Isoformen und assoziierte Proteine, Gerist- und Adapterproteine sowie
Komponenten der extrazellularen Matrix. Zur Kategorie 2 zdhlen Proteine, die in Exozytose-,
Endozytose- und Transportmechanismen involviert sind (,,Endozytose, Exozytose und
Transport*). Dazu zdhlen u.a. auch priasynaptische Vesikelproteine. Kategorie 3 beinhaltet
Proteine, die in Mechanismen der posttranslationalen Modifikation (ohne Kinasen und
Phosphatasen) und/oder Proteindegradation involviert sind (,,Proteinmodifikation und/oder
Degradation (ohne Kinasen/Phosphatasen). Kategorie 4 umfasst DNA-/RNA-bindende
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Proteine, wie Transkriptions- und Translationsfaktoren sowie Regulatoren von RNA-
Prozessierung und Transport (,DNA- und RNA-bindende Proteine, Transkription,
Translation®). Zur Kategorie 5 zdhlen Proteine der ,,Signaltransduktion®, wie lonenkanéle,
Kinasen/Phosphatasen und deren Regulatoren, GTPasen und deren Regulatoren sowie
Kalziumbindungsproteine. Die Klasse 6 stellen ,,Chaperone und Hitzeschockproteine* dar. In
Kategorie 7 sind verschiedene ,,Regulatorische Proteine” zusammengefasst und in Kategorie
8 ,,Mitochondriale Proteine und/oder Proteine des Energiemetabolismus®. Kategorie 9
umfasst ,,Gliale Proteine“ und die Kategorie 10 Proteine, die in die Biochemie
niedermolekularer ~ Verbindungen involviert sind (,,Biochemie niedermolekularer
Verbindungen®). Unter Klasse 11 wurden Proteine mit hier nicht n&her definierten bzw. mit

unbekannten Funktionen zusammengefasst (,,Andere/ unbekannte Funktion®).

In Abbildung 3.7 sind die Gesamtzahlen von Proteinen der einzelnen Kategorien dargestellt,
die 24 h nach Dopaminrezeptoragonist-Injektion in den Horkortex in regulierten Spots
(p<0,1) der untersuchten Hirnregionen und Proteinfraktionen identifiziert wurden. Sowohl
nach SKF38393 als auch nach SKF83959 sind mit jeweils weit mehr als 100 Vertretern die
Kategorien 1 (Zytoskelett-, Gerlst- und ECM-Proteine) und 8 (Mitochondriale Proteine und

Proteine des Energiemetabolismus) am h&ufigsten detektiert worden.

] 1- Zytoskelett-, Geriist- und ECM-Proteine
2- Exozytose-, Endozytose- und Transport

B 3. Proteinmodifikationen und/oder Degratation (ohne Kinasen und Phosphatasen)
: { 4- DNA- und RNA-bindende Proteine, Transkription, Translation

5- Signaltransduktion

6- Chaperone und Hitzeschockproteine

7- Regulatorische Proteine

8- Mitochondriale Proteine und/oder Proteine des Energiemetabolismus
I 9- Gliale Proteine
10- Biochemie niedermolekularer Verbindungen
B8 11- Andere/ unbekannte Funktion

Gesamtzahl der Proteine

SKF38393 SKF83959

Abb. 3.7: Gesamtzahl der Proteine innerhalb der einzelnen Kategorien 1-11 nach SKF38393- bzw.
SKF83959-Gabe in den Hortkortex von Gerbils in den regulierten Spots aller Hirnregionen und
Proteinfraktionen.
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[ 1- Zytoskelett-, Geriist- und ECM-Proteine 7- Regulatorische Proteine

2- Exozytose-, Endozytose- und Transport 8- Mitochondriale Proteine und/oder Proteine des Energiemetabolismus
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6- Chaperone und Hitzeschockproteine

Abb. 3.8: Anzahl der Proteine verschiedener funktioneller Kategorien, die 24 h nach Injektion von SKF38393 oder SKF83959 in den Horkortex von Gerbils in
regulierten Spots (p<0,1) der untersuchten Proteinfraktionen im AC (A), FC (B), HC (C) und ST (D) identifiziert wurden.
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Abbildung 3.8 zeigt die nach Agonistbehandlung fur die verschiedenen Kategorien
ermittelten Proteinzahlen aufgeschlisselt nach Hirnregionen und Proteinfraktionen. Darlber
hinaus wird in Tabelle 3.4 ein Uberblick tiber Vertreter der verschiedenen funktionellen
Proteinkategorien gegeben, die in regulierten Spots der untersuchten Proteinfraktionen und
Hirnregionen 24 h nach Injektion von SKF38393 bzw. SKF83959 in den Horkortex im
Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe identifiziert wurden. Richtung und statistische
Signifikanz der Regulation der Ursprungsspots wurden hier mittels einer Farb- und
Buchstabenkodierung dargestellt. Rottone/GroRbuchstaben stehen fiir Regulation >1,
Griinténe/Kleinbuchstaben fiir Regulation <1. Satte Farben/Buchstaben ,,A“ oder ,,a“ stehen
fir statistisch signifikante Regulation (p<0,05), helle Farbtone/Buchstaben ,,B* oder ,,b* fiir
statistisch nicht gesicherte Trends (0,05<p<0,1). Ferner weisen unterbrochene und
durchgehende schwarze Umrahmungen von Feldern auf Proteine hin, die in mehreren
gleichsinnig bzw. gegensinning regulierten Spots von 2D-Gelen einer Hirnregion und
Proteinfraktion identifiziert wurden (vgl. 3.1.4.2.2). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
wurden in Tabelle 3.4 teilweise Daten (z. B. von Protein-Isoformen und -Familien) stark
vereinfachend zusammengefasst. Auf die UniProt-Eintragsnummer und die experimentellen
Originaldaten jedes einzelnen Proteins kann Uber Tabelle 6.1 (im Anhang) unter

Zuhilfenahme von Proteinname, Agonist, Hirnregion und Proteinfraktion zugegriffen werden.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die in den vorangegangenen Abschnitten (vgl. Tab. 3.2 und
Abb. 3.5) beschriebenen Befunde und lassen die folgenden Schliisse zu: Die Aktivierung
dopaminerger Rezeptoren im AC mittels SKF38393 induzieren die deutlichsten
Proteomverdnderungen im AC, HC und ST, die geringsten dagegen im FC, wahrend
umgekehrt die Injektion von SKF83959 in den AC die starksten Veranderungen im FC und

die geringsten im HC nach sich zieht.

Verdanderungen in der SP-Fraktion konnten Plastizitdtsphdnomene widerspiegeln, die mit
veranderter synaptischer Kommunikation einhergehen. Einen Tag nach SKF38393-Injektion
sind in der SP-Fraktion des AC die meisten Proteine inshesondere der Kategorien 4 (DNA-
und RNA-bindende Proteine, Transkription, Translation) und 8 (Mitochondriale Proteine
und/oder Proteine des Energiemetobolismus) in herunterregulierten Spots detektiert worden
(Abb. 3.8 A). In der SP-Fraktion des HC dagegen wurden die meisten Proteine nach
SKF38393-Injektion in den Horkortex in hochregulierten Spots ermittelt (Abb. 3.8 C); hier
waren die stérksten Veranderungen ebenfalls in den Kategorien 4 und 8, aber auch 1

(Zytoskelett-, Gerist- und ECM-Proteine) auffallig. Interessanterweise scheint 24 h nach
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SKF38393-Injektion in den AC eine Reihe nukleinséurebindender Proteine (vornehmlich
RNA-Prozessierungs- und -Transportproteine) in der synaptischen Fraktion des AC in
herunterregulierten, in der des HC dagegen in hochregulierten Spots nachweisbar zu sein (vgl.
Tab. 3.4). Im ST waren die prominentesten Veranderungen nach SKF38393-Injektion in den
Horkortex in der TP-Fraktion detektierbar (Abb. 3.8 D). Die meisten Proteine insbesondere
der Kategorien 1 (Zytoskelett-, Gerlst- und ECM-Proteine) und 8 (Mitochondriale Proteine
und/oder Proteine des Energiematobolismus) waren hier in hochregulierten Spots ermittelt

worden.

Einen Tag nach SKF83959-Injektion in den Horkortex waren in der SP-Fraktion des AC zwar
deutlich weniger Proteine identifiziert worden als nach SKF38393, die meisten davon aber in
hochregulierten Spots. Dazu zahlen insbesondere Proteine der Kategorien 1 (Zytoskelett-,
Gerlst- und ECM-Proteine) und 4 (DNA-und RNA-bindende Proteine, Transkription,
Translation). Verschiedene der nukleinsdurebindenden Proteine, die in der SP-Fraktion des
AC nach SKF38393 in herunterregulierten Spots nachgewiesen worden waren, wurden nach
SKF83959 in hochregulierten Spots detektiert (vgl. Tab. 3.4). Aufféllig im Vergleich zur
Behandlung mit SKF38393 ist ferner, dass nach SKF83959-Injektion in den Horkortex eine
Reihe dieser RNA-Prozessierungs- und -Transportproteine in der synaptischen Fraktion des
HC eher abnimmt, dafur jedoch in der des FC deutlich angereichert zu sein scheint (vgl. Tab.
3.4).

Zusammenfassend weist eine funktionsbezogene Analyse der Anzahl von Proteinen in
regulierten Spots darauf hin, dass sowohl die Injektion von SKF38393 als auch die von
SKF83959 in den Horkortex in erster Linie zu Veradnderungen bei Zytoskelett-
/Gerustproteinen, Proteinen des Energiestoffwechsels, aber auch nukleinséurebindenden
Proteinen fihrt. Quantitat und Richtung der in den verschiedenen Hirnregionen detektierten
Proteomveranderungen scheinen dabei in hohem Malle von der Art des in den Horkortex
injizierten Agonisten abzuhdngen. Zu beachten ist, dass diese Art der Auswertung
maoglicherweise wenig sensitiv ist fir Veradnderungen, die zahlenmé&Big weniger prominent
sind, bei denen aber die Funktion der betroffenen Proteine von besonderer Relevanz auf
Verhaltensebene sein dirfte, wie z.B. Proteine der Kategorien 2 (Exozytose-, Endozytose-

und Transport) und 5 (Signaltransduktion).
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Tab. 3.4: Ubersicht (iber Proteine, die 24 h nach lokaler Injektion von SKF38393 bzw. SKF83959 in den Gerbil-
Horkortex in regulierten Spots der untersuchten Hirnregionen und Proteinfraktionen identifiziert wurden

SP-Fraktion

TP-Fraktion

Protein

SKF38393

SKF83959

SKF38393

SKF83959

AC

FC HC

ST

AC

FC HC ST

AC

FC HC

ST

AC FC HC ST

1. Zytoskelett-, Geriist- und ECM-Proteine

Zytoskelett-/Aktin-assoziierte Proteine
Abl interactor 1

Actin isoforms

Actin-related protein 2/3 complex subunit 2
Adenylyl cyclase-associated protein 2
Calponin-3

Cofilin isoforms

Coronin-1A

Dematin

Dstn protein (Destrin)

F-actin-capping protein subunit isoforms
Fascin

LIM and SH3 domain protein 1

NCK1 (NCK adaptor protein 1)
Neuronal protein NP25 (Transgelin-3)
PDZ and LIM domain 1 (elfin)
Tropomodulin-2

Tropomyosin isoforms
WD repeat-containing protein 1

Zytoskelett-/Mikrotubuli-assoziierte Proteine
Centractin isoforms

Dihydropyrimidinase-related protein isoforms
Dynein 1 light intermediate chain 2, cytoplasmic
Sirtuin 2

Stathmin

Tubulin isoforms

Tubulin polymerization promoting protein
XTP3TPA-transactivated protein 1

Zytoskelett-/Intermedidrfilament-assoziierte Proteine

Internexin alpha
Nefl
Gertist- und Adapterproteine
14-3-3 proteins.
Crk-like protein
Disc large homolog 4 (PSD-95)
Flotillin-1
Growth factor receptor bound protein 2
Homer protein homolog 1 (Homer 1)
Prohibitin
Septin proteins
Stress-induced phosphoprotein 1
Syntenin-1
Komponenten der extrazelluldren Matrix
Fibrinogen, B beta polypeptide
SPARC

.b

B
SOl ]
B

b
B
o

B

2. Endozytose, Exozytose und Transport

Présynaptische Vesikelproteine

Clathrin light chain isoforms

PACSIN1 protein (Syndapin 1)

Rabphilin-3A

Synapsin-1

Synapsin-2

Synaptosomal-associated protein 25 (SNAP25)

Synaptotagmin1

Syntaxin-1A

Synuclein alpha

Synuclein beta 8

Vesicle-associated membrane protein isoforms
Endozytose/Exozytose

Adaptin ear-binding coat-associated protein 1

Bridging integrator 1

Endophilin isoforms

NAPA

PDZ domain-containing protein GIPC1

Secernin 1

Vesicle-fusing ATPase (NSF)

V-type proton ATPase subunit isoforms
Membrantransportproteine

Annexin A5

Paralemmin-2

Tripartite motif-containing protein 3

-

’ I I

® o
Cd
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Tab. 3.4 (Fortsetzung)

SP-Fraktion TP-Fraktion

Protein SKF38393 SKF83959 SKF38393 SKF83959

AC FC HC ST| AC FC HC ST|AC FC HC ST| AC FC HC ST

Transportproteine
Charged multivesicular body protein 2a -

Dynactin subunit 3 -

Golgi-associated PDZ and coiled-coil motif-containing -
Lin-7 homolog A b

NSF attachment protein isoforms b - - - B
NSFL1 cofactor p47 -
[ 8

Nuclear distribution gene C homolog

SEC13-like 1
Phosphatidylcholine transfer protein B
3. Proteinmodifikation und/oder Degradation (chne Kinasen/Phosphatasen)
268 protease regulatory subunits b - b
Aspartyl aminopeptidase B
Caspase-14 b
COP$ homalog, subunit 4 B

Glucoside xylosyltransferase 1
Hectd1 protein -
Huntingtin interacting protein 2 B
Integral membrane protein 2B a ]
OTU domain, ubiguitin aldehyde binding 1
Palmitoyl-protein thioesterase 1 b

| " [ B |
Proteasomal ubiquitin receptor ADRM1 b
|

Proteasome subunit isoforms - - - B .
Protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase - il-: - '|

SCCA1/SCCA2 T

Selenocysteine lyase [ N ]
Ses2 -

S-phase kinase-associated protein 1 8 -
SUMO-activating enzyme subunit 1 b -

Tpp1 B
Ubfd1 protein -
Ubiquilin-1 b
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 B B b -

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 isoforms -
UBX domain-containing protein 1 b

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase isoforms

UQCRC1 R B

L —

4. DNA- und RNA-bindende Proteine, Transkription, Translation

Nukleinsdurebindungsproteine
Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 B

Cleavage and poelyadenylation specific factor 5, 25 kD subunit :]
C-terminal-binding protein 1 (CtBP1) B - - b
High mobility group box 1 b
HNRPDL B
Lympheid enhancer-binding factor 1 b
Proliferation-associated protein 2G4 B

Transkriptionsrequlatoren
Histone-binding protein RBBP4 -

hnRNP A/B [ ]

Myc box dependent interacting proteini

SET translocation -
TAR DNA-binding protein 43 B
Transcriptional activator protein Pur-alpha [ | ] b [ | B

Transcriptional activator protein Pur-beta

RNA-Prozessierung und Transport
hnRNP A1 b

hnRNP A2/B1 - B
hnRNP A3 B - b
hnRNP C1/C2

hnRNP F b
hnRNP G

hnRNP H B ]

hnRNP H2 B

Serine-threonine kinase receptor-associated protein
splicing factor, arginine/serine-rich 1 (ASF/SF2)

hnRNP H3 . [ -

hnRNP K B b B

hnRNP L | B

P37 AUF1 B 8

Poly(rC)-binding protein isoforms b - - B _

tRNA-splicing ligase RtcB homolog
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Tab. 3.4 (Fortsetzung)

SP-Fraktion TP-Fraktion

Protein SKF38393 SKF83959 SKF38393 SKF83959

AC FC HC ST| AC FC HC ST||AC FC HC ST| AC FC HC 8T

Proteinsynthese
Elongation factor Tu, mitochondrial E B - -
Eukaryotic translation elongation factor 1 beta 2 -
Eukaryotic translation initiation factor 4B -
Eukaryotic translation initiation factor 4H b
Eukaryotic translation initiation factor 5A (EIF5A), mRNA b
Far upstream element-binding protein 2 b
Nucleophosmin - -
ribosomal protein L1, 39S, mitochondrial B

ribosomal protein PO, 60S acidic B

ribosomal protein S22, 288, mitochondrial -

ribosomal protein SA, 408 -

5. Signaltransduktion

lonenkanéle

Tu translation elongation factor - B -
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 o
f'oltags ependent anion-selective channel protein E-_! . . - - -

Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 |B | b

Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 b
Kinasen/Phosphatasen and Regulatoren

Adenylate kinase 1 B

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il, beta -

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il alpha chai ;:- _ll

cAMP-dependent protein kinase type Il-beta regulatory subunit B

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1 - B

Dual specificity phosphatase 3

MAP2K1

NDR1 B

L
Phosphatidylethanclamine binding protein isoforms - - b
Protein kinase, cAMP dependent regulatory, type |, alpha b

Protein phosphatase 1 catalytic subunit alpha isoform

Pyridoxal phosphate phosphatase -

Serine/threonine-protein phosphatase 2A subunits

Serine/threonine-protein phosphatase PP1 subunits B -
GTPasen and Regulatoren

GTP-binding nuclear protein Ran b

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha . - - . ! B

Guanine nuclestide-binding protein subunit beta-2-like 1

Obg-like ATPase 1 B

Rab GDP dissociation inhibitor alpha b

Ran-specific GTPase-activating protein

Ras-related protein Rab-11A b

Rho GDP-dissociation inhibitor 1 B B -

Transducin alpha-1 chain (Guanine nucleotide-binding protein €

Transducin beta chain (Guanine nuclectide-binding protein subt - B B .

Kalziumbindungsproteine

Calmodulin -

Calretinin B
Centrin 2 b
EF-hand domain-containing protein D2 b
Hippocalcin b

o
Protein KIAA1045 [ ]

Sorcin B

6. Chaperone und Hitzeschockproteine

78 kDa glucose-regulated protein b
DnaJ isoforms B

ERp29
ERP57 b

Heat shock protein 1A

Heat shock protein 40 kDa
Heat shock protein 80 kDa isoforms B . b B
Heat shock protein 70 kDa B
Heat shock protein 71 kDa B

b
(o
b
Heat shock protein 8 B F
Heat shock protein 84
Heat shock protein 9 B
Heat shock protein A B
Hsc70-interacting protein b
Protein disulfide-isomerase A3

Stress-70 protein, mitochondrial

TCP1 chaperonins -_B. -




Ergebnisse

Tab. 3.4 (Fortsetzung)

SP-Fraktion

TP-Fraktion

Protein

SKF38393

SKF83959

SKF38393 SKF83959

AC FC HC ST

AC FC HC

ST

AC FC HC ST| AC FC HC ST

7. Regulatorische Proteine

Calcyclin binding protein

CB1 cannabinoid receptor-interacting protein 1
Enolase isoforms

Glia maturation factor beta
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Interferon-1/13 alpha

Lamin-A

Myeloid leukemia factor 2

NDRG1

NDRG2

Parathymosin

Peroxiredoxin isoforms

Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit beta

G.

b IhB -
|

-

8. Mitochondriale Proteine und/oder Pro

teine des Energiemetabol

ismus

3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial

3-oxoacid CoA transferase

Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial

Acyl-CoA dehydrogenase

Acyl-CoA thioesterase 7

Acylglycerol kinase, mitochondrial

Alcohol dehydrogenase [NADP+]

Aldehyde dehydrogenase isoforms

Aldose 1-epimerase

Aldose reductase isoforms

ATP synthase isoforms

Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing protein 3, m
Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mi
Cysteine desulfurase, mitochondrial

Cytochrome b-c1 complex subunits

Dihydrolipoamide branched chain transacylase

Dihydrolipoamide S-succinyltransferase, mitochondrial
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-
Electron transfer flavoprotein subunit isoforms, mitochondrial
Enoyl-CoA hydratase

ES1 protein homolog, mitochondrial

FAHD2

Fructose-bisphosphate aldolase isoforms

Fumarate hydratase

Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing protein isofo
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial

Glutaredoxin-3

Glyoxalase domain-containing protein 4

Immt-Es

Isocitrate dehydrogenase isoforms

Lactate dehydrogenase isoforms

Malate dehydrogenase isoforms

Methylglutaconyl-CoA hydratase, mitochondrial
Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mito:
Mitechondrial glutamate carrier 2

Mitochondrial nicotinamide adenine dinucleotide transporter 2
NADH dehydrogenase isoforms

NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit

Ornithine aminotransferase, mitochondrial

P32-RACK (Complement component 1, q subcomponent bindin

L.

Phosphoglycerate kinase isoforms
Phosphoglycerate mutase 1

Protein NipSnap homolog 1

Pyruvate dehydrogenase isoforms

Pyruvate kinase isoforms

Sorbitol dehydrogenase

Succinate/malate CoA ligase beta subunit isoforms
Sulfite oxidase, mitochondrial

Sulfurtransferase

=

Triosephosphate isomerase

-'.:'

b
o e

9. Gliale Proteine

Glial fibrillary acidic protein
Glutamine synthetase
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Tab. 3.4 (Fortsetzung)

SP-Fraktion TP-Fraktion
Protein SKF38393 SKF83959 SKF38393 SKF83959
AC FC HC ST| AC FC HC ST|(AC FC HC ST| AC FC HC ST

10. Biochemie niedermolekularer Verbindungen
2' 3'-cyclic-nuclectide 3'-phosphodiesterase B b

20-beta-hydroxysteroid dehydrogenase-like -

61

L——

3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase 1
Aflatoxin aldehyde reductase
Aminoacylase-1A -
Aspartate aminotransferase isoforms - - -
Carbonyl reductase [NADPH] 1 b

Citrate synthase

Creatine kinase B-type -

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase b

Dihydrolipoyl dehydrogenase B B

Dihydropteridine reductase -

Dimethylarginine dimethylaminchydrolase isoforms - - - B B .
Ester hydrolase C110rf54 homolog

Flavin reductase isoforms B . b

Glutamate dehydrogenase 1 variant D

Glutathione S-transferase isoforms W
Glyoxalase | B - q - o=
Guanine deaminase b B B - b
Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protei b
Hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase type Il B
Hydroxypyruvate isomerase homolog
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase -

Inorganic pyrophosphatase -
Inositol-3-phosphate synthase - b
Isovaleryl coenzyme A dehydrogenase B

Monoglyceride lipase -
Nitrilase homologs
Nucleoside diphosphate kinase isoforms -

Phosphoglycolate phosphatase -
Phospholysine phosphohistidine inorganic pyrophosphate phos B
Prostaglandin reductase 2 -
Pyridoxal kinase
Pyrophosphatase -
Pyrroline-5-carboxylate reductase 3 A b
Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 - B
S-adenosylmethionine synthetase isoforms B - b
Selenophosphate synthetase -

Sialic acid synthase [ ]
Superoxide dismutase -

11. Andere/unbekannte Funktion

Canopy 2 homolog b

Hemoglobin subunits - b

Lactoglobulin beta B

Long palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associated p b

Low density lipoprotein receptor-related protein associated prote -

Protein CDV3 homolog b

R envelope protein B

UPFO0510 protein INM02 b
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase B B -
WD repeat-containing protein 37 B

.p <0,05, B 0,05=p=0,1: Spot-OD nach Agonist-Injektion > Spot-OD nach Vehikel-Injektion; .p <0,05, b 0,05=p=0,1: Spot-OD nach Agonist-Injektion < Spot-OD nach Vehikel-Injektion (Mann-Whitney U-Test).

Unterbrochen schwarz gerahmt: Proteine mit identischer UniProt-Eintragsnummer wurden in mehreren gleichsinnig veranderten Spots detektiert. Durchgend schwarz gerahmt: Proteine mit identischer UniProt-Eintragsnummer
wurden in mehreren gegensinnig veranderten Spots detektiert.
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3.1.4.2.4 Verifikation der Regulation ausgewahlter Proteine mittels Immunblot

Die Regulation einiger der in der Proteomanalyse nach Aktivierung von D1/D5-Rezeptoren
im Horkortex in regulierten Spots detektierten Proteine wurde exemplarisch einer Validierung

mittels Immunblot-Analyse unter Einsatz spezifischer Antikorper unterzogen.

Analog den Experimenten zur Proteomanalyse wurden die Untersuchungen an Gerbils
durchgefuhrt, denen SKF38393 oder Vehikel lokal in den Horkortex verabreicht worden
waren (n=6 pro Gruppe). Einen Tag spater wurden AC, FC, HC und ST entnommen, Proteine
der SP- und TP-Fraktionen gewonnen (vgl. 2.2.2.1), mittels SDS-PAGE aufgetrennt (vgl.
2.2.2.3.1) und auf Nitrozellulosemembranen geblottet (vgl. 2.2.2.7). Quantitative Immunblot-
Analyse erfolgte mittels spezifischer Primarantikdrper und der ECL-Detektionstechnik. Die
Angleichung  der einzusetzenden Proteinmengen erfolgte durch  SDS-PAGE,
Coomassiefarbung (2.2.2.4.1) und Quantifizierung mittels QuantityOne. Diese Coomassie-
gefarbten Gele (Abb. 6.1-6.2 im Anhang) wurden auch zur Normalisierung der ECL-Signale
in den Immunblots herangezogen. Von Normalisierungen auf Gblicherweise benutzte
Referenzproteine, wie Aktin, Tubulin oder GAPDH, wurde abgesehen, weil Varianten dieser
Proteine nach Lernexperimenten eine dynamische Regulation erfahren kénnen (Monopoli et
al., 2011; Kéhne et al., 2012) bzw. in der vorliegenden Studie teilweise selbst Veranderungen
in ihrer Abundanz nach D1/D5-Agonistbehandlung aufwiesen (vgl. Tab. 3.4). Dennoch wurde
zur Kontrolle grober Beladungsfehler eine Aktin-Detektion fiir jeden Blot mitgefuhrt. Die
statistischne Analyse der normierten ECL-Signale hinsichtlich behandlungsbedingter
Unterschiede erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test.

In Abbildung 3.9 sind die Ergebnisse der Immunblot-Analyse zusammenfassend dargestellt.
Mittels Proteomanalyse (vgl. Tab. 3.4). waren die Ribonukleoproteine hnRNP K und L in der
SP-Fraktion des AC nach Behandlung mit SKF38393 im Vergleich zur Kontrollgruppe in
statistisch signifikant (p<0,05) herunterregulierten Spots detektiert worden. Diese Befunde
werden durch die Immunlot-Analyse unter Einsatz spezifischer Antikorper zum Nachweis
von hnRNP K bzw. hnRNP L bestétigt (Abb. 3.9 A). Nach Proteomanalyse war GAPDH in
der TP-Fraktion des AC nach SKF38393 in einem tendenziell (p<0.1) hochregulierten Spot
identifiziert worden (vgl. Tab. 3.4). Diese Regulation wird durch die Immunblot-Analyse mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 verifiziert (Abb. 3.9 B). Ferner war NEFL mittels
Proteomanalyse in der SP-Fraktion des HC nach SKF38393-Injektion in den AC in
tendenziell (p<0.1) hochregulierten Spots identifiziert worden (vgl. Tab. 3.4). Die Regulation
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dieses Proteins konnte mittels Immunblot-Analyse ebenso mit  einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 bestdtigt werden (Abb. 3.9 C). Die beiden
letztgenannten Beispiele stiitzen die eingangs zum Abschnitt 3.1.4.2 gemachte Annahme, dass
in 2D-Gelen Spots mit deutlich — aber statistisch nicht gesichert — veranderten OD-Werten
einzelne Proteine enthalten kénnen, deren Abundanz in der betreffenden Fraktion statistisch

signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen aufweist.

Einen Tag nach Injektion von SKF38393 in den AC wurde das Protein a-Synuclein in der TP-
Fraktion des AC in einem signifikant hochregulierten Spot, in der TP-Fraktion des HC
dagegen in einem tendenziell herunterregulierten Spot identifiziert (vgl. Tab. 3.4). Diese
Befunde, die auf eine gegenlaufige Regulation eines vorwiegend préasynaptisch lokalisierten,
Vesikel-assoziierten Proteins im AC und im HC hinzuweisen schienen, wurden mittels
Immunblot-Analyse tberprift. Es zeigte sich, dass die 24 h nach SKF38393-Injektion in den
Horkortex aufgrund der Proteomanalyse vermutete Verdnderung der a-Synuclein-Abundanz
in der TP-Fraktion des HC im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht bestatigt werden konnte
(Abb. 3.9 D). Im AC dagegen, also in der Zielregion der Dopaminagonist-Injektion, war in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Proteomanalyse eine signifikante Hochregulation
der a-Synuclein-Abundanz in der TP-Fraktion nachweisbar. Diese Befunde und daran
anknupfende weiterfuhrende Untersuchungen zur dopaminergen Regulation und potenziellen
Rolle von a-Synuclein fur FM-Diskriminierungslernen werden im folgenden Teil der

vorliegenden Arbeit vorgestellt (Abschnitt 3.2).
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Abb. 3.9: Immunblot-Analyse ausgewahlter Proteine 24 h nach Injektion von SKF38393 oder Vehikel
(NaCl) in den AC von Gerbils. (A) SP-Fraktion des AC; (B) TP-Fraktion des AC, (C) SP-Fraktion des HC;(D)
TP-Fraktion des HC. Links: Immunblots mit ECL-Signalen der untersuchten Proteine. Rechts: Normierte ECL-
Signale (OD) relativ zur Kontrollgruppe; Mittelwerte + S.E.M.; n=6 je Gruppe; * p<0,05 signifikant verschieden
von NaCl (Mann-Whitney U-Test).

3.2 a-Synuclein: Dopaminerge Regulation und FM-Diskriminierungslernen

Eines der mittels Proteom-Analyse im Gerbil-Horkortex einen Tag nach SKF38393-Injektion
in einem signifikant hochregulierten Spot identifizierten Kandidatenproteine ist a-Synuclein
(vgl. Tab. 3.4). a-Synuclein ist ein in Neuronen vorwiegend prasynaptisch lokalisiertes
Protein, dem wu.a. modulatorische Funktionen bei glutamatergen und dopaminergen
Neurotransmissionsprozessen zugeschrieben werden (Nemani et al., 2010; Burré et al., 2010;

Surmeier et al., 2010). Da glutamaterge und dopaminerge Mechanismen im Horkortex von
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hoher Relevanz fir FM-Diskriminierungslernen sind (Schicknick & Tischmeyer, 2006;
Schicknick et al., 2008; Schicknick et al., 2012), wurden im weiteren Verlauf dieser Studie
dopaminerge Mechanismen der Regulation sowie die mogliche funktionelle Bedeutung von

a-Synuclein fir FM-Diskriminierungslernen untersucht.
3.2.1 Dopaminerge Regulation der Abundanz von a-Synuclein in vivo

Abbildung 3.10 gibt einen Uberblick iiber die Identifikation von a-Synuclein als SKF38393-

reguliertes Protein.

A ~ Mw[kpa B
o ' 100
Spot 1005
— 30000 - *
=
2 20000 - =
10 é 10000 -
o
3 11 0+ T
pl NaCl SKF38393
C SKF38393 NaCl SKF38393 NaCl SKF38393 NaCl e
R Iu-S)-nuulun
a-Synuclein (18 kDa) E * . —
-AKtin (12 KD1) | e G G S [
0 50 100 150 200
Normalisierte OD

Abb. 3.10: Identifizierung von e-Synuclein in der TP-Fraktion des AC 24 h nach Injektion von SKF38393
oder Vehikel (NaCl) in den AC von Gerbils. (A) Coomassiegefarbtes 2D-Gel der TP-Fraktion des AC; (B)
vergroBRerter Ausschnitt und OD des Spots 1005; (C) Immunblot der TP-Fraktion des AC. Rechts: Normierte
ECL-Signale relativ zur Kontrollgruppe. Mittelwerte + S.E.M.; * p<0,05 signifikant verschieden von NaCl
(Mann-Whitney U-Test).

Wie mittels 2D-Gelelektrophorese und massenspektrometrischer Analyse gezeigt werden
konnte, war a-Synuclein einen Tag nach lokaler Injektion des Agonisten in den Horkortex
von Gerbils in der TP-Fraktion dieser Hirnregion in einem Spot mit signifikant erhéhter OD
im Vergleich zu den Werten Vehikel-injizierter Kontrollen nachweisbar (Abb. 3.10 B; Spot
1005). Diese Regulation konnte mittels Immunblot-Analyse bestatigt werden (Abb. 3.10 C).
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Diese Befunde weisen auf eine erhohte Abundanz von a-Synuclein in der ldslichen
Proteinfraktion des Horkortex 24 h nach pharmakologischer Aktivierung von D1/D5-
Dopamirezeptoren in derselben Hirnregion mittels SKF38393 hin.

3.2.2 Dopaminerge Regulation der Lokalisation von a-Synuclein in vitro

a-Synuclein ist u.a. bekannt als ein Protein mit hoher Mobilitdt und aktivitatsabhéngig
kontrollierter Translokation an die Préasynapse, wo es an synaptische Vesikel binden und tber
die Modulation von Clustering und SNARE-Komplex-Bildung die Freisetzung von
Neurotransmittern, wie Glutamat und Dopamin, negativ beeinflussen kann (Burré et al. 2010;
Fortin et al., 2010; Nemani et al., 2010). Bei biochemischen Fraktionierungen von
Hirnextrakten allerdings verhilt sich a-Synuclein nahezu ausschlieBlich wie ein l6sliches
Protein (Fortin et al.,, 2010). Die in Abschnitt 3.2.1 der vorliegenden Arbeit nach
biochemischer Fraktionierung beschriebenen Befunde zur Regulation von a-Synuclein dirften
somit kaum Riickschliisse tiber Anderungen der subzellularen Verteilung dieses Proteins im
Rahmen mdoglicher synaptischer Umorganisationsprozesse nach Dopaminrezeptoragonist-
Behandlung erlauben. Daher wurde an hippokampalen Neuronenkulturen mittels
Immunfluoreszenztechnik der Einfluss von SKF38393 auf die Lokalisation von a-Synuclein
relativ. zum présynaptischen Zytomatrixprotein Bassoon untersucht, dem u.a. ebenfalls
Funktionen beim Clustering synaptischer Vesikel zugeschrieben werden (Mukherjee et al.,
2010).

Die nachfolgenden Versuche wurden an hippokampalen Primarneuronenkulturen der Ratte
mit dem Fluoreszenzmikroskop Observer.Z1 (Zeiss) durchgefihrt und mit der
Bildbearbeitungssoftware Autovision release 4.8 dokumentiert. Zur Etablierung der Methode
wurde zunidchst die Expression von a-Synuclein im Verlauf der Synaptogenese untersucht
und mit Literaturdaten verglichen. Hierfiir wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit einem a-
Synuclein-Antikorper (Abcam) an hippokampalen Neuronen durchgefiihrt, die 7, 14 oder 21
Tage in Kultur (days in vitro; DIV) waren. Bassoon diente als prasynaptischer Marker und
MAP2 (microtubule-associated Protein 2) als neuronaler Marker. Abbildung 3.11 zeigt die
Expressions- und Lokalisationsunterschiede von a-Synuclein innerhalb der verschiedenen
Entwicklungsstadien. o-Synuclein wurde am DIV7 bereits exprimiert und befand sich zu
diesem Zeitpunkt vorwiegend im Zytosol des Zellkorpers. In Ubereinstimmung mit
Literaturbefunden (Murphy et al., 2000) war a-Synuclein ab DIVV14 synaptisch lokalisiert.
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Abb. 3.11: Immunzytochemischer Nachweis der Lokalisation von a-Synuclein in Kkultivierten
hippokampalen Primarneuronen verschiedener Entwicklungsstadien. Hippokampale Zellen (DIV7, DIV14,
DIV21) wurden mit PFA fixiert. Die Immunférbungen erfolgten mit den angegeben Antikdrpern. Die Pfeile
zeigen exemplarisch Kolokalisation von a-Synuclein und Bassoon an. Balken = 20 pm.
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Die Expression von D1-Dopaminrezeptoren in hippokampalen Primérneuronen wurde bereits
von verschiedenen Autoren beschrieben (Lezcano & Bergson, 2002; Bloomer et al., 2008;
Beaulieu & Gainetdinov, 2011). Um zu prifen, ob die unter unseren experimentellen
Bedingungen kultivierten hippokampalen Primérneuronen ebenfalls D1-Dopaminrezeptoren
exprimieren, wurden Immunofluoreszenzfarbungen mit einem D1-Rezeptor-Antikorper
durchgefuhrt. Abbildung 3.12 zeigt o-Synuclein-, Bassoon- sowie D1-Rezeptor-
Immunoreaktivitat in hippokampalen Neuronen (DIV21). D1-Dopaminrezeptoren sind u.a.

gemeinsam mit o-Synuclein und Bassoon entlang der Dendriten exprimiert.

A anti-Bassoon - & -l B anti-o-Synuclein

Abb. 3.12: Immunzytochemischer Nachweis von Bassoon, a-Synuclein und D1-Rezeptoren in
hippokampalen Primérneuronen (DIV21). PFA-fixierte Zellen wurden mit den angegeben Antikérpern
gefarbt. Balken = 20 pm.

Die nachfolgend verwendeten experimentellen Parameter (SKF38393-Konzentration 100 pM,
Inkubationszeit 3 h) basieren auf Studien an reifen (DIV18-21) hippokampalen
Neuronenkulturen, in denen nach 0,25-4 h Inkubation in 100 uM SKF38393 Verdnderungen
dendritischer Proteinsynthese und/oder -lokalisation beschrieben wurden (Ji et al., 2005;
Bloomer et al., 2008). Ferner wurde an Labornagern in vivo gezeigt, dass die Elimination von
Benzazepinen in einem Zeitraum von 1-3 h nach intrazerebraler Applikation erfolgt (Vezina
et al., 1994; Granon et al., 2000). Molekulare und gedéchtnisférdernde Einflisse von lokal in
den Gerbil-Horkortex appliziertem SKF38393 (Schicknick et al. 2008; Schicknick et al.,
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2012; vorliegende Arbeit) dirften also auf pharmakologischen Wirkungen innerhalb eines

solchen Zeitfensters nach Injektion basieren.

In vier unabhéngigen Versuchen wurde die Lokalisation von a-Synuclein und Bassoon relativ
zueinander in hippokampalen Neuronenkulturen (DIV21) 3 h nach Wechsel auf ein 100 uM
SKF38393 enthaltendes Medium untersucht. In  Kontrollkulturen erfolgten die
Untersuchungen ebenfalls 3 h nach Mediumwechsel, hier wurde jedoch ausschlieRlich
SKF38393-freies Medium verwendet. Nach der Fixierung wurden die Neuronen einer
Immunfluoreszenzfarbung mit a-Synuclein- bzw. Bassoon-spezifischen Antikdrpern
unterzogen. Als postsynaptischer Marker sollte PSD-95 (PSD-Protein-95) dienen;
Immunfarbungen mit einem entsprechenden Antikorper stellten sich jedoch als nicht
auswertbar heraus, so dass auf weitere Analysen dieser Daten verzichtet werden musste. Je
Versuch wurden zehn Neuronen mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie analysiert (vgl.
2.2.4). In Abbildung 3.13 sind exemplarisch konfokale Bildaufnahmen eines SKF38393-
behandelten Neurons und eines Kontroll-Neurons dargestellt. Gezeigt sind die
Immunfluoreszenzfarbungen fiir Bassoon und a-Synuclein sowie die Uberlagerung der zwei
Kanéle. Kolokalisationen beider Proteine entlang der Dendriten sind exemplarisch durch

Pfeile gekennzeichnet.

Unterschiede in der Kolokalisation der untersuchten Proteine zwischen Kontroll- und
SKF38393-behandelten Neuronen sind zundchst visuell nicht erkennbar. Daher wurden die
Aufnahmen der Dendriten der einzelnen Neuronen unter Zuhilfenahme des
Bildbearbeitungsprogrammes ImageJ begradigt und mittels der 3D-Bildbearbeitungssoftware
AutoQuant X2 dekonvolviert. Die anschliefende Lokalisationsanalyse erfolgte mittels des
Kolokalisationsmodus der 3D-Bildbearbeitungssoftware IMARIS 6.4.2. Hierflr wurde ein
Kolokalisationskanal von Bassoon und o-Synuclein erstellt. Somit konnten
Lokalisationséanderungen beider Proteine relativ zueinander nach Inkubation mit SKF38393
untersucht werden, wie sie in Abbildung 3.13 (G, H) dargestellt sind. Pfeile kennzeichnen

exemplarisch Kolokalisationen von Bassoon- und a-Synuclein-Immunfluoreszenz.
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Abb. 3.13: Konfokale Lokalisationsanalyse von Bassoon- und a-Synuclein-Immunfluoreszenz in
hippokampalen Priméarneuronen unter Kontrollbedingungen und nach SKF38393-Behandlung. (A-F)
Hippokampale Neuronen (DIV21) wurden 3 h in SKF38393-freiem Medium (A-C, Kontrolle) bzw. in 100 uM
SKF38393 enthaltendem Medium (D-F) inkubiert und anschlieBend mit PFA fixiert und einer
Immunfluoreszenzfarbung mit spezifischen Antikérpern unterzogen. Dargestellt sind Férbungen mit anti-
Bassoon (A, D) und anti-a-Synuclein (B, E) und deren Uberlagerung (C, F) Balken = 20 um. (G, H)
Uberlagerung der Zweifachfarbung mit anti-Bassoon (grin) und anti-a-Synuclein (rot) in begradigten,
dekonvolvierten Aufnahmen von Dendriten nach 3 h Inkubation in Kontrollmedium (G) bzw. in 100 puM
SKF38393 (H). Balken = 10 um. Pfeile in C, F, G und H markieren exemplarisch Kolokalisationen der
Immunfluoreszenzen beider Proteine.

Wie in Abbildung 3.14 A dargestellt, war der prozentuale Anteil der mit a-Synuclein-
Immunfluoreszenz als kolokalisiert ermittelten Bassoon-Immunfluoreszenz in jedem der vier

unabhéngig durchgeflhrten Experimente nach Inkubation mit SKF38393 gesenkt.
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Abb. 3.14: Quantitative Analyse der Kolokalisation von a-Synuclein- und Bassoon-Immunfluoreszenz in
hippokampalen Neuronen nach 3 h Inkubation unter Kontrollbedingungen oder in 100 uM SKF38393.
(A) Separate Darstellung der vier unabhangig durchgefiihrten Experimente; (B) Gemeinsame Auswertung der
Messwerte aller Experimente. Mittelwerte + S.E.M. des prozentualen Anteils der mit o-Synuclein-
Immunfluoreszenz kolokalisierten Bassoon-Immunfluoreszenz. *Signifikant verschieden vom entsprechenden
Kontrollwert (Fisher’s PLSD post hoc Test).

Ein Vergleich dieser Werte mittels ANOVA (ber die vier Experimente lieR einen
signifikanten Einfluss der Behandlung (Fi140=49,39; p<0,0001) erkennen. Uber alle
Experimente hinweg besteht also ein signifikanter Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen. Das wird durch gemeinsame Auswertung der Messwerte aller
Experimente bestatigt (Abb. 3.14 B; F;505=43,29; p<0,0001). Ferner lie die ANOVA einen
signifikanten Einfluss des Faktors Experiment (Fs3499=19,14; p<0,0001) sowie eine
signifikante Interaktion [Experiment x Behandlung] erkennen (F3499=6,41; p<0,0005). Der
signifikante Einfluss des Faktors Experiment weist auf Unterschiede zwischen den zu
unterschiedlichen Zeiten in unabhéngigen Versuchsreihen gewonnenen Daten hin, die auf
biologische und methodische Schwankungen (z.B. in Neuronenkulturen, Medien, Pharmaka,
Versuchsbedingungen) zurlckzufiihren sein dirften. Die Interaktion [Experiment X
Behandlung] konnte daraufhin weisen, dass die Behandlungsunterschiede nicht in allen
Experimenten das Niveau statistischer Signifikanz erreichen. Tatséchlich zeigt ein Vergleich
innerhalb der Einzelexperimente, dass signifikante Behandlungsunterschiede in den
Experimenten 1 (p<0,0001), 3 (p<0,05) und 4 (p<0,0001) nachweisbar waren, wahrend in
Experiment 2 der behandlungsbedingte Unterschied mit p=0,08 zwar eine deutliche Tendenz

aufweist, das Kriterium fir statistische Signifikanz jedoch verfehlt.
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Zusammengenommen sprechen diese Befunde fiir eine verminderte Kolokalisation von a-
Synuclein und Bassoon nach D1/D5-Dopaminrezeptoraktivierung mittels SKF38393. Da
beiden Proteinen Funktionen im Rahmen présynaptischer Mechanismen zugeschrieben
werden, deren a-Synuclein-vermittelte Modulation die Freisetzung von Neurotransmittern wie
Glutamat und Dopamin negativ beeinflussen kann (Nemani et al., 2010; Mukherjee et al.,
2010), weist eine dopaminerg induzierte Verminderung der a-Synuclein-Bassoon-
Kolokalisation moglicherweise auf eine Verminderung des Einflusses von a-Synuclein auf
solche Mechanismen hin, die von kritischer Bedeutung fur Lern- und Gedéachtnisprozesse sein
konnte. Die Relevanz von a-Synuclein fur FM-Diskriminierungslernen und seine
dopaminerge Modulation war daher Gegenstand der nachfolgend beschriebenen
Untersuchungen (Abschnitt 3.2.3).

3.2.3 FM-Diskriminierungslernen a-Synuclein-defizienter Mause

Die vorangegangenen Experimente weisen auf deutliche Veranderungen der Expression und
Lokalisation von a-Synuclein nach pharmakologischer dopaminerger Aktivierung hin. Unter
Einsatz eines a-Synuclein-defizienten Mausstammes im Vergleich zu Wildtyp-Stdmmen
sollte daher am FM-Diskriminierungsparadigma gepriift werden, ob a-Synuclein fiir den
Lernprozess selbst bzw. fiir dessen dopaminerge Modulation von Bedeutung ist. Fur diese
Experimente wurden C57BL/6JOlaHsd-Md&use eingesetzt, die eine chromosomale Deletion
(Del(6)SncalSlab) des a-Synuclein-Locus tragen. Zu Vergleichszwecken wurden Méuse
zweier C57BL/6J-Substimme herangezogen, die diese Deletion nicht aufweisen
(C57BL/6JCrl, C57BL/6JRccHsd). Alle Mause wurden an 16 Tagen einmal taglich in einer
Shuttle-Box daraufhin trainiert, zur Vermeidung elektrischer FuRreize auf das Ertonen
aufwérts und abwaérts modulierter Tone mit Ausibung bzw. Unterlassung von
Kompartimentwechseln zu reagieren. Als Mal fur die Diskriminierungsleistung wurde der
Wert D, d.h. die Differenz aus der Anzahl CR+ (Kompartimentwechsel nach bekraftigtem

Ton) und der Anzahl CR- (Kompartimentwechsel nach unbekraftigtem Ton), ermittelt.

Abbildung 3.15 zeigt ein Beispiel fir die Genotypisierung der drei verwendeten Substamme,
die regelmélig entsprechend dem im Abschnitt 2.2.5.5.1 beschriebenen PCR-Protokoll
durchgefihrt wurde. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten (Siegmund et al., 2005) war bei
Wildtypméusen eine Bande bei ca. 1200 bp nachweisbar, die bei den a-Synuclein-defizienten

Mausen fehlte.
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Vorversuche zur Ubertragung des Lernmodells vom Gerbil auf die Maus (Schicknick et al.,
unveroffentlicht) lieBen vermuten, dass C57BL/6JOlaHsd-M&use die FM-Diskriminierung
zwar erlernen, im Vergleich zu Wildtyp-Mausen aber Unterschiede in der Lernkinetik, d.h., in
der Veranderung der Diskriminierungsleistung Uber die Trainingstage, aufweisen.
Inshesondere ein schnellerer Lernerfolg wahrend der ersten Trainingstage, der Ahnlichkeiten
mit der Wirkung von SKF38393 auf das FM-Diskriminierungslernen des Gerbils aufwies, liel}
Unterschiede in der dopaminergen Modulation des Lernverhaltens zwischen den Substammen
vermuten, deren verhaltenspharmakologische Untersuchung Gegenstand der vorliegenden
Arbeit war. Diese Versuche fanden in Zusammenarbeit mit Dr. Horst Schicknick und Frau
Chris Theuerkauf statt. Die Substamm-Unterschiede in der Lernkinetik wurden unter
optimierten Trainingsbedingungen zunéachst an Méausen verifiziert, denen unmittelbar nach
der ersten Trainingssitzung physiologische Kochsalzlésung (Vehikel) intraperitoneal (i.p.)
verabreicht wurde. Nachfolgend wurde der Einfluss einer i.p. Injektion des D1/D5-
Dopaminrezeptor-selektiven Antagonisten SCH23390 bzw. der D1/D5-Dopaminrezeptor
selektiven Agonisten SKF38393, SKF83822 oder SKF83959 nach der ersten Trainingssitzung

auf die Unterschiede in der Lernkinetik zwischen den Substammen untersucht.

Fir die Verhaltensversuche wurden 40 C57BL/6JOlaHsd-Mause, 32 C57BL/6JCrl-Méuse
und 30 C57BL/6JRccHsd-Mé&use eingesetzt. Ein  Vergleich der (ber alle
Verhaltensexperimente gemittelten Diskriminierungsleistung D ist in Abbildung 3.16

dargestellt.
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Abb. 3.16: Vergleich der FM-Diskriminierungsleistung D von Mausen der Substdmme C57BL/6JCrl
(Wildtyp), C57BL/6JRccHsd (Wildtyp), und C57BL/6JOlaHsd (a-Synuclein-defizient) Uber alle
Behandlungsgruppen und Trainingstage. (A) Vergleich der drei Substamme. (B) Vergleich von C57BL/6JCrl
und C57BL/6JOlaHsd (links), C57BL/6JRccHsd und C57BL/6JOlaHsd (Mitte) sowie C57BL/6JCrl und
C57BL/6JRccHsd (rechts). Beachte die groRe Ahnlichkeit der Daten der Wildtyp-Substamme. (C) Vergleich der

zu einer Gruppe (snca™") zusammengefassten Daten beider Wildtyp-Substamme mit denen des Substammes
C57BL/6JOlaHsd (snca™). Mittelwerte + S.E.M.

Mittels ANOVA von D zwischen den drei Substdmmen (Abb. 3.16 A) oder zwischen
C57BL/6JOlaHsd und je einem der Wildtypstimme (Abb. 3.16 B links und Mitte) waren
signifikante Interaktionen von [Tag x Stamm] und [Tag x Stamm x Behandlung] nachweisbar,
die auf die Substamm-Unterschiede in der Lernkinetik und in deren pharmakologischer
Beeinflussbarkeit hinweisen. Dagegen erbrachte ein Vergleich zwischen den Wildtyp-
Substdammen (Abb. 3.16 B rechts) keinerlei signifikante Einfllisse oder Interaktionen der
Faktoren Substamm und Behandlung (Stamm: F;s5<1; Behandlung: Fsso<l; [Stamm X
Behandlung]: Fs50=1,46; Tag: Fi575=133,17 p<0,0001; [Tag x Stamm]: F1575=1,18; [Tag x
Behandlung]: Fs750=1,04; [Tag x Stamm x Behandlung]: Fs750<1). Die Daten der Wildtyp-

Substdamme wurden daher flr nachfolgende Analysen zusammengefasst und als Genotyp
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snca*™* bezeichnet, die des Substammes C57BL/6JOlaHsd als Genotyp snca” (Abb. 3.16 C).
ANOVA von D zwischen den pharmakologisch unterschiedlich behandelten Gruppen eines
jeden der Genotypen offenbarte eine Interaktion von [Tag x Behandlung] im Genotyp snca™,
nicht aber im Genotyp snca**. Das spricht dafir, dass in den nachfolgend beschriebenen
Einzelexperimenten vornehmlich die Lernkinetik des Genotyps snca’ durch die verwendeten

dopaminergen Pharmaka beeinflusst wurde.

In Abbildung 3.17 sind die zwischen den Mausen der Genotypen snca™* und snca’
bestehenden Unterschiede in der Lernkinetik Uber 16 Trainingstage und deren
Beeinflussbarkeit durch D1/D5-selektive Pharmaka, die lediglich nach der ersten
Trainingssitzung  systemisch  verabreicht wurden, vergleichend dargestellt. Nach
Kontrollinjektion von Vehikel (Abb. 3.17 A) zeigte sich, dass snca”-Mause zwar initial
schneller lernten, aber letztlich ein geringeres Diskriminierungsniveau erreichten als snca’’*-
Méause (ANOVA, Genotyp: Fi15<1l; [Tag x Genotyp]: Fi5225=2,93 p<0,0005). Diese
Unterschiede zwischen a-Synuclein-defizienten und nicht-defizienten Mausen waren durch
die verwendeten D1/D5-Dopaminrezeptor-selektiven Pharmaka in unterschiedlicher Weise
modulierbar. So fihrte der Antagonist SCH23390 (Abb. 3.17 B) zu einer nahezu
vollstdndigen Unterdriickung (ANOVA, Genotyp: F12:<1; [Tag x Genotyp]: Fi5315=1,25), der
Agonist SKF38393 (Abb. 3.17 C) dagegen zu einer deutlichen Verstarkung der Unterschiede
sowohl im ansteigenden Bereich als auch im asymptotischen Teil der Lernkurve (ANOVA,
Genotyp: F121<1; [Tag x Genotyp]: Fi5315=9,41 p<0,0001). Im Gegensatz zur Wirkung von
SKF38393, das sowohl an AZ-gekoppelte als auch an PLC-gekoppelte D1/D5-Rezeptoren
bindet, fuhrten die Signalweg-selektiven D1/D5-Agonisten entweder zu einer Verschérfung
der frihen sowie Nivellierung der spédten Unterschiede (Abb. 3.17 D: SKF83822, AZ-
stimulierend. ANOVA, Genotyp: F115=9,25 p<0,01; [Tag X Genotyp]: F1s5270=3,26 p<0,0001)
oder umgekehrt (Abb. 3.17 E: SKF83959, PLC-stimulierend. ANOVA, Genotyp: F;,<1; [Tag
X Genotyp]: Fi5105=2,23 p<0,01). Die Kombination von SKF83822 und SKF83959 (Abb.
3.17 F. ANOVA, Genotyp: F;<1; [Tag x Genotyp]: Fis120=4,32 p<0,0001) hatte dhnliche
Wirkung wie SKF38393 (vgl. Abb. 3.17 F und 3.17 C). Die Analyse der Anzahl
konditionierter Reaktionen (Tabellen 6.2-6.7 im Anhang) lasst im ansteigenden Bereich der
Lernkurve vornehmlich Unterschiede in der Anzahl CR-, im asymptotischen Teil dagegen

eher Unterschiede in der Anzahl CR+ zwischen den Genotypen erkennen.
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Abb. 3.17: Initiale Lernrate und asymptotische Gedichtnisleistung a-Synuclein-defizienter (snca™) und
nicht-defizienter (snca**) Mause im FM-Diskriminierungsparadigma und deren Modulierbarkeit durch
D1/D5-Dopaminrezeptor-selektive Pharmaka. Mause wurden einmal taglich fur 16 Tage im FM-
Diskriminierungsparadigma trainiert. VVehikel (A), der D1/D5-selektive Antagonist SCH23390 (B), die D1/D5-
selektiven Agonisten SKF38393 (C), SKF83822 (D), SKF83959 (E) oder eine Kombination aus SKF83822 und
SKF83959 (F) wurden unmittelbar nach der ersten Trainingssitzung intraperitoneal verabreicht (Pfeile).
Mittelwerte + S.E.M. der Diskriminierungsleistung D. * p<0,05 (Fisher’s PLSD post hoc Test).
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Zur Abschatzung sensorimotorischer oder motivationeller Defizite der Tiere wurde die
Anzahl der Seitenwechsel zwischen den Trainingslaufen (ITC, intertrial crossings) sowie die
relative Anzahl der absolvierten Fluchtreaktionen nach Einsetzen des Fulreizes (escape
reactions) aufgezeichnet (Tabellen 6.2—6.7 im Anhang). Fir beide Parameter waren in keinem
der Experimente signifikante Unterschiede zwischen a-Synuclein-defizienten und nicht-

defizienten Mausen nachweisbar.

Zusammenfassend lassen die an a-Synuclein-defizienten und nicht-defizienten Mausen
erhobenen Befunde vermuten, dass a-Synuclein im Verlaufe des FM-Diskriminierungslernens
in Mechanismen involviert ist, die durch Aktivierung von D1/D5-Dopaminrezeptoren
wéhrend und kurz nach dem initialen Lernereignis angestolen werden und (ber die
Interaktion von AZ- und PLC-abhéngigen Signalwegen die Lernrate wahrend der ersten
Trainingstage sowie die spatere Gedachtnisleistung in unterschiedlicher Weise beeinflussen

kdnnen.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung von Hirnstrukturen, Proteinen und
Signalwegen, die  potentiell an  dopaminerg im  Gerbil-AC  induzierten
gedachtnisunterstiitzenden Prozessen beteiligt sind. Dazu wurden einen Tag nach lokaler
Injektion der D1/D5-Agonisten SKF38393 (AZ- und PLC-stimulierend) oder SKF83959
(selektiv PLC-stimulierend) in den AC Proteine verschiedener Fraktionen der Hirnregionen
AC, FC, HC und ST im Vergleich zu Kontrollgruppen analysiert. Nach SKF38393-
Applikation waren die deutlichsten Proteoménderungen im AC, HC und ST, die geringsten
dagegen im FC nachweisbar, wéhrend nach SKF83959-Behandlung die starksten
Verénderungen im FC und wesentlich geringere im HC induziert wurden. Die Analyse der
identifizierten Proteine lieR vermuten, dass beide Agonisten zu Veranderungen bei Proteinen
fihrten, die in erster Linie den Kategorien ,,Zytoskelett-, Gerust- und ECM-Proteine*,
,,Mitochondriale Proteine und/oder Proteine des Energiemetabolismus*, aber auch ,,DNA-
und RNA-bindende Proteine, Transkription, Translation zugeordnet werden konnten.
Quantitdt und Richtung der in den verschiedenen Hirnregionen detektierten
Proteomveranderungen schienen von der Signalweg-Selektivitat des verwendeten Agonisten
abzuhdngen. Weiterfuhrende  Untersuchungen eines der dopaminerg regulierten
Kandidatenproteine, a-Synuclein, wiesen auf eine Erh6hung seiner Expression sowie auf eine
Verminderung seiner Kolokalisation relativ zum préasynaptischen Zytomatrixprotein Bassoon
nach SKF38393-Behandlung hin. Verhaltensbefunde defizienter Mause lassen vermuten, dass
a-Synuclein im Verlaufe des FM-Diskriminierungslernens in Mechanismen involviert ist, die
durch Aktivierung von D1/D5-Dopaminrezeptoren durch das initiale Lernereignis angestoen
werden und Uber AZ- und PLC-abhdngige Signalwege die Lernrate wéhrend der ersten
Trainingstage sowie die spatere Gedachtnisleistung unterschiedlich beeinflussen kénnen.

4.1 Dopaminerg vermittelte Proteomanderungen im Gerbilhirn

Heutige Sichtweisen neuraler Plastizitatsphanomene im Rahmen der Gedéchtnisbildung
gehen vom kombinierten Wirken verschiedener lerninduzierter Prozesse aus (Redondo &
Morris, 2011), die neben ged&chtnisstabilisierenden Mechanismen auch permissive
Mechanismen einschlieen, also Mechanismen, die die Fahigkeit zu lang anhaltenden
plastischen Verdnderungen erhéhen. So zeigte sich beispielsweise in olfaktorischen
Diskriminierungsparadigmen lerninduzierte Kortikale Plastizitat, die (ber mehrere Tage
anhielt und mit einer erhohten Lernféhigkeit einher ging (Saar & Barkai, 2009). Auch im
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Horkortex wurden Plastizitdtsphanomene beschrieben, die auditorischem
Diskriminierungslernen forderlich sind (Reed et al., 2011). Da sich solche Modifikationen
uber ganze Neuronen-Ensembles ausbreiten und nach einiger Zeit wieder ohne
Gedachtnisverlust verschwinden kénnen, stellen sie vermutlich nicht Mechanismen dar, die
fur die dauerhafte Speicherung spezifischer Gedachtnisinhalte in Frage kommen. Vielmehr
durften sie fir einen gewissen Zeitraum die Anzahl reaktiver neuronaler Netzwerke in
multiplen Hirnregionen fir aktivitiatsabhéngige plastische Veranderungen erhéhen, sie in eine
Art ,,Lern-Modus“ versetzen. Sowohl permissive als auch stabilisierende Mechanismen
koénnen Prozesse erfordern, die durch Neuromodulatoren (z.B. Dopamin) und nachgeschaltete
Proteinkinasen (z.B. mTOR) kontrolliert werden, wie Transkription, Translation, Proteolyse
und Dynamik zytoskelettaler Komponenten (Jaworski & Sheng, 2006; Redondo & Morris
2011).

Ahnliche Mechanismen diirften auch wahrend des FM-Diskriminierungslernens bei
Labornagern angestoRen werden. Hier fihrt das Lernereignis zu erhéhter Ausschittung von
Dopamin und anderen Neurotransmittern im Horkortex (Stark & Scheich, 1997). Durch
Aktivierung von NMDA-Typ-Glutamatrezeptoren (Schicknick & Tischmeyer, 2006) und von
D1-Klasse Dopaminrezeptoren (Schicknick et al., 2008; Schicknick et al., 2012), die
vorwiegend in den infragranuldaren Schichten 5 und 6 nachweisbar sind, scheinen
translationsabhéngige Prozesse mit unterschiedlichen Kinetiken und unterschiedlichen
Konsequenzen auf Verhaltensebene induziert zu werden (Kraus et al., 2002; Tischmeyer et
al., 2003; Schicknick et al., 2008). Wéhrend ein Prozess offenbar die Stabilitdt und
Abrufbarkeit des Gedéachtnisses bis zur nédchsten Trainingssitzung sichert, erhéhen andere
Prozesse, vermittelt Gber mTOR, moglicherweise die Pradisposition relevanter Netzwerke in
multiplen Hirnregionen — wie dem Horkortex selbst, aber auch dem Frontalkortex,
Hippokampus und Striatum (K&hne et al., 2012) — fur Mechanismen der Ged&chtnisbildung
an den darauf folgenden Tagen. Molekulare Prozesse, die im Rahmen solch lerninduzierter
permissiver Mechanismen in unterschiedlichen Hirnregionen angestoRen werden konnen,
durften auch im Zentrum der pharmakologischen Beeinflussung durch die in der vorliegenden
Arbeit lokal in den Horkortex applizierten D1/D5-Rezeptor-selektiven Agonisten gestanden

haben.
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4.1.1 Regionale Unterschiede der Proteoméanderungen

Wie vorangehend im Ergebniskapitel gezeigt wurde, sind Proteoménderungen nach lokaler
Applikation von Dopaminrezeptoragonisten in den AC nicht nur auf den AC selbst, also auf
die Zielregion der Injektion, beschrankt, sondern auch im FC, HC und ST detektiert worden.
Als eine Erklarung dafiir wére zundchst die Mdglichkeit einer weitldufigen Verteilung der
topisch applizierten Agonisten in Betracht zu ziehen. Wie jedoch an Ratten gezeigt werden
konnte (Vezina et al., 1994; Granon et al., 2000), erfolgt die Elimination von Benzazepinen
nach intrazerebraler Applikation in einem Zeitraum von 1-3 h, ihre Diffusion betragt kaum
mehr als 1,5 mm. Setzt man ein &hnliches Penetrationsverhalten fir den Horkortex des
Gerbils voraus, dann lassen sich die nach lokaler Injektion von SKF38393 bzw. SKF83959 in
diese Hirnregion beschriebenen, teils betrachtlichen regionalen Unterschiede in den
Proteomanderungen kaum durch rein pharmakokinetische Aspekte, wie Diffusion oder
Transport, erklaren. Vielmehr durften sie durch Agonist-Rezeptor-Interaktion kurz nach der
Injektion und nahe dem Zielort der Injektion induziert worden sein. Molekulare
Verdnderungen in teilweise relativ weit von der Zielregion der Injektion — dem Horkortex —
entfernten Hirnregionen, wie sie in der vorliegenden Arbeit beschrieben wurden, dirften also
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf lokal im Horkortex vermittelte plastische Einfllisse auf die

Kommunikation mit und zwischen verschiedenen Hirnregionen hinweisen.

In Ubereinstimmung mit dieser Annahme ist fiir den primaren Horkortex des Gerbils eine
bedeutende Zahl von Verbindungen zu Kkortikalen und subkortikalen Hirnstrukturen
nachgewiesen worden (Budinger et al., 2008). Ein Teil davon entféllt auf meist reziproke
kortikokortikale Verbindungen zu Strukturen, die in der vorliegenden Arbeit als ,,FC*
analysiert wurden (vgl. Schema in Abb. 2.1), wie orbitale, medial-préfrontale und frontale
Kortexbereiche. Rickkoppelnde Verbindungen aus diesen Regionen kénnen wiederum in die
supra- und infragranuldren Schichten des Horkortex projizieren. Weiterhin schlagen die
perirhinalen und entorhinalen Kortizes eine Bricke zwischen Al und der
Hippokampusformation. Horkortexneuronen projizieren ferner zu subkortikalen Bereichen,
wie dem ventralen und dorsalen Striatum (haufig sind Schicht-5-Neuronen Ausgangspunkt fiir
solche kortikostriatalen Verbindungen (Reiner et al., 2010)), und erhalten Projektionen von

modulatorischen Mittelhirnbereichen, z.B. der VTA.

FM-Diskriminierungslernen in der Shuttle-Box ist eine operante Konditionierung, in der die

Bedeutung (,,springen” oder ,nicht springen®) zweier verschiedener Tone anhand der
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Wabhrscheinlichkeit der Vermeidung elektrischer Strafreize erlernt wird. Hérkortexneuronen
scheinen dabei nicht nur in die Unterscheidung der Toéne und ihrer unterschiedlichen
Bedeutung involviert zu sein, sondern auch in die Wahl geeigneter Verhaltensstrategien und
die Bewertung des Strafreizes (Scheich et al., 2011). Zu den anatomischen Substraten solch
nicht-auditorischer und kognitiver Einfllisse zahlen die bereits erwéhnten Verbindungen des
Horkortex mit multiplen kortikalen und subkortikalen Hirnregionen, denen u.a. nicht-
sensorische, multimodale, assoziative und modulatorische Funktionen zugeschrieben werden
(Budinger et al., 2008). So scheint die FM-Diskriminierung u.a. eine Interaktion des
Horkortex und  prafrontaler  Kortexbereiche zu erfordern. Das wurde aus
Mikrodialysuntersuchungen geschlossen, die erhdhte kortikale Dopaminantworten wéahrend
und kurz nach Konditionierung von Gerbils auf FMs zeigten (Stark & Scheich, 1997; Stark et
al., 2004). Eine Erhohung der Dopaminausschittung in prafrontalen Arealen durch (direkte
oder indirekte) Interaktion mit dem AC konnte sich positiv auf kognitive Leistungen, wie
Aufmerksamkeit und Arbeitsgedachtnis, auswirken (Robbins & Arnsten, 2009; Granon et al.,
2000), sowie auf neuromodulatorische Einflisse subkortikaler Bereiche im Rahmen kortikaler
Plastizitatsprozesse (Fritz et al., 2007). Ferner haben prafrontaler Dopaminflux und
Horkortexaktivitdt ~ Auswirkungen auf nachgeschaltete dopaminerge  Zielregionen,
insbesondere das Striatum (Arnauld et al., 1996; Carr & Sesack, 2000; Takahata &
Moghaddam, 2000). Striatalen Substrukturen werden u.a. Funktionen in der motorischen
Kontrolle, der Verstarker-Evaluierung sowie der Entwicklung geeigneter Verhaltensstrategien
bei operanter Konditionierung zugeschrieben (Morris et al., 2010).

Denkbar ware, dass die pharmakologische Aktivierung von Horkortex-Dopaminrezeptoren
plastische Verédnderungen induziert, die ein leichteres Zusammenspiel sensorischer (z.B. AC),
Aufmerksamkeit steuernder (z.B. FC), Neuheit evaluierender (z.B. HC), Verstarker
evaluierender und motorischer (z.B. ST) und modulatorischer Systeme (z.B. VTA) wéhrend
des Lernprozesses ermoglichen und somit den Lernprozess selbst und die Gedachtnisbildung
erleichtern (Lisman & Grace, 2005). Da nach SKF38393-Injektion in den Gerbil-Horkortex
keine  Einflisse auf die  Akquisition der  FM-Diskriminierung und die
Kurzzeitgedachtnisbildung wahrend der darauf folgenden Trainingssitzung nachweisbar
waren, wohl aber auf die Geddachtnisleistung am néchsten Tag (Schicknick et al., 2008),
durften durch eine Aktivierung von D1/D5-Dopaminrezeptoren im Horkortex vornehmlich
Verdanderungen induziert werden, welche die Konsolidierung der neu erworbenen

Gedachtnisspur erleichtern.
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An Mechanismen der Gedachtniskonsolidierung scheinen Uber einen langeren Zeitraum
hinweg mehrere Hirnregionen beteiligt zu sein (Wiltgen et al., 2004; Frankland & Bontempi,
2005; Lesburguéres et al., 2011). So sprechen experimentelle Daten dafir, dass in zeitlicher
Néhe zur Enkodierung der Hippokampus eine schnelle, aber transiente Rolle bei der
Integration von Informationen verschiedenster kortikaler Hirnregionen zu einer
Gedachtnisspur, deren Speicherung und Abrufung spielt. Als Voraussetzung fiir die
permanente Einbettung der Gedé&chtnisspur erfolgt in dieser frihen Periode bereits eine
Markierung entsprechender kortikaler Netzwerke. Die Konsolidierung auf kortikalem Niveau
erfolgt dann langsam, Uber wiederholte Reaktivierung hippokampal-kortikaler Netzwerke,
wodurch intrakortikale Verbindungen mehr und mehr gestarkt werden. Uber Tage oder
Wochen verringert sich die Bedeutung des Hippokampus fiir die Organisation und Abrufung
des Gedé&chtnisses, wahrend die Rolle verschiedener Regionen des Kortex, insbesondere
frontaler Bereiche, immer mehr zunimmt.

Betrachtet man die in der vorliegenden Arbeit ermittelten regionalen Unterschiede der
Proteomanderungen unter diesem Aspekt, werden interessante Unterschiede deutlich. Wurde
SKF38393 in den AC injiziert, dann waren einen Tag spater wesentlich starkere
Proteoméanderungen im HC nachweisbar als im FC. Geht man von der Annahme aus, dass der
HC auch im FM-Diskriminierungsparadigma eine schnelle, aber transiente Rolle in der
Konsolidierung der neu erworbenen Gedéchtnisspur spielt und dass sich die im HC
detektierten Proteomanderungen forderlich auf diesen Prozess auswirken, dann waren diese
Befunde eine plausible Erklarung fur den schon innerhalb der ersten eins bis zwei Tage
messbaren forderlichen Einfluss von SKF38393 auf die Gedachtnisleistung (Schicknick et al.,
2008). Wurde SKF83959 in den AC appliziert, dann waren einen Tag spater wesentlich
starkere Proteomverénderungen im FC als im HC detektierbar. Geht man von der Annahme
aus, dass der FC auch im FM-Diskriminierungsparadigma noch wéhrend der Enkodierung
Veranderungen erfahren muss, die eine spatere Konsolidierung auf kortikalem Niveau
ermoglichen oder doch zumindest erleichtern, und dass sich die beobachteten
Proteomanderungen im FC forderlich auf diesen Prozess auswirken, dann waren diese
Befunde auf molekularer Ebene eine plausible Erklarung fir die erst nach mehreren Tagen
messbare Verhaltenswirksamkeit von SKF83959 im FM-Diskriminierungsparadigma

(Tischmeyer et al., unverdffentlicht).
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Abb. 4.1: Schematische Zusammenfassung der dopaminerg vermittelten regionalen Unterschiede der
Proteoméanderungen in den betrachteten Hirnregionen in Bezug auf das FM-Diskriminierungslernen nach
SKF38393- bzw. SKF83959-Injektion in den Horkortex von Gerbils. (A) Darstellung der in dieser Arbeit fur
die Proteom-analytischen Untersuchungen verwendeten D1-Klasse Dopaminrezeptoragonisten entsprechend
ihrer stimulierenden Wirkung auf AZ- bzw. PLC-gekoppelte D1/D5-Rezeptoren; (B) Lernkinetik der
Unterscheidung der Richtung linear-frequenzmodulierter Tdne in einer Shuttle-Box unter Einfluss der
Dopaminagonisten SKF38393 bzw. SKF8395 nach Injektion in den Horkortex von Gerbils im Vergleich zu
Vehikel-behandelten Kontrollen; (C) Madgliche zusammenfassende Schlussfolgerungen der dopaminerg
vermittelten regionalen Proteomanderungen im Gerbilhirn nach SKF38393- bzw. SKF83959-Behandlung
bezugnehmend auf das FM-Diskrimierungslernen nach SKF38393-bzw. SKF83959-Injektion in den Horkortex
von Gerbils.
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Ein moglicher Zusammenhang zwischen den dopaminerg vermittelten regionalen
Proteomanderungen im Gerbilhirn nach SKF38393- bzw. SKF83959-Behandlung und dem
FM-Diskrimierungslernen nach SKF38393-bzw. SKF83959-Injektion in den Horkortex von
Gerbils ist schematisch in Abbildung 4.1 dargestellt.

Regionale Unterschiede zwischen den Proteomanderungen nach SKF38393 und SKF83959
lassen also in Ubereinstimmung mit friheren Verhaltensbefunden Einflisse auf
unterschiedliche Aspekte systemischer Gedachtniskonsolidierung vermuten. So scheint die
gemeinsame Aktivierung AZ- und PLC-stimulierender D1/D5-Rezeptoren mittels SKF38393
im Hoérkortex Prozesse anzustoRen, die u.a. plastische Veranderungen im HC induzieren und
frihe Mechanismen der Konsolidierung der frisch erworbenen Gedachtnisspur unterstiitzen.
SKF83959 dagegen, das selektiv PLC-gekoppelte D1/D5-Rezeptoren aktivieren und die
dopaminvermittelte Aktivierung AZ-gekoppelter Signalwege sogar vermindern kann, scheint
im Horkortex Prozesse anzustoRen, die vornehmlich plastische Veréanderungen im FC
induzieren und spatere, Uber einen ldngeren Zeitraum andauernde Mechanismen der

Gedachtniskonsolidierung modulieren.
4.1.2 Molekulare Unterschiede der Proteoméanderungen

In der vorliegenden Arbeit wurden Proteine einer mit lI6slichen (TP) und einer mit
synaptischen Proteinen angereicherten Fraktion (SP) der verschiedenen Hirnregionen
analysiert. Die TP-Fraktion beinhaltet hauptséchlich integrale Membranproteine, membran-
assoziierte Proteine, zytosolische Proteine sowie ECM-Proteine. Die SP-Fraktion enthalt
vornehmlich Zytoskelett- und Gerist-Proteine sowie Membranproteine und Komponenten
intrazelluldrer Signalsysteme, die fest mit der synaptische Zytomatrix assoziiert sind, und
ECM-Proteine (Smalla et al., 2000). Diese Proteine zeigen Uberraschend hohe Umsatzraten
und Mobilitat (Bingol & Sheng, 2011; Sheng & Hoogenraad, 2007; Ehlers, 2003). Sie kénnen
einer dynamischen Regulation durch posttranslationale Modifikationen, wie z.B.
Phosphorylierung und Ubiquitinierung, unterliegen, die fir Umverteilung, Proteasom-
vermittelten Abbau oder lokale Neusynthese einzelner Proteine entscheidend sein kdnnen. Die
Abundanz eines Proteins in den untersuchten biochemischen Fraktionen kann also sowohl von
seinen Synthese- und Abbauraten abhangen als auch von der Starke von Protein-Protein-

Interaktionen, die durch posttranslationale Modifikationen reguliert werden kénnen.

Sowohl nach SKF38393-Injektion als auch nach SKF83959-Injektion in den Gerbil-

Horkortex sind durch die vorliegenden Proteomanalysen in grofler Anzahl mitochondriale
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Proteine in regulierten Spots der untersuchten Hirnregionen und Proteinfraktionen identifiziert
worden. Mitochondrien sind hochmobile Organellen eukaryotischer Zellen, die neben ihrer
bekannten Rolle als , Kraftwerk der Zelle* in eine Reihe weiterer vitaler Zellfunktionen, wie
z.B. Regulation von Kalziumhomoostase und Apoptose, involviert sind. In Neuronen kdnnen
sich Mitochondrien aktivitatsabhéngig innerhalb und zwischen somatischen, dendritischen
und axonalen Zellkompartimenten bewegen, wo sie wu.a. als Plattform flr
Signaltransduktionskomponenten dienen und durch ATP-Bereitstellung plastizitatsrelevante
Prozesse, wie Transport von RNA- und Proteinpartikeln und Reorganisation des Zytoskeletts,
unterstiitzen kénnen (Ubersicht bei Cheng et al., 2010).

Die Kategorie der Zytoskelett- und Geristproteine zéhlte mit weit mehr als 100 in regulierten
Spots identifizierten Vertretern ebenfalls zu den am starksten modulierten Proteingruppen,
unabhdangig von der untersuchten Hirnregion. Zusammen mit dem Auffinden verschiedener
Komponenten Proteasom-vermittelten Proteinabbaus konnte das darauf hindeuten, dass
Elemente der Zellstruktur, des subsynaptischen Zytoskeletts und seiner Verbindungen zu
GerUstproteinen der pra- und postsynaptischen Zytomatrix in verschiedenen Hirnregionen in
hohem MaRe der Modulation durch kortikale dopaminerge Aktivitat unterliegen, in deren
Folge Reorganisationsprozesse im Rahmen lerninduzierter Plastizitdtsphanomene erleichtert
sein konnten. Tatsachlich erfahren solche Proteine auch eine lerninduzierte Modulation. So
wurden Expressionsveranderungen von Zytoskelettproteinen 4 h nach Induktion von
Langzeitpotenzierung nachgewiesen (McNair et al., 2006), einer gut untersuchten Form
synaptischer Plastizitat, die als ein Modell fir Lern- und Ged&chtnis-relevante Plastizitét
angesehen wird. Ferner wurde im Hippokampus der Ratte nach Erlernen einer rdumlichen
Aufgabe ein frihes Ansteigen Proteasom-vermittelter Proteindegradation, gefolgt von einer
dynamischen Regulation verschiedener Vertreter der Aktin-, Tubulin- und Neurofilament-
Familien Uber einen Zeitraum von 24 h hinweg beobachtet (Monopoli et al., 2011). Diese
Befunde weisen darauf hin, dass lerninduzierte Prozesse die Monomer-Polymer-Balance der

Hauptkomponenten des Zytoskeletts tiber mindestens 24 h verdndern kénnen.

In Ubereinstimmung damit wurde kiirzlich im AC, FC, HC und ST der Maus 6 h und 24 h
nach FM-Diskriminierungslernen das verminderte Auftreten einer Reihe grofRer
Multidoménenproteine in der synaptisch angereicherten Proteinfraktion (SP) detektiert
(K&hne et al.,, 2012). Da fur solche Proteine u.a. Funktionen in der Regulation von

Zusammenhalt und Dynamik verschiedener zytoskelettaler Elemente bekannt sind, kdnnten
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die beobachteten Verdnderungen auf eine lerninduzierte ,,Auflockerung* prd- und
postsynaptischer Zytomatrizes als Voraussetzung fiir Umorganisationsprozesse im Rahmen
kinftiger Lernereignisse hindeuten. Interessanterweise waren diese Veranderungen fast
ausschlieRlich in den Mausen nachweisbar, die auch wirklich die Mdglichkeit hatten, die FM-
Diskriminierung zu erlernen, nicht aber in Kontrolltieren, denen lediglich eine entsprechende
Zahl von Ton- oder Strafreizen verabreicht wurde. Beriicksichtigt man, dass konditionierte
Tiere im Gegensatz zu kontrollstimulierten Tieren u.a. eine erhéhte Kkortikale
Dopaminfreisetzung aufweisen (Stark & Scheich, 1997; Stark et al. 2004), dann wére auch in
dieser Studie die kortikale Dopaminrezeptoraktivierung als ein Modulator permissiver
Mechanismen in den untersuchten kortikalen und subkortikalen Hirnregionen in Betracht zu
ziehen. Aus methodischen Grunden konnten diese riesigen Multidomanenproteine nicht
Gegenstand der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sein. Interessant wére aber z.B. die
Frage, ob die Abundanz solcher Proteine in der SP-Fraktion der verschiedenen Hirnregionen
auch durch pharmakologische Aktivierung von Dopaminrezeptoren im HOrkortex

modulierbar ist.

Betrachtet man Veranderungen der Zytoskelett- und Geriistproteine in der SP-Fraktion von
HC und FC, dann féllt eine gegenldufige Regulation durch die verschiedenen in den AC
injizierten Agonisten auf. Wéhrend nach SKF38393 die meisten dieser Proteine im HC in
hochregulierten und im FC in herunterregulierten Spots detektiert wurden, war die Richtung
der Veranderungen nach SKF83959 umgekehrt. Geht man davon aus, dass Verdnderungen in
der SP-Fraktion einer Hirnregion Plastizitdtsphdnomene widerspiegeln, die mit veranderter
synaptischer Kommunikation einhergehen, dann koénnten die nach Injektion der
verschiedenen Agonisten in den AC detektierten Modulationen von Zytoskelett- und
GerUstproteinen in der SP-Fraktion des HC und FC wiederum auf funktionelle Unterschiede
hinweisen, wie sie im vorangegangenen Abschnitt mit Blick auf den forderlichen Einfluss auf

systemische Mechanismen der Ged&chtniskonsolidierung diskutiert worden sind.

Im FM-Diskriminierungsparadigma kann der einen Tag nach lokaler Injektion von SKF38393
in den Gerbil-Horkortex nachweisbare gedéchtnisférdernde Effekt entweder durch Ko-
Injektion des Proteinsynthese-Inhibitors Anisomycin oder des mTOR-Inhibitors Rapamycin
unterdriickt werden (Schicknick et al., 2008). Die Induktion des gedachtnisfordernden Effekts
durch SKF38393 erfordert also offenbar mMTOR-vermittelte, translationsabhéngige

Veranderungen im AC. Erfolgt die Inhibitor-Injektion in den AC erst kurz nach der ersten
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Trainingssitzung, also einen Tag nach der SKF38393-Injektion, dann st der
gedachtnisfordernde Effekt zwar noch durch den generellen Proteinsyntheseblocker
Anisomycin unterdriickbar, aber nicht mehr durch Rapamycin, das nur den mTOR-
kontrollierten Teil der mRNA-Translation hemmt. Das heil3t offenbar, wenn durch SKF38393
bereits einen Tag vor dem Lernereignis mTOR-vermittelte, translationsabhéangige
Verdanderungen im Horkortex induziert werden, dann ist zuséatzliche mTOR-abhéngige
(Rapamycin-sensitive) Translation im Horkortex fur Prozesse der Gedachtnisbildung wahrend
der Postakquisitionsphase nicht weiter erforderlich, wahrend andere Anisomycin-sensitive
Translationsmechanismen immer noch intakt sein muissen. Die Proteinkinase mTOR gilt u.a.
als ein Regulator lokaler, dendritischer Proteinsynthese (neuere Ubersicht bei Troca-Marin et
al., 2012). Zu den Funktionen von mTOR zahlt die Kontrolle der Translation bestimmter
MRNA-KIlassen, z.B. solcher, die Komponenten und Regulatoren der Translationsmaschinerie
selbst kodieren. Eine denkbare Erklarung fir den geddchtnisfordernden Effekt von SKF38393
war daher (Schicknick et al., 2008), dass Dopaminrezeptor-vermittelte mTOR-Aktivierung im
Horkortex einen Anstieg der Translationskapazitdt in Synapsen des Horkortex bewirken
konnte, der dann Uber einen Zeitraum von Stunden oder Tagen eine bei Bedarf schnellere
Verfligbarkeit plastizitatsrelevanter Proteine durch vermehrte (Rapamycin-insensitive)

Synthese ermdglicht.

Tatsachlich waren in der vorliegenden Arbeit nach Behandlung mit SKF38393 verschiedene
RNA-bindende Proteine (z.B. hnRNPs der Familien A, H, K, L) in der SP-Fraktion des AC
identifiziert worden, was auf einen Einfluss der Agonistwirkung auf lokale (dendritische,
synaptische) Translationsprozesse hindeuten konnte. HnRNP K beispielsweise weist eine
Vielzahl nukledrer und zytoplasmatischer Funktionen auf. Als eine Art ,,Andockstation*
ermoglicht es die Integration verschiedener Signalkaskaden und erleichtert somit die
Kommunikation zwischen Kinasen und Faktoren, die in die Regulation der Genexpresson auf
Ebene der Transkription und posttranskriptionaler Prozesse involviert sind (Bomsztyk et al.,
2004; Han et al., 2010). In Neuronen spielt hnRNP K u.a. eine Rolle in der
posttranskriptionalen Regulation der Expression zytoskelettaler Komponenten (Thyagarajan
& Szaro, 2008). Entgegen der Erwartung waren diese Proteine, die u.a. in die Regulation von
Stabilitat, Transport und Translation von mRNAs involviert sein kénnen, aber im Horkortex
SKF38393-behandelter  Gerbils der vorliegenden Studie fast ausnahmslos in
herunterregulierten Spots detektiert worden. Dagegen waren die meisten dieser Proteine in

hochregulierten Spots der SP-Fraktion des HC nachweisbar. Sieht man die Abundanz solcher
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RNA-bindenden Proteine in der SP-Fraktion als einen Indikator fir lokale
Translationsaktivitdt an, dann konnten diese Befunde darauf hinweisen, dass SKF38393-
Injektion in den AC nicht im AC zu einer langer anhaltenden Aktivierung des lokalen
Translationsapparates fuhrt, sondern im HC. D1/D5-Rezeptoraktivierung im AC mittels
SKF38393 konnte also Uber eher schnelle, transiente, mTOR-vermittelte Translationsprozesse
zu Anderungen synaptischer Signaliibertragung im AC fiihren, in deren Folge in anderen,
direkt oder indirekt mit dem AC verbundenen Hirnregionen, wie dem HC, Kapazitat und/oder
Aktivitat des lokalen Translationsapparates erhoht wird. Ahnliche Mechanismen, allerdings
vermutlich an andere intra- und interneuronale Signalwege gekoppelt, wéren fir die Wirkung
von lokal in den AC injiziertem SKF83959 zu postulieren. Hier waren in der SP-Fraktion des
FC verschiedene dieser RNA-bindenden Proteine in hochregulierten Spots identifiziert

worden, wéhrend sie in der SP-Fraktion des HC kaum auffallig wurden.

Ein denkbarer Mechanismus der dopaminergen Modulation synaptischer Signalubertragung
im AC kdnnte sein, dass — wie fiir hippokampale Neuronen beschrieben (Smith et al., 2005) —
D1/D5-Rezeptoraktivierung Uber Rapamycin-sensitive lokale Proteinsynthese die Insertion
von AMPA-Rezeptoren und somit die synaptische Transmission kontrolliert. Ferner wurde an
kortikalen Neuronen gezeigt, dass eine pharmakologische Aktivierung von D1/D5-Rezeptoren
offenbar Gber présynaptische Mechanismen zur Erhohung der spontanen Glutamatfreisetzung
und somit der Frequenz von Miniaturereignissen auf postsynaptischer Seite, so genannten
mMEPSCs, fuhren kann (Chu et al., 2010). Solche mEPSCs wiederum haben das Potential, tiber
die Regulation lokaler Translationsprozesse synaptische Ubertragungseigenschaften
dynamisch zu verdandern (Sutton et al., 2006).

Zusammenfassend scheint die Analyse identifizierter Proteine darauf hinzuweisen, dass
sowohl die Injektion von SKF38393 als auch von SKF83959 in den Horkortex die Interaktion
mit anderen gedachtnisrelevanten Hirnstrukturen in einer Weise moduliert, die auf zellular-
molekularer Ebene dahnliche Mechanismen anspricht. Hier sind in erster Linie Verdnderungen
im Bereich von Proteinen aufféllig, die moglicherweise im Zusammenhang mit strukturellen
Reorganisationsprozessen zu sehen sind, wie Zytoskelett-/Gerustproteine und RNA-bindende
Proteine. Hirnregion und Richtung der detektierten Proteomverénderungen scheinen dabei

von der Art des in den Horkortex injizierten Agonisten abzuhé&ngen.
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4.2 a-Synuclein: Dopaminerge Regulation und FM-Diskriminierungslernen

Eines der mittels Proteom-Analyse im Gerbil-Horkortex einen Tag nach SKF38393-Injektion

in einem signifikant hochregulierten Spot identifizierten Kandidatenproteine ist a-Synuclein.

a-Synuclein ist ein kleines (140 Aminosauren) peripheres Membranprotein, das ursprunglich
in Verbindung mit synaptischen Vesikeln entdeckt wurde (Maroteaux et al., 1988). a-
Synuclein wird in einer Reihe von neuronalen und nicht-neuronalen Zelltypen exprimiert
(Dev et al., 2003). Es ist offenbar ubiquitdr im Gehirn exprimiert (lwai et al., 1995). Im
Verlaufe der Embryonalentwicklung ist die Expression von a-Synuclein wahrend Zeiten der
Synapsenbildung erhoht (George et al., 1995). Bei verschiedenen neurodegenerativen
Erkrankungen, wie Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer, akkumuliert a-Synuclein in
Lewy bodies und dystrophischen Neuriten in der Substantia nigra (Spillantini et al., 1997).
Im a-Synuclein-Molekiil bilden sieben sich wiederholende, aus 11 Aminosduren bestehende
Motive eine N-terminale amphipathische Helix (Davidson et al., 1998), die uber
Membranbindung zur prasynaptischen Lokalisation des Proteins und seiner Assoziation mit

synaptischen Vesikeln beitragt (Jensen et al., 1998; Fortin et al., 2004).

a-Synuclein ist u.a. in die Regulation verschiedener Aspekte des Dopaminmetabolismus wie
Synthese, vesikulare Speicherung und Freisetzung involviert (neuere Ubersicht bei Cheng et
al., 2011a). So kann es als Gegenspieler von 14-3-3-Proteinen Phosphorylierung und Aktivitat
der Tyrosinhydroxylase und somit die Dopaminsynthese regulieren. Ferner greift a-Synuclein
meist inhibierend in verschiedene Schritte des synaptischen Vesikelzyklus ein. Das kann Gber
eine. Hemmung der Phospholipase D2 geschehen, uber eine Modulation des
Polymerisationsstatus von Aktin, oder Gber eine Chaperonfunktion bei der SNARE-Komplex-
Bildung. a-Synuclein  gilt als negativer Regulator der aktivitdtsabhangigen
Dopaminfreisetzung, ist aber auch in die Regulation der Freisetzung anderer Transmitter
(darunter Glutamat, Noradrenalin) involviert (Abeliovich et al., 2000; Cabin et al., 2002;
Perez et al., 2002; Sidhu et al., 2004; Yavich et al., 2004; Bonini & Giasson, 2005; Peng et al,
2005; Yu et al., 2005; Gureviciene et al., 2007; Bellani et al., 2010; Lou et al., 2010; Wu et
al., 2011).

4.2.1 Dopaminerge Regulation der Abundanz von a-Synuclein in vivo

In der vorliegenden Arbeit wurde a-Synuclein nach Applikation von SKF38393 in den AC in

der TP-Fraktion des AC in einem hochregulierten Spot nachgewiesen. Diese Regulation
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wurde in der Immunblot-Analyse bestatigt. a-Synuclein ist vornehmlich prasynaptisch
lokalisiert (Maroteaux et al., 1988) und wurde im Proteomscreen in der tritonldslichen
Fraktion identifiziert. Dies stimmt mit Angaben der Literatur (berein: biochemische
Gehirnfraktionen weisen darauf hin, dass a-Synuclein zur l6slichen Proteinfraktion gehort
(George et al., 1995; Kahle et al., 2000). Die Hochregulation von a-Synuclein im AC nach
SKF38393-Applikation konnte als direkter Effekt der Agonist-Rezeptor-Interaktion gedeutet

werden, da dieser lokal in den AC injiziert wurde.

Nach Applikation von SKF83959 konnte a-Synuclein nicht in regulierten Spots identifiziert
werden. Madglicherweise ist a-Synuclein Uber die Aktivierung des AZ-gekoppelten
Signalweges im AC reguliert. Ein Weg, diese Vermutung zu bestétigen, ware eine weitere
Immunblot-Analyse, in der SKF83822, welches nur den AZ-vermittelten Signalweg reguliert,
appliziert wirde. Somit wirde der AZ-basierte Signalweg selektiv aktiviert werden. Falls a-
Synuclein in dieser Analyse als reguliert gefunden wurde, wére dies ein Indiz der Regulation
von a-Synuclein Uber den AZ-Signaltransduktionsweg nach D1/D5-Dopaminrezeptor-

Aktivierung.

Die vorliegenden Befunde weisen also auf eine erhohte Abundanz von a-Synuclein in der
I6slichen Proteinfraktion des Horkortex 24 h nach pharmakologischer Aktivierung von
D1/D5-Dopamirezeptoren in  derselben Hirnregion mittels SKF38393 hin. Die
modulatorischen Funktionen von a-Synuclein bei glutamatergen und dopaminergen
Neurotransmissionsprozessen und die Bedeutung dieser Transmissionssysteme fir FM-
Diskriminierungslernen (Schicknick & Tischmeyer, 2006; Schicknick et al., 2008; Schicknick
et al., 2012) waren auschlaggebend fir weiterfiihrende Untersuchungen der Regulation dieses

Proteins.
4.2.2 Dopaminerge Regulation der Lokalisation von a-Synuclein in vitro

Zunachst wurden mittels Immunfluoreszenztechnik an Neuronenkulturen mogliche
Anderungen der subzelluldren Verteilung dieses Proteins im Rahmen synaptischer
Umorganisationsprozesse nach Dopaminagonistbehandlung untersucht. Es zeigte sich eine
verminderte  Kolokalisation von a-Synuclein relativ. zu dem prasynaptischen
Zytomatrixprotein Bassoon nach SKF38393-Behandlung. Da beiden Proteinen Funktionen im
Rahmen présynaptischer Mechanismen zugeschrieben werden, deren a-Synuclein-vermittelte
Modulation die Freisetzung von Neurotransmittern wie Glutamat und Dopamin beeinflussen

kann (Burré et al., 2010; Fortin et al., 2010; Nemani et al., 2010; Mukherjee et al., 2010),
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weist eine dopaminerg induzierte Verminderung der a-Synuclein-Bassoon-Kolokalisation
maoglicherweise auf eine Verminderung dieses Einflusses von a-Synuclein im Rahmen
plastischer Mechanismen hin, die von kritischer Bedeutung fiir Lern- und Gedéchtnisprozesse

sein kdnnte.

Tatséchlich sprechen verschiedene experimentelle Daten fiir eine Rolle von a-Synuclein bei
synaptischen Plastizitatsphanomenen (Ubersicht bei Cheng et al., 2011a). Bei Singvogeln
wird es beispielsweise in distinkten Populationen préasynaptischer Terminalien im Verlauf des
Gesanglernens verstarkt exprimiert (Hartman et al.,, 2001). Verschiedene Modelle mit
manipulierter a-Synuclein-Expression sprechen fir eine Modulation sowohl von Kurzzeit- als
auch von Langzeit-Plastizitat in verschiedenen Hirnregionen, einschliellich kortikaler,
hippokampaler und striataler Areale (Abeliovich et al., 2000; Steidl et al., 2003; Gureviciene
et al., 2007, Gureviciene et al., 2009; Watson et al., 2009). Eine Bedeutung von a-Synuclein
sowohl fiir hippokampale Langzeitpotenzierung als auch fir prasynaptische Formen von
Langzeitdepression sind beobachtet worden (Liu et al., 2004; Liu et al., 2007, Watson et al.,
2009). Meist werden die Mechanismen der Modulation synaptischer Plastizitdt durch o-
Synuclein mit seinen présynaptischen Funktionen in Zusammenhang gebracht. Vor dem
Hintergrund der in der vorliegenden Arbeit nach SKF38393 beobachteten, scheinbar
gegenldufigen Verdnderungen in der Abundanz von a-Synuclein und seiner Kolokalisation
mit dem présynaptischen Protein Bassoon ist zu beachten, dass a-Synuclein auch wichtige
Funktionen in anderen Zellkompartimenten zugeschrieben werden. Dazu gehéren u.a.
Einflisse auf die SNARE-Komplexbildung bei ER (Endoplasmatisches Retikulum)-Golgi-
Transportmechanismen (Thayanidhi et al., 2010) sowie auf Clathrin-vermittelte Endozytose
von Rezeptoren (Cheng et al., 2011b).

4.2.3 FM-Diskriminierungslernen a-Synuclein-defizienter Mause

Die vorangegangenen Experimente weisen auf deutliche Veranderungen der Expression und
Lokalisation von a-Synuclein nach pharmakologischer dopaminerger Aktivierung hin. Die
Relevanz von a-Synuclein fir FM-Diskriminierungslernen und seine dopaminerge
Modulation wurde daher an a-Synuclein-defizienten Mausen (C57BL/6JOlaHsd; snca”) und
nicht-defizienten Mausen (C57BL6/6JRccHsd und C57BL/6JCrl; snca™) untersucht. a-
Synuclein-defiziente M&duse weisen eine Deletion im Chromosom 6 auf. Diese Deletion
wurde bereits gut untersucht und ist dafur bekannt, dass sie zwei Gene beinhaltet: eins fur a-
Synuclein und eins fur Multimerin-1 (Specht & Schoépfer, 2001; Specht & Schépfer, 2004).
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Die Multimerin-1-Expression konnte bisher im Gehirn nicht nachgewiesen werden und dirfte
daher mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht zum Verhaltensphanotyp der Mé&use beitragen.
C57BL/6JOlaHsd-M&duse  haben eine normale Lebenserwartung, weisen keine
offensichtlichen sensorimotorischen oder motivationellen Defizite auf und sind in der Lage,
raumliche und olfaktorische Aufgaben normal zu erlernen (Chen et al., 2002; Jich et al.,
2009).

Im FM-Diskriminierungsparadigma lernten snca”-Mause zwar wiéhrend der ersten
Trainingstage schneller, erreichten aber letztlich ein geringeres Diskriminierungsniveau als
snca”*-Mause. Die hohere Akkuratesse der snca’-Mause wihrend der ersten Trainingstage
ist vornehmlich auf eine geringere Zahl falscher Antworten zurtickzufiihren (vgl. Tabelle 6.2-
6.7 im Anhang). Das konnte auf eine mdgliche foérderliche Rolle von a-Synuclein fir
impulsives Verhalten hinweisen, wie sie kurzlich nahegelegt wurde (Pefia-Oliver et al., 2012)
— snca”-Méause konnten also weniger spontane Reaktionen zeigen als snca™*-Mause und
dadurch eine hohere Fehlerfreiheit erreichen. Allerdings wiesen die Intertrial-Aktivitaten in
der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Mausen auf, und die Anzahlen falscher Antworten glichen sich an den folgenden
Trainingstagen an, sodass Unterschiede in der Impulsivitat als alleinige Erklarung fiir die
Unterschiede im Lernverhalten kaum in Frage kommen durften. Gemessen an der Intertrial-
Aktivitdt und am Fluchtverhalten nach Einsetzen des Strafreizes ist es ferner
unwahrscheinlich, dass Unterschiede sensorimotorischer und/oder motivationeller Art

messbar zu den Unterschieden im Diskriminierungsverhalten beigetragen haben.

Fir snca’-Mause konnte allerdings eine erhohte Rate operanten Verhaltens wahrend
intrakranialer Selbststimulation gezeigt werden (Oksman et al., 2006), die durch einen
Wegfall des negativen Einflusses von a-Synuclein auf die dopaminerge Transmission erklart
wird. Tatsachlich wurden die Unterschiede im FM-Diskriminierungslernen zwischen snca’-
und snca”*-Mausen durch den D1/D5-Antagonisten SCH23390 unterdriickt, wenn dieser
lediglich nach der ersten Trainingssitzung systemisch appliziert wurde, und durch den D1/D5-
Agonisten SKF38393 verstarkt. SKF83822, das selektiv den AZ-gekoppelten Signalweg
stimuliert, beeinflusst vornehmlich das Diskriminierungsverhalten an den ersten
Trainingstagen, wahrend SKF83959, welches selektiv PLC-gekoppelte D1/D5-Rezeptoren
aktivieren und die dopaminvermittelte Aktivierung AZ-vermittelter Signalwege sogar

vermindern kann, Einfluss auf die spétere Gedé&chtnisleistung nimmt. Offenbar werden
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wéhrend der ersten Trainingssitzung AZ- und PLC-gekoppelte Mechanismen dopaminerg
induziert, die ihrerseits die Lernrate an den darauf folgenden Trainingstagen bzw. die letztlich

erreichte Gedachtnisleistung unterschiedlich beeinflussen.

a-Synuclein scheint also im Verlaufe des FM-Diskriminierungslernens in Mechanismen
involviert zu sein, die durch Aktivierung von D1/D5-Dopaminrezeptoren wahrend und kurz
nach dem initialen Lernereignis angestoen werden und Uber die Interaktion von AZ- und
PLC-abhangigen Signalwegen die Lernrate wahrend der ersten Trainingstage sowie die
spatere Gedéachtnisleistung in unterschiedlicher Weise beeinflussen kénnen. Trotz methodisch
bedingter Unterschiede (Spezies Maus, systemische Applikationstechnik) befinden sich die
Zeitverlaufe der Verhaltenswirksamkeit AZ-stimulierender und PLC-stimulierender D1/D5-
Agonisten im Einklang mit den friheren, am Gerbil nach topischer Agonistapplikation
erhobenen Verhaltensbefunden (Schicknick et al., 2008; Tischmeyer et al., unveréffentlicht).
Zusammen mit den im ersten Teil der Arbeit beschriebenen Ergebnissen der Proteomanalysen
konnten sie auf permissive Prozesse hinweisen, die unterschiedliche Mechanismen der
systemischen Gedachtniskonsolidierung unter Einbeziehung hippokampaler und Kkortikaler

Strukturen unterstitzen.
4.3 Ausbhlick

In der vorliegenden Arbeit konnte aus methodischen Griinden nicht zwischen neuronalem und
glidrem Proteom unterschieden werden. Eine Zelltyp-spezifische Methode, die GINCAT-
Methode (genetically introduced non-canonical amino acid tagging) (Ngo et al., 2009;
Dieterich, 2010), mit der eine Differenzierung der Proteinsynthese zwischen Neuronen und
Glia mdoglich ist, konnte hier im Rahmen kinftiger pharmakologischer und
verhaltensexperimenteller Studien Anwendung finden. Dartber hinaus sollte die Protein-
Identifikationstechnik BONCAT (bioorthogonal amino acid tagging) eine spezifische und
zeitauflosende Identifikation neu synthetisierter Proteine erlauben (Dieterich et al., 2006).
Diese Fragen sind u.a. Gegenstand weiterfuhrender Untersuchungen im Rahmen des SFB779.
Desweiteren stellt sich die Frage, inwieweit Proteine, die mittels 2D-Gelelektrophorese nicht
erfasst werden, wie z. B. Bassoon und Piccolo, dopaminerg reguliert werden. Weiterfiihrende
Arbeiten konnten daher mit der von Kahne et al. (2012) verwendeten Technik der
Identifizierung ICPL (Isotope-coded protein label)-markierter Peptide (Schmidt et al., 2005)
mittels nano-LC-ESI-lonenfallen-Tandem-Massenspektrometrie durchgefihrt werden. Ferner

waére die Frage interessant, ber welchen Signalweg nach D1-Klasse Rezeptor-Aktivierung a-
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Synuclein reguliert wird. Proteinanalytische Untersuchungen im Rahmen pharmakologischer
Experimente, in denen z.B. SKF83822 in den Horkortex injiziert wirde, welches selektiv den

AZ-gekoppelten Signalweg aktiviert, kdnnten diese Frage einer Beantwortung naher bringen.
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Anhang

6. Anhang

6.1 Abklrzungsverzeichnis

AAF anteriores auditorisches Feld

AC auditorischer Kortex

Al primdres auditorisches Feld

AMPAR a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure-Rezeptoren
ANOVA Varianzanalyse

ATP Adenosintriphosphat

AZ Adenylatzyklase

BSA Rinderserumalbumin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CAZ Zytomatrix der aktiven Zone

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propan-sulfonat
CR+ korrekte konditionierte Antwort

CR- falsche Antwort

CS+ konditionierter Stimulus (aufwértsmodulierter Ton 4-8 kHz)
Cs- konditionierter Stimulus (abwértsmodulierter Ton 4-8 kHz)
D Diskriminierungsleistung

dd zweifach destilliert

DAG Diazylglyzerol

DIV days in vitro

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleotidtriphoshpat

DP dorsoposteriores auditorisches Feld

DTT Dithiothreitol

ECL verstarkte Chemilumineszenz

ECM extrazelluldre Matrix

EDTA Ethylendiamin-tetraazetat

EM Elektronenmikroskop

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESI electrospray ionization

FC frontaler Kortex

FM linear-frequenzmodulierte Téne

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GTP Guanosintriphosphat

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HC Hippokampus

hnRNP heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
HRP Meerrettich Peroxidase

IB Immunblot

IEF isoelektrische Fokussierung

IF Immunfluoreszenz

IgG Immunglobulin G

i.p. intraperitoneal

IP; Inositol-1,4,5-triphosphat

IPG immobilisierter pH Gradient

ITC intertrial crossing

LC Flussigchromatographie

MALDI matrix-assisted laser desorption/ionization
MAP2 microtubule-associated Protein 2

mEPSCs miniature excitatory spontaneous postsynaptic currents
mMRNA Boten-Ribonukleinséure

MSn multiple mass spectrometry

mTOR mammalian target of rapamycin

MW Molekulargewicht
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NEFL neurofilament protein light

NL nicht linear

NMDAR N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor

n.s. statistisch nicht signifikant

oD optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Salzldsung
PCR Polymerasekettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

pH potentia Hydrogenii

pl isoelektrischer Punkt

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PSD postsynaptische Dichte

PSF Point Spread Funcion

RNA Ribonukleinsdure

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

S.E.M. Standardfehler des Mittelwertes
SNARE soluble NSF attachment protein receptor
snca a-Synuclein

SP tritonunlésliche Proteine

ST Striatum

TAE TRIS-Azetat-EDTA-Puffer

TBS TRIS-gepufferte Salzlésung
TEMED N,N,N",N”"-Tetramethylethylendiamin
TFA Trifluoressigsaure

TGS TRIS-Glyzin-SDS-Puffer

TOF time of flight

TP tritonldsliche Proteine

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
VP ventroposteriores auditorisches Feld
VTA area tegmentalis ventralis

viv Volumen pro Volumen

wiv Masse pro Volumen

ZNS Zentrales Nervensystem

2D zweidimensional

3D dreidimensional

6.2 ldentifizierte Proteine, die 24 h nach lokaler Injektion von SKF38393- bzw.
SKF83959 in den Gerbil-Hoérkortex in regulierten Spots der untersuchten

Hirnregionen und Proteinfraktionen identifiziert wurden

Die Tabelle 6.1 befindet sich als Excel-Datei auf der DVD ,,.Dopaminerge Modulation
kortexabhédngiger Lernprozesse- 6. Anhang®, die dieser Arbeit beigefligt wurde.

108



Anhang

6.3 Coomassie-Gele zur Angleichung einzusetzender Proteinmengen fir die
Immunblot-Analyse

ACSP
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Abb. 6.1: Coomassie-Gele des AC zur Angleichung der einzusetzenden Proteinmengen fiir die Immunblot-
Analyse 24 h nach Injektion von SKF38393 oder Vehikel (NaCl) in den AC von Gerbils. (A) SP-Fraktion
des AC; (B) TP-Fraktion des AC.
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Abb. 6.2: Coomassie-Gele des HC zur Angleichung der einzusetzenden Proteinmengen flir die
Immunblot-Analyse 24 h nach Injektion von SKF38393 oder Vehikel (NaCl) in den AC von Gerbils. (A)
SP-Fraktion des HC; (B) TP-Fraktion des HC.
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6.4 Ermittelte Gruppenmittelwerte fur die Anzahl der CR+, CR-, ITC und
Fluchtreaktionen pro Trainingssitzung fur Abschnitt 3.2.3

+/+

Tab. 6.2: Data recorded during FM discrimination training of snca** (n=10) and snca” (n=7) control mice

Genotype Session No. of conditioned reactions Number of Escape
intertrial reactions
CR+ CR- crossings [%]

snca™” 1 950 ¥ 173 780 ¥ 153 330 ¥ 079 10000 £ 0,00
snca”™* 2 12,00 ¥ 2,05 11,20 ¥ 225 210 ¥ 077 98,80 ¥ 1,11
snca”™* 3 1150 * 1,46 870 ¥ 238 200 ¥ 0,68 96,67 ¥ 333
snca”™* 4 1020 ¥ 121 650 ¥ 1,82 160 ¥ 037 10000 £ 0,00
snca”” 5 1150 T 1,59 360 T 1.26# 1,90 T 0,80 100,00 T 0,00
snca”” 6 1150 £ 241 260 ¥ 0824 210 ¥ 096 10000 £ 0,00
snca”” 7 1330 £ 205 250 ¥ 1,03# 300 ¥ 163 99,13 £ 087
snca”™* 8 17,60 ¥ 145 160 ¥ 0.90# 220 ¥ 105 97,74 * 157
snca”™* 9 2090 ¥ 1728 220 ¥ 096# 1,40 ¥ 0,50 100,00 ¥ 0,00
snca”™* 10 17,70 ¥ 1,96 290 T 1.82# 230 ¥ 133 9652 T 348
snca”” 1 2040 ¥ 151 130 * o084# 220 ¥ 136 9833 ¥ 167
snca”” 12 2350 £ 1,36 270 ¥ 1,004 270 ¥ 056 10000 £ 0,00
snca”™* 13 2330 ¥ 0,83 1,90 ¥ 089# 270 ¥ 0,98 100,00 ¥ 0,00
snca”™* 14 2150 ¥ 1,04 280 ¥ 1.25# 320 ¥ 101 9366 ¥ 568
snca”” 15 2090 * 1,6 150 ¥ 0,60# 430 T 266 100,00 ¥ 0,00
snca™" 18 2330 T 092 1,40 T 048# 260 T 062 100,00 T 0,00
snca” 1 286 T 0,77* 257 ¥ 095 157 ¥ 0,30 96,19 ¥ 381
snca” 2 886 ¥ 2,01 314 * 096#* 200 ¥ 054 100,00 ¥ 0,00
snca’” 3 1229 ¥ 141 471 F 1.05# 1,71 ¥ o061 100,00 T 0,00
snca’” 4 11,71 £ 204 414 * 096# 129 * 068 99,38 * 062
snca” 5 13,86 T 2,05 357 T 1,05# 1,00 T 031 100,00 T 0,00
snca” 6 11,86 ¥ 1,37 243 * 0,65# 08 * 040 10000 ¥ 0,00
snca” 7 1886 * 1,68 329 T 130# 229 ¥ 078 100,00 ¥ 0,00
snca’” 8 1714 * 1,08 071 ¥ o042# 1,71 ¥ 092 100,00 ¥ 0,00
snca” 9 20,86 * 1,93 1,86 ¥ 046# 600 * 308 100,00 ¥ 0,00
snca” 10 1871 ¥ 1,06 257 ¥ o057# 300 * 087 100,00 ¥ 0,00
snca” 11 1829 ¥ 231 114 ¥ o046t 429 * 220 100,00 ¥ 0,00
snca” 12 1857 ¥ 1,50 143 ¥ 081# 48 * 137 100,00 ¥ 0,00
snca” 13 19,86 * 1,87 229 * 1,004 514 * 146 100,00 ¥ 0,00
snca’” 14 2071 ¥ 113 143 ¥ 037# 429 ¥ 092 100,00 ¥ 0,00
snca’” 15 1871 ¥ 163 243 ¥ 048# 529 ¥ 115 100,00 ¥ 0,00
snca” 18 1943 T 1,99 229 T 1,00# 571 T 197 100,00 T 0,00

Main effect of group F(1,15)<1 F(1,15)=1.35 F(1,15)<1 F(1,15)=3.83

P>0.05, n.s. P>0.05, n.s. P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.

Main effect of session F(15,225)=22.69 F(15,225)=6.81 F(15,225)=2.04 F(15,225)<1

P<0.0001 P<0.0001 P<0.05 P>0.05, n.s.

Group x session F(15,225)=2.17 F(15,225)=2.92 F(15,225)=1.35 F(15,225)<1

P<0.01 P<0.0005 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.

Data were collected in Experiment 3.2.3. During FM discrimination training, correct conditioned reactions (CR+), false alarms (CR-), intertrial crossings, and the
relativ numbers of escape reactions were monitored. Upper part: experimental data expressed as group means + S.E.M. Lower part: ANOVA values; n.s., not
significant. (*) Significantly different from the corresponding value of genotype snca**. (#) Significantly different from the corresponding value of CR+.
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Tab 6.3: Data recorded during FM discrimination training of SCH23390-treated snca™* (n=12) and snca™

(n=11) mice

Genotype Session No. of conditioned reactions Number of Escape
intertrial reactions
CR+ CR- crossings [%]
++
snca 1 892 * 1,03 867 ¥ 1,38 467 T 078 99,60 ¥ 0,40
+/+
snca 2 1133 ¥ 1711 900 ¥ 1,01 342 * 1,03 9872 ¥ 1,28
++
snca 3 1400 ¥ 2,36 942 ¥ 25 717 ¥ 307 99,65 ¥ 0,35
+H+
snca 4 1358 ¥ 2,29 700 ¥ 2,374 342 ¥ 093 100,00 ¥ 0,00
++
snca 5 1450 ¥ 150 642 ¥ 2,004 492 T 164 100,00 ¥ 0,00
++
snca 6 1508 ¥ 101 450 ¥ 085# 750 ¥ 292 9796 ¥ 1,75
++
snca 7 1900 ¥ 1,66 483 F 110# 1033 ¥ 346 9931 * 0,69
+/+
snca 8 1967 ¥ 1,79 525 ¥ 1604 975 ¥ 284 99,05 ¥ 0,64
++
snca 9 1992 ¥ 111 450 ¥ 0,05# 1583 ¥ 743 100,00 ¥ 0,00
++
snca 10 2125 ¥ 1,90 408 ¥ 1,05# 1983 ¥ 6,40 98,00 ¥ 2,00
+/+
snca 1 2008 ¥ 1,77 258 ¥ 0,854 1317 ¥ 363 100,00 ¥ 0,00
++
snca 12 2392 ¥ 113 250 ¥ 0,774 1983 ¥ 7,94 9763 ¥ 1,63
+/+
snca 13 2158 ¥ 1,32 317 ¥ 1,054 1617 ¥ 546 9931 * 0,69
+/+
snca 14 2375 117 208 T 091# 217 * 790 10000 ¥ 0,00
+H+
snca 15 2408 * 088 375 ¥ 137# 1975 736 9936 = 0,64
++
snca 16 2267 ¥ 1,26 308 ¥ 1,08# 2075 ¥ 710 100,00 ¥ 0,00
-
snca 1 201 ¥ 0,86* 364 ¥ 089* 201 ¥ o064 98,15 ¥ 0,83
A
snca 2 718 ¥ 157 318 ¥ 121* 073 ¥ 033 9788 ¥ 1,00
A
snca 3 836 ¥ 133 364 ¥ 0,758* 255 ¥ 0,73 9883 ¥ 0,84
B
snca 4 1182 ¥ 1,89 446 ¥ 164# 318 ¥ 188 100,00 ¥ 0,00
A
snca 5 1146 ¥ 1,86 318 ¥ 120# 582 ¥ 353 9899 ¥ 1,01
-
snca 6 1136 ¥ 171 200 ¥ o718 301 ¥ 263 100,00 ¥ 0,00
-
snca 7 12,09 ¥ 1,95¢ 282 % 1,304 301 ¥ 185 100,00 ¥ 0,00
A
snca 8 1336 ¥ 2,12% 1,00 ¥ 0,34 501 ¥ 281 100,00 * 0,00
B
snca 9 1473 ¥ 166* 1,00 ¥ 0408 464 * 138 9655 ¥ 2,29
/-
snca 10 1900 ¥ 145 164 ¥ 0518 1500 ¥ 722 100,00 ¥ 0,00
/-
snca 1 1591 ¥ 147 101 ¥ o067 746 ¥ 287 96,17 ¥ 383
-
snca 12 18,64 ¥ 1,63* 282 % 1164 1000 ¥ 324 9952 ¥ 0,48
/-
snca 13 2046 ¥ 147 1,00 ¥ 0,564 427 118 9935 ¥ 0,65
/-
snca 14 2091 * 124 146 * o067# 618 ¥ 237 10000 * 0,00
.
snca 15 1955 ¥ 1,68 191 * 0584 646 ¥ 189 100,00 ¥ 0,00
/-
snca 16 1936 ¥ 1,40 091 ¥ 0,34# 346 ¥ 0,99 100,00 ¥ 0,00
Main effect of group F(1,21)=7.73 F(1,21)=8.16 F(1,21)=4.01 F(1,21)<1
P<0.05 P<0.01 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.
Main effect of session F(15,315)=31.35 F(15,315)=4.75 F(15,315)=3.49 F(15,315)<1
P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P>0.05, n.s.
Group x session F(15,315)<1 F(15,315)=1.39 F(15,315)=1.27 F(15,315)=1.29
P>0.05, n.s. P>0.05, n.s. P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.

Data were collected in Experiment 3.2.3. During FM discrimination training, correct conditioned reactions (CR+), false alarms (CR-), intertrial crossings, and the
relativ numbers of escape reactions were monitored. Upper part: experimental data expressed as group means = S.E.M. Lower part: ANOVA values;
n.s., not significant. (*) Significantly different from the corresponding value of genotype snca™. (#) Significantly different from the corresponding value
of CR+.
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Tab. 6.4: Data recorded during FM discrimination training of SKF38393-treated snca”* (n=15) and snca’

(n=8) mice

Genotype  Session No. of conditioned reactions Number of Escape
intertrial reactions?
CR+ CR- crossings [%]

snca”’* 1 9,73 * 1,05 6,80 = 1,00# 8,73 £ 2,70 100,00 = 0,00
snca”’* 2 13,60 * 1,51 9,73 = 1,64# 2,87 * 0,49 99,71 * 0,29
snca””* 3 13,47 * 1,62 8,80 * 1,74# 2,07 * 041 98,93 * 1,07
snca’* 4 8,93 * 1,43 567 * 1,58# 2,33 + 0,53 99,45 * 0,38
snca™* 5 9,40 + 1,97 1,47 = 0,41# 233 * 0,75 99,75 £ 0,26
snca™* 6 10,40 * 1,68 2,80 = 1,77# 1,87 = 0,67 100,00 * 0,00
snca”’* 7 15,13 = 1,69 2,40 £ 1,03# 3,00 £ 0,72 100,00 * 0,00
snca”’* 8 16,33 * 1,47 2,13 = 0,08# 2,67 * 0,85 100,00 = 0,00
snca’* 9 18,87 £ 1,76 2,13 = 0,65# 2,87 + 0,92 99,64 * 0,36
snca™* 10 19,60 * 1,51 1,93 = 0,68# 2,87 * 0,68 100,00 = 0,00
snca™’* 1 19,47 * 1,66 1,20 = 0,33# 4,60 * 2,95 100,00 = 0,00
snca™* 12 21,20 £ 1,19 1,07 = 0,42# 460 * 1,72 99,45 = 0,55
snca”’* 13 24,07 £ 0,95 1,47 = 0,61# 560 * 2,78 96,60 * 2,52
snca”’* 14 21,93 £ 0,95 1,47 = 0,53# 3,93 + 0,85 100,00 = 0,00
snca’* 15 24,07 £ 0,96 3,93 = 2,11# 3,20 + 0,89 100,00 = 0,00
snca™* 16 22,13 £ 0,93 1,67 = 0,72# 2,20 + 0,85 99,11 * 0,89
snca™ 1 2,63 * 0,68* 1,63 = 0,87* 0,50 * 0,38 100,00 = 0,00
snca™ 2 6,25 + 1,60* 0,25 * 0,16#* 0,13 * 0,13 9571 * 3,71
snca™ 3 13,38 £ 2,56 1,13 = 0,40#* 1,25 = 0,62 100,00 = 0,00
snca™ 4 15,13 * 2,80* 1,63 = 0,78# 1,00 = 0,38 100,00 = 0,00
snca™ 5 14,63 = 2,82 1,00 £ 0,50# 0,75 * 0,49 95,24 * 4,76
snca™ 6 14,88 = 2,77 0,88 * 0,30# 1,38 = 0,57 100,00 * 0,00
snca™ 7 18,25 * 1,95 1,38 = 0,84# 2,38 * 1,13 97,92 £ 1,47
snca™ 8 16,00 * 1,87 1,00 = 0,42# 1,75 = 0,70 100,00 = 0,00
snca™ 9 17,75 * 1,95 0,38 * 0,26# 0,75 + 0,41 100,00 = 0,00
snca”” 10 14,75 £ 1,22* 0,75 = 0,75# 325 + 211 97,60 £ 1,56
snca™ 11 14,88 * 3,11 0,00 * 0,00#* 0,50 * 0,27 99,32 * 0,68
snca™ 12 13,38 + 2,82* 0,75 * 0,25# 2,88 * 147 96,92 * 1,87
snca™ 13 12,13 * 1,70* 1,63 = 0,68# 4,13 * 1,06 91,69 * 5,26
snca™ 14 12,88 * 2,13* 0,50 * 0,38# 3,63 £ 1,24 97,96 £ 2,04
snca™ 15 15,25 *+ 1,78* 0,50 * 0,33# 1,50 * 0,46 98,81 * 1,19
snca”” 16 17,38 + 1,35* 0,75 * 0,41# 3,88 + 2,18 96,83 * 3,18
Main effect of group F(1,21)=3.81 F(1,21)=7.68 F(1,21)=2.12 F(1,19)=3.18
P>0.05, n.s. P<0.05 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.
Main effect of session F(15,315)=13,90 F(15,315)=4.23 F(15,315)=1.38 F(15,285)=2,76

P<0.0001 P<0.0001 P>0.05, n.s. P=0.0005
Group x session F(15,315)=7.70 F(15,315)=3,82 F(15,315)=1.36 F(15,285)=1.07
P<0.0001 P<0.0001 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.

Data were collected in Experiment 3.2.3. During FM discrimination training, correct conditioned reactions (CR+), false alarms (CR-), intertrial crossings, and the
relativ numbers of escape reactions were monitored. Upper part: experimental data expressed as group means = S.E.M. Lower part: ANOVA values; n.s., not
significant. (*) Significantly different from the corresponding value of genotype snca™. (#) Significantly different from the corresponding value of CR+. a) Missing
values due to mice that failed to perform an escape reaction per session.
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Tab: 6.5: Data recorded during FM discrimination training of SKF83822-treated snca™* (n=13) and snca™

(n=7) mice

Genotype  Session No. of conditioned reactions Number of Escape
intertrial reactions
CR+ CR- crossings [%]

snca™* 1 10,00 £ 1,80 8,77 + 176 4,92 + 151 99,41 £ 0,59
snca™* 2 12,15 = 1,58 12,46 = 1,99 4,92 + 191 98,29 + 1,71
snca™’* 3 14,00 = 1,96 12,00 = 2,01 8,15 * 3,95 93,59 + 6,41
snca™’* 4 8,69 = 1,65 8,46 £ 2,06 8,08 * 4,73 97,87 + 0,97
snca*’* 5 11,31 * 1,65 8,15 £ 2,25 2223 = 16,54 91,53 + 4,11
snca™’* 6 11,31 = 2,60 4,08 £ 1,12# 13,15 * 8,86 99,17 * 0,44
snca™* 7 11,85 = 2,19 3,46 £ 0,81# 11,54 = 451 97,09 = 2,16
snca™* 8 17,54 = 2,02 4,23 £ 0,87# 14,62 = 8,90 99,23 + 0,77
snca™’* 9 19,00 = 1,41 4,62 £ 1,09% 17,08 = 11,12 99,41 = 0,59
snca*’* 10 18,00 = 1,99 3,00 £ 0,57# 10,62 = 2,62 88,02 £ 6,56
snca™’* 11 20,85 = 1,15 3,15 £ 0,83# 7,54 £ 3,05 98,72 = 1,28
snca™’* 12 20,85 = 2,23 3,46 £ 0,87# 11,08 = 2,09 100,00 * 0,00
snca™’* 13 21,92 = 1,49 4,15 * 1,38# 11,54 = 4,13 99,15 * 0,86
snca™’* 14 23,46 = 0,90 2,85 £ 0,85# 21,46 = 10,33 98,90 = 1,10
snca™’* 15 23,62 = 1,09 4,46 * 1,48# 12,54 = 7,03 99,36 * 0,64
snca*’* 16 2469 = 0,85 3,46 £ 0,97# 9,39 £ 2,40 99,04 * 0,96
snca”” 1 514 * 164 0,57 £ 0,30#* 1,00 £ 0,38 99,49 + 0,51
snca”” 2 857 = 279 1,43 £ 0,69#* 2,29 £ 1,67 96,00 = 4,00
snca”” 3 12,71 = 3,62 1,00 £ 0,494#* 1,43 £ 0,81 98,03 + 1,97
snca”” 4 14,14 = 350 0,86 £ 0,55#* 1,43 £ 1,27 96,89 * 3,11
snca”” 5 18,57 = 3,37* 0,43 £ 0,30#* 1,71 £ 0,81 100,00 * 0,00
snca”” 6 19,00 = 1,35 1,14 + 0,40# 2,71 £ 1,25 97,32 = 1,86
snca”” 7 18,57 = 2,92 0,86 * 0,40#* 3,00 £ 1,54 93,39 * 4,69
snca”” 8 20,29 = 2,48 1,71 £ 0,61# 529 * 236 98,05 = 1,95
snca”” 9 2257 = 2,16 1,57 £ 1,02# 2,86 £ 0,86 96,70 = 3,30
snca”” 10 21,00 = 2,09 1,29 + 0,68# 3,00 £ 0,87 94,80 * 2,94
snca”” 11 22,00 £ 2,04 1,14 * 0,40# 343 = 146 100,00 * 0,00
snca”” 12 21,86 = 1,53 1,71 + 0,92# 7,14 £ 3,85 97,96 = 2,04
snca”” 13 2143 = 2,40 0,29 * 0,18# 457 = 1,72 95,13 = 3,59
snca”” 14 20,86 = 2,91 1,14 + 0,51# 4,43 = 227 88,42 = 6,70
snca”” 15 2429 + 144 0,43 £ 0,20# 543 * 264 96,60 = 2,43
snca”” 16 2543 = 0,75 1,29 + 0,81# 3,14 * 0,96 95,83 + 273

Main effect of group F(1,18)<1 F(1,18)=20.60 F(1,18)=1.70 F(1,18)<1
P>0.05, n.s. P<0.0005 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.
Main effect of session ~ F(15,270)=18.54 F(15,270)=3,23 F(15,270)<1 F(15,270)=1.11
P<0.0001 P<0.0001 P>0.05, n.s P>0.05, n.s.
Group x session F(15,270)=2.50 F(15,270)=3,55 F(15,270)<1 F(15,270)=1.21
P<0.005 P<0.0001 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.

Data were collected in Experiment 3.2.3. During FM discrimination training, correct conditioned reactions (CR+), false alarms (CR-), intertrial crossings, and the
relativ numbers of escape reactions were monitored. Upper part: experimental data expressed as group means + S.E.M. Lower part: ANOVA values; n.s., not
significant. (*) Significantly different from the corresponding value of genotype snca™*. (#) Significantly different from the corresponding value of CR+.
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Tab. 6.6: Data recorded during FM discrimination training of SKF83959-treated snca™* (n=6) and snca”

(n=3) mice

Genotype  Session No. of conditioned reactions Number of Escape

intertrial reactions

CR+ CR- crossings [%]
snca™ 1 11,33 £ 1,28 11,17 * 1,49 8,17 = 1,92 100,00 * 0,00
snca™* 2 19,33 = 2,33 17,83 = 348 4,50 * 1,18 100,00 * 0,00
snca™’* 3 17,00 = 3,51 15,67 = 4,72 450 £ 1,84 99,21 = 0,79
snca™’* 4 15,50 * 3,55 13,17 = 574 10,67 * 5,94 93,06 * 4,52
snca*’* 5 11,83 = 1,91 7,83 £ 4,43 20,83 = 19,73 98,55 + 0,92
snca™’* 6 9,00 £ 2,31 433 + 281 20,17 * 13,14 100,00 * 0,00
snca™* 7 15,00 = 2,34 4,67 £ 2,33# 18,67 * 7,88 100,00 * 0,00
snca™* 8 16,17 = 3,09 3,83 £ 1,45# 33,50 + 18,19 98,72 = 1,28
snca™’* 9 17,33 = 2,69 3,50 £ 0,89# 11,33 = 4,97 99,28 = 0,73
snca*’* 10 19,67 * 1,33 3,00 £ 0,82# 19,50 * 10,08 98,33 * 1,67
snca™’* 11 20,33 = 2,01 1,33 + 0,33# 11,17 = 4,96 100,00 * 0,00
snca™’* 12 22,50 £ 0,99 1,33 = 0,80# 24,00 £ 10,19 98,49 * 1,52
snca™’* 13 21,17 = 1,14 2,33 £ 0,67# 17,67 = 7,15 100,00 * 0,00
snca™’* 14 2250 = 1,61 2,17 £ 0,54# 17,00 = 5,30 100,00 * 0,00
snca™’* 15 25,67 = 0,99 3,17 £ 1,11# 15,83 = 572 100,00 £ 0,00
snca*’* 16 2267 = 1,65 1,33 £ 0,62# 6,17 £ 1,58 98,33 * 1,67
snca”” 1 2,33 £ 1,20% 1,33 + 0,88 1,67 £ 1,67 100,00 * 0,00
snca”” 2 4,67 = 1,33* 7,33 £ 0,67 1,33 £ 0,88 98,61 * 1,39
snca”” 3 9,33 £ 0,67 6,67 £ 1,67 1,33 £ 0,33 100,00 * 0,00
snca”” 4 8,33 * 0,67 533 £ 2,60 2,00 £ 1,16 100,00 * 0,00
snca”” 5 7,33 £ 1,86 533 £ 2,19 2,00 £ 0,58 100,00 * 0,00
snca”” 6 9,67 £ 2,85 3,00 £ 1,16 2,00 £ 1,00 100,00 * 0,00
snca”” 7 12,67 = 0,67 3,33 £ 0,33# 333+ 186 98,15 * 1,85
snca”” 8 20,33 = 3,18 2,00 £ 0,00# 11,67 = 6,06 100,00 * 0,00
snca”” 9 18,67 * 3,53 2,67 £ 0,88# 3,00 £ 0,58 100,00 * 0,00
snca”” 10 19,33 = 1,76 3,00 £ 0,58# 9,00 * 5,86 100,00 * 0,00
snca”” 11 13,67 * 3,38 533 * 1,86 2,00 £ 0,58 100,00 * 0,00
snca”” 12 14,33 = 524 0,33 £ 0,33 1,67 £ 1,67 100,00 * 0,00
snca”” 13 16,33 * 3,38 4,00 £ 4,004 2,67 £ 0,33 97,92 = 2,08
snca”” 14 16,67 = 2,33 5,00 £ 1,16 467 £ 145 100,00 * 0,00
snca”” 15 16,67 = 2,33* 0,67 £ 0,33# 433 = 145 100,00 * 0,00
snca”” 16 14,67 = 1,76* 0,67 £ 0,33# 6,33 £ 4,84 100,00 * 0,00
Main effect of group F(1,7)=7.42 F(1,7)=1.36 F(1,7)=3.29 F(1,7)=1.41
P<0.05 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.
Main effect of session F(15,105)=7.50 F(15,105)=4.18 F(15,105)<1 F(15,105)<1
P<0.0001 P<0.0001 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.
Group x session F(15,105)=2.22 F(15,105)=1,68 F(15,105)<1 F(15,105)<1
P<0.01 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.

Data were collected in Experiment 3.2.3. During FM discrimination training, correct conditioned reactions (CR+), false alarms (CR-), intertrial crossings, and the
relativ numbers of escape reactions were monitored. Upper part: experimental data expressed as group means + S.E.M. Lower part: ANOVA values; n.s., not
significant. (*) Significantly different from the corresponding value of genotype snca™*. (#) Significantly different from the corresponding value of CR+.
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Anhang

Tab. 6.7: Data recorded during FM discrimination training of (SKF83822+SKF83959)-treated snca™* (n=6)
and snca™ (n=4) mice

Genotype  Session No. of conditioned reactions Number of Escape
intertrial reactions
CR+ CR- crossings [%]

snca™* 1 8,00 £ 3,15 8,00 * 361 4,67 £ 1,43 97,92 £ 2,08
snca™* 2 12,17 = 3,92 11,67 = 4,31 333+ 1,15 94,44 * 556
snca™’* 3 12,00 = 3,79 9,83 £ 5,14 1,00 £ 0,52 100,00 * 0,00
snca™’* 4 7,67 £ 2,29 6,17 £ 2,94 3,00 £ 1,37 100,00 * 0,00
snca*’* 5 9,00 £ 2,42 3,33 £ 2,01 1,33 £ 0,56 100,00 * 0,00
snca™’* 6 1150 = 2,71 1,50 * 0,67# 6,33 £ 4,62 98,33 * 1,67
snca™* 7 17,00 = 1,65 1,33 + 0,49# 2,33 £ 1,02 100,00 * 0,00
snca™* 8 20,50 = 1,75 4,33 £ 1,59 3,50 = 1,69 96,67 * 3,33
snca™’* 9 18,00 = 1,07 1,83 £ 1,28# 2,50 £ 1,46 100,00 £ 0,00
snca*’* 10 23,67 = 1,23 2,17 £ 1,60# 2,67 £ 1,50 100,00 * 0,00
snca™’* 11 22,00 = 1,86 0,83 * 0,40# 2,83 £ 1,56 97,92 = 2,08
snca™’* 12 22,67 = 0,80 1,00 + 0,37# 2,67 £ 1,48 100,00 * 0,00
snca™’* 13 23,67 = 1,84 1,67 £ 0,67# 2,83 £ 2,07 100,00 * 0,00
snca™’* 14 20,67 = 1,91 0,83 £ 0,31# 2,17 £ 1,08 97,35 = 1,76
snca™’* 15 2350 = 1,48 1,83 £ 0,65# 8,67 * 5728 98,61 = 1,39
snca*’* 16 2150 = 2,50 6,00 £ 1,79# 4,83 = 149 100,00 * 0,00
snca”” 1 2,00 £ 1,00 0,75 £ 0,25 1,25 £ 0,75 98,28 + 1,72
snca”” 2 11,00 = 4,14 0,75 £ 0,48 0,75 = 0,48 100,00 * 0,00
snca”” 3 9,75 £ 4,13 0,50 £ 0,29 0,00 £ 0,00 100,00 * 0,00
snca”” 4 12,50 * 3,66 0,50 £ 0,50# 0,25 = 0,25 100,00 * 0,00
snca”” 5 19,75 = 2,18* 1,75 *+ 0,48# 2,50 £ 0,87 97,92 = 2,08
snca”” 6 2325 + 214 2,50 £ 0,29# 2,00 £ 1,35 100,00 * 0,00
snca”” 7 20,00 * 1,47 1,25 + 0,75# 2,75 £ 0,95 100,00 * 0,00
snca”” 8 19,50 = 5,27 1,75 £ 1,11# 2,75 £ 0,75 100,00 * 0,00
snca”” 9 18,50 * 1,94 1,25 £ 0,75# 3,50 £ 156 100,00 * 0,00
snca”” 10 2350 = 1,44 4,75 £ 1,80# 425 * 111 96,43 + 3,57
snca”” 11 19,00 = 1,08 2,00 £ 0,91# 2,00 £ 0,91 100,00 * 0,00
snca”” 12 19,75 = 1,89 2,75 £ 0,75#* 4,00 = 0,71 100,00 * 0,00
snca”” 13 20,25 * 2,63 3,00 £ 0,58# 6,00 £ 3,11 100,00 * 0,00
snca”” 14 17,75 = 3,07 1,25 + 0,95# 1,50 £ 0,96 98,75 = 1,25
snca”” 15 18,00 = 2,48 3,00 £ 1,20# 4,00 £ 1,35 100,00 * 0,00
snca”” 16 20,00 = 2,04 2,50 £ 0,65# 500 * 1,08 100,00 * 0,00

Main effect of group F(1,8)<1 F(1,8)=1.57 F(1,8)<1 F(1,8)<1
P>0.05, n.s. P>0.05, n.s. P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.
Main effect of session F(15,120)=9.77 F(15,120)=1.40 F(15,120)=1.30 F(15,120)<1
P<0.0001 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.
Group x session F(15,120)=2.39 F(15,120)=2.78 F(15,120)<1 F(15,120)<1
P<0.005 P=0.001 P>0.05, n.s. P>0.05, n.s.

Data were collected in Experiment 3.2.3. During FM discrimination training, correct conditioned reactions (CR+), false alarms (CR-), intertrial crossings, and the
relativ numbers of escape reactions were monitored. Upper part: experimental data expressed as group means + S.E.M. Lower part: ANOVA values; n.s., not
significant. (*) Significantly different from the corresponding value of genotype snca**. (#) Significantly different from the corresponding value of CR+.
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