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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Eine entscheidende Grundlage fiir die Fahigkeit unseres Gehirns Informationen zu speichern,
stellt die aktivitatsabhangige Verdnderbarkeit der synaptischen Transmission dar. Eine
besondere Rolle spielen dabei NMDA-Rezeptoren. Aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften
konnen NMDA-Rezeptoren Hebb’sche Formen der synaptischen Plastizitdt (LTP und LTD)
bidirektional regulieren. Fir die langanhaltende Modifizierung der synaptischen Transmission
ist eine Neusynthese von mRNA und Proteinen notwendig. Eine der ersten Prozesse in
synaptischer Plastizitat ist daher die unmittelbare Expression aktivitatsregulierter Gene. Ein
solches aktivitatsreguliertes Gen ist Arc/Arg3.1. Die Arc/Arg3.1-Expression wurde gezeigt durch
verschiedene Plastizitat-produzierende Stimulationen induziert zu werden. In diesem
Zusammenhang wurde demonstriert, dass die Arc/Arg3.1-Expression im Hippocampus durch
LTP-induzierende, elektrische Stimulationen induziert werden kann. Die Expression von
Arc/Arg3.1 wird dabei durch NMDAR-abhdngige Mechanismen erhéht und tragt zur
Stabilisierung der LTP bei. Interessanterweise konnten verschiedene Studien einen Einfluss der
Arc/Arg3.1-Expression auf NMDAR-abhangige Formen der LTD nachweisen. Die Regulation der
Arc/Arg3.1-Expression durch LTD-produzierende, NMDAR-abhidngige Stimuli, sowie die
physiologisch Wirkung von Arc/Arg3.1 auf die NMDAR-abhéngige LTD stellen die zentrale
Fragestellung dieser Arbeit dar.

Basierend auf einem chemischen Protokoll zur LTD-Induktion konnte ich durch kurzfristige
Applikation von NMDA, die Verdnderung der Arc/Arg3.1-Expression auf Protein-, als auch
mRNA-Ebene quantitativ analysieren. Uberraschenderweise bewirkte dieser Stimulus eine
Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression in primaren Neuronenkulturen und hippocampalen
Gewebeschnitten des Maushirns. In weiteren Experimenten konnte ich darlegen, dass die
Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression durch die Aktivierung GIuN2B-haltiger NMDA-
Rezeptoren, den sekundaren Botenstoff Calcium und die Deaktivierung der ERK1/2-Kinase
reguliert wird. Interessanterweise konnte ich neben der Arc/Arg3.1-Transkription auch die
Arc/Arg3.1-Translation als Ziel der NMDAR-initiierten SignalUbertragung identifizieren. Ein
Modell zur Erklarung der synaptischen Plastizitat ist die regulierte Expression von AMPA-
Rezeptoren an der neuronalen Zelloberfliche. Um die Funktion von Arc/Arg3.1 fir NMDAR-
abhangige Formen der LTD zu analysieren wurden AMPAR-Expressionslevel in hippocampalen
Hirnschnitten von Arc/Arg3.1-Wildtyp- und Arc/Arg3.1-Knockout-Mausen per Oberflachen-
Biotinylierung biochemisch analysiert. Meine Ergebnisse legen dar, dass die NMDAR-abhdngige
Form der LTD, dhnlich der elektrischen oder DHPG-induzierten LTD, mit einer reduzierten
Expression GluAl-haltiger AMPA-Rezeptoren an der neuronalen Zelloberfliche einhergeht. Im

Gegensatz zu den anderen Formen der LTD zeigte der Verlust des Arc/Arg3.1-Gens in den

10



Zusammenfassung

Arc/Arg3.1-Knockout-Mausen, keine Beeintrachtigungen in der Reduktion der GIuAl-
Expression. Diese Beobachtung lief sich darliber hinaus in elektrophysiologischen
Untersuchungen in unserem Labor bestétigen. Dies zeigt, dass die NMDA-LTD in den
hippocampalen Hirnschnitten der Arc/Arg3.1-Knockout-Mause intakt ist.

Zusammengefasst liel sich in dieser Arbeit feststellen, dass die Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren eine bidirektionale Regulation der synaptischen Effizienz und parallel eine
Veranderung der Arc/Arg3.1-Expression bewirkt. So zeigt sich, dass eine LTP mit einer Erhéhung
und umgekehrt eine LTD mit einer Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression einhergeht. Es bleibt
jedoch zu klaren, inwieweit eine Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression eine Vorraussetzung fir
die Induktion und Konsolidierung der NMDA-LTD darstellt. Alternativ konnte die Reduktion eine
wichtige Funktion bei anschlieRenden metaplastischen Prozessen spielen. Die Funktion von
Arc/Arg3.1 in der Endozytose von AMPA-Rezeptoren scheint nicht fir alle Formen der LTD
notwendig zu sein. So kann im Gegensatz zum mGIluR-LTD, die Konsolidierung der NMDA-LTD
unabhangig von der Arc/Arg3.1-Expression vermittelt werden. Dies ldsst vermuten, dass in
Neuronen Arc/Arg3.1-unabhiangige Mechanismen zur Endozytose von AMPA-Rezeptoren

existieren.
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Summary

Summary

Activity-dependent expression of immediate-early genes (IEGs) is essential for enduring forms
of synaptic plasticity. Arc/Arg3.1 transcription is robustly induced by plasticity-producing
stimulations which require activation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors and mitogen-
activated protein kinases / extracellular signal-regulated kinase (ERK). Arc/Arg3.1 protein is
involved in diverse forms of synaptic plasticity, for example in both long-term potentiation (LTP)
and long-term depression (LTD). One of Arc/Arg3.1’'s major functions is the regulated
expression of a-amino-3- hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA) receptors on the
neuronal surface. However, the precise mechanism of Arc/Arg3.1’s molecular action and its
regulation in NMDA receptor-dependent LTD remains unknown.

In this study | monitored Arc/Arg3.1 expression in primary cultured neurons and acute
hippocampal slices at mRNA and protein levels. | show, that a short-term application of low-
dose NMDA, a chemical stimulus to induce NMDAR-dependent LTD, leads to a significant
reduction of both Arc/Arg3.1 mRNA and protein. This NMDA-triggered downregulation is based
on the downregulation of both transcription and translation of Arc/Arg3.1, requires activation
of GIuN2B-containing NMDARs and is dependent on NMDA-induced deactivation of ERK.
Functional analysis in acute hippocampal slices shows that NMDA treatment decreases GIuAl-
AMPA receptor surface expression in Arc/Arg3.1-wildtyp mice. In contrast to electrically-
induced and metabotrope glutamate receptor-dependent forms of LTD, | found that the
NMDA-mediated decrease in AMPAR expression was not impaired in Arc/Arg3.1-knockout
mice. Moreover, this finding was corroborated in electrophysiological recordings in our lab.
Thus | elucidated a new function of NMDA receptors for bidirectional regulation of Arc/Arg3.1
expression during NMDA receptor-dependent forms of synaptic plasticity. Whereas, LTP is
accompanied by an induction of Arc/Arg3.1, NMDA-induced LTD is associated with a reduction
of Arc/Arg3.1 expression. However, it is not known whether the reduction of Arc/Arg3.1
expression is required for NMDA-induced LTD. Alternatively, reduction of Arc/Arg3.1-expression
might play a role in subsequent metaplastic events. In contrast to mGluR-induced LTD my data
suggest that Arc/Arg3.1’s function in AMPAR-trafficking is not required for NMDA-LTD.

Indicating that Arc/Arg3.1-independent mechanisms for endocytosis of AMPA receptors exist.
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Einleitung

1.1 Der Hippocampus, eine wichtige Hirnregion fiir die Gedachtnisbildung

Eine der wichtigsten und ratselhaftesten Fragen in der Wissenschaft ist die Frage, wie das
Gehirn Informationen kodiert, speichert und wieder abrufen kann. Grundlegende Funktionen
unseres Gehirns zum Erlernen neuer Informationen stellen die Assoziierung und Verarbeitung,
sowie die anschlieRende Speicherung sensorischer Informationen da. Sensorische Reize
werden aus unserer Umwelt (ber verschiedene Sinnesorgane, zum Beispiel dem Auge, der
Zunge oder der Haut perzipiert. AnschlieBend werden die Informationen Uber sensorische
Neurone von den Sinnesorganen zum Zentralnervensystem (ZNS) weitergeleitet. Dort werden
die verschiedenen Typen von sensorischen Informationen assoziiert, verarbeitet und
gespeichert. Grundlegend fiir diese Prozessierung der Informationen sind die neuronalen
Netzwerke in diversen Gehirnregionen, zum Beispiel dem Hippocampus.

Der Hippocampus stellt eine der am meisten untersuchten Hirnregionen fiir Lern- und
Gedachtnis-prozesse dar. Anatomisch liegt der Hippocampus im Temporallappen des Gehirns
und lasst sich in folgende Unterregionen einteilen: Das Subiculum (Sb), den Gyrus dentatus
(DG) und den Cornu ammonis 1-3 (CA1 — CA3), (vgl. Abb. 1). Die Zellen innerhalb dieser
Regionen zeigen eine Laminar-spezifische Organisation. Afferenzen aus verschiedenen
sensorischen Arealen des Cortex, z.B.: Sehen, Horen, Riechen, Schmecken, erreichen den
Hippocampus {ber die perirhinalen und entorhinalen Kortizes. Uber den Tractus perforans
gelangen die Nervenfasern zu den Dendriten der Kornerzellen des Dentate Gyrus. Von dort

projizieren die Axone der Kornerzellen (sog. Moosfasern) auf die Dendriten der Pyramiden-

Hippocampus

Pyramidenzellen

Entorhinaler
Kortex

Tractus perforans

Kornerzellen

Abbildung 1: Schematische Darstellung zur Anatomie des Hippocampus. Als Hippocampus werden heute im
Allgemeinen der Gyrus dentatus (DG), das Cornu ammonis mit den Regionen CA1-3, sowie das Subiculum
zusammengefasst. Die Abbildung stellt schematisch die neuronale Verschaltung innerhalb des Hippocampus, sowie
die wichtigsten Faserverbindungen zu anderen Teilen des Gehirns dar. Informationen aus dem entorhinalen Kortex
erreichen den Hippocampus Uber den Tractus perforans und projizieren in den Gyrus dentatus (DG). Uber
Moosfasern wird die Information von den Kérnerzellen des DGs zu Pyramidalzellen der CA3-Region weitergeleitet.
Die Axone der CA3-Pyramidenzellen wiederum projizieren lber die Schaffer-Kollateralen auf Pyramidalzellen der
CA1-Region. Die CAl-Pyramidenzellen weisen {iber das Subikulum zuriick in den entorhinalen Kortex. Aufgrund
dieser trisynaptischen Verschaltung wird dem Hippocampus eine wichtige Funktion zur Integration und Speicherung
von Informationen zugeschrieben. (Adaptierte Abbildung aus Neves et al., 2008).
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Einleitung

zellen der CA3-Region. Die Axone dieser Pyramidenzellen bilden (iber sogenannte Schaffer-
Kollateralen synaptische Kontakte mit den Dendriten der Pyramidenzellen der CA1-Region aus.
Die Axone der Pyramidalzellen verlassen die CAl-Region wiederum Uber das Subiculum und
gelangen erneut in den entorhinalen Kortex. Aufgrund dieser trisynaptischen Verschaltung der
Neurone wird dem Hippocampus eine wichtige Funktion als Integrationsschnittstelle fir
verschiedene sensorische Informationen zugeschrieben. Lasionsstudien konnten erste
Hinweise fir eine wichtige Rolle des Hippocampus bei der Gedachtnisbildung liefern. Einer der
bekanntesten Falle ist der Patient H.M., der als junger Mann an einer schweren Form der
Epilepsie erkrankte. Zur Heilung unterzog er sich einer bilateralen Entfernung seiner medialen
Temporallappen. Bei diesem Eingriff wurden zudem groRRe Teile beider Hippocampi entfernt.
Dies flihrte dazu, dass H.M. keine neuen episodischen Gedachtnisinhalte mehr bilden konnte.
Interessanterweise waren Informationen, die bereits ins Langzeitgedachtnis tGberfiihrt wurden,
nicht verloren. H.M erlitt somit eine anterograde Amnesie (Scoville et al., 1957; Squire und
Zola-Morgan 1991; Eichenbaum 2013). Tierversuche zur gezielten Lasion, der
pharmakologischen Inaktivierung des Hippocampus oder dem Knockout einzelner Gene,

konnten die essentielle Funktion des Hippocampus fiir die Gedachtnisbildung bestatigen.

1.2 Synaptische Transmission: die Informationsweiterleitung in neuronalen

Netzwerken

Neurone sind in hochkomplexen Netzwerken im Gehirn miteinander verknipft. Die
Kontaktstelle, an der zwei Neurone miteinander in Verbindung stehen, bezeichnet man als
Synapse. Je nach Art der Informationsweiterleitung unterscheidet man elektrische und
chemische Synapsen. Chemische Synapsen sind dadurch charakterisiert, dass die ankommende
Information  (in  Form  von  Aktionspotentialen) in ein  chemisches  Signal
(Neurotransmitterfreisetzung) umgewandelt wird. Jede Synapse besteht aus einem
prasynaptischen und einem postsynaptischen Bereich (Abb.2). Dies indiziert die Richtung des
Informationsflusses — von ,,prda“ zu ,post” Die Prasynapse wird am verastelten Ende eines
Axons gebildet (Bouton). Die Postsynapse hingegen kann sowohl am dendritischen,
somatischen als auch axonalen Bereich eines Neurons geformt werden. Die pra- und
postsynaptischen Bereiche sind durch einen extrazelluldaren Raum voneinander getrennt, dem
synaptischen Spalt (Abb. 2). Dieser ist seitlich von Gliazellen umgeben, weshalb man
zunehmend auch von ,Tripartiten Synapsen spricht (Perea et al., 2009). Die Ubertragung der
Information von einem Neuron auf das nadchste bezeichnet man als synaptische Transmission.

Information wird entlang des Axons in Form von elektrischen Impulsen — den
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Einleitung

Aktionspotentialen weitergeleitet. Sie fiihrt zur Depolarisation der prasynaptischen Membran
und dadurch zur Offnung spannungsabhiangiger Calciumkanile (vgl. Abb. 3). Calciumionen
stromen durch die gedffneten Kandle und l6sen (iber weitere Signalwege die Fusion von
synaptischen Vesikeln mit der prasynaptischen Membran aus. Diese Vesikel enthalten den
chemischen Botenstoff, den Neurotransmitter, der die chemische Weiterleitung der
Information (iber den synaptischen Spalt vermittelt. Die freigesetzten Neurotransmitter
diffundieren von dem prasynaptischen Fusionsbereich, auch als ,aktive Zone” bezeichnet,
durch den synaptischen Spalt und binden auf der postsynaptischen Seite an Rezeptoren (vgl.
Abb. 3). Abhadngig von den Rezeptortypen, die auf der postsynaptischen Seite exprimiert
werden, unterscheiden wir (1) erregende (exzitatorische) und (2) inhibierende (inhibitorische)
Synapsen. Charakteristisch flir exzitatorische Synapsen ist eine elektronendichte Struktur auf
der postsynaptischen Seite, die postsynaptische Dichte (PSD), (vgl. Abb. 3). In der PSD sind die
Neurotransmitter-Rezeptoren Uber verschiedene Adapter- und Gerlstproteine in dem
postsynaptischen Bereich verankert (Husi et al., 2000; Sheng & Kim, 2002; Feng und Zhang,
2009). Die Bindung der Neurotransmitter an ihren Rezeptor fiihrt zur Offnung des Rezeptors
und vermittelt einen Einstrom von Natriumionen in die Postsynapse. Solche Rezeptoren
werden ionotrope Rezeptoren oder ligandengesteuerte lonenkandle genannt. Der Influx von
Natriumionen fihrt zur Depolarisation der postsynaptischen Membran und bewirkt die
Offnung weiterer spannungsabhingiger lonenkanile. Das chemische Signal, vermittelt durch
die Neurotransmitterfreisetzung, wird somit wieder in ein elektrisches Signal umgewandelt.
Diese elektrisch-chemisch-elektrische Transformation der Information ermdglicht es unserem
Gehirn erworbene sensorische Informationen zu integrieren. Modifizierungen der synaptischen
Transmission, Verstarkung oder Abschwachung, sind entscheidend fiir die Fahigkeit unseres
Gehirns zu lernen und neue Informationen zu speichern (Hebb, 1949; Stent, 1973; Bliss &
Lomo, 1973; Bliss & Collingridge, 1993; Pastalkova et al., 2006). Diese Eigenschaft der
aktivitatsabhangigen Veranderung der synaptischen Effizienz wird als synaptische Plastizitat

bezeichnet (Ho et al., 2011).
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Prasynapse

prasynaptische
Vesikel

Aktive Zone
synaptischer Spalt

PSD

Soma

Axon

Postsynapse

Synapse —————

Dendriten

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Neurons. Links:Das Neuron wird unterteilt in einen somatischen,
axonalen und dendritischen Teil. Der Dendrit ist die “Input”- und das Axon die “Output”-Region der Nervenzelle. Die
Ubertragung der Information von einem Neuron auf das nichste erfolgt an Synapsen. Eine Synapse ist
gekennzeichnet durch einen prasynaptischen und einen postsynaptischen Bereich. Beide Bereiche sind durch einen
synaptischen Spalt voneinander getrennt. Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer exzitatorischen
glutamatergen Synapse. Charakteristisch fir den prasynaptischen Bereich ist die groRe Anzahl prasynaptischer
Vesikel. Der postsynaptische Bereich hingegen lasst sich deutlich an einer elektronendichten Struktur erkennen.
Diese Struktur wird als postsynaptische Dichte (PSD) bezeichnet.

Aktionspotentiale

_____. Neurotransmitter

~_ Spannungsabhdngige-
Calciumkandle

TT---. aktive Zone

- PSD

~Neurotransmitter-
/ Rezeptoren

Abbildung 3: Grundprinzip der synaptischen Transmission an einer exzitatorischen chemischen Synapse. (1)
Aktions-potentiale werden Uber das Axon zur Prdsynapse weitergeleitet. (2) Depolarisierung der prasynaptischen
Membran und Offnung spannungsabhingiger Calciumkanile. (3) Calcium vermittelt die Fusion von
Neurotransmittervesikeln mit der prdsynaptischen Membran. (4) Freisetzung und anschlieBende Diffusion der
Neurotransmitter durch den synaptischen Spalt. (5) Neurotransmitter binden an Liganden-gesteuerte Rezeptoren
auf der postsynaptischen Membran. (6) Einstrom von lonen in die Postsynapse und Depolarisation der
postsynaptischen Membran.
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13 Synaptische Plastizitat ist ein zellulares Korrelat fiir Prozesse des Lernens und

der Gedachtnisbildung

Im menschlichen Gehirn sind ca. 8,6x10' Neurone tiber 10 bis 10**-Synapsen miteinander
verknipft. Das bedeutet, dass jedes Neuron durchschnittlich 10.000 bis 100.000 Synapsen mit
anderen Neuronen bildet (Herculano-Houzel, 2009 und 2012). Dieses hochkomplexe neuronale
Netzwerk, das bereits wahrend der Entwicklung des Gehirns angelegt wird, ist nicht starr,
sondern unterliegt standigen Verdnderungen. Bereits 1949 postulierte der kanadische
Psychologe Donald O. Hebb, dass die korrelierte Aktivierung eines pra- und postsynaptischen
Neurons zur Verstarkung ihrer synaptischen Verbindung fiihrt. Eine unkorrelierte Aktivierung
beider Neurone wurde hingegen angenommen, eine Abnahme der synaptischen Effizienz zu
vermitteln (Stent, 1973). Bis heute lielen sich unterschiedlichste molekulare Mechanismen
identifizieren, die eine Verstirkung, Abgeschwichung, Auflosung oder Neubildung von
Synapsen regulieren (Malenka & Bear, 2004; Citri & Malenka, 2008). Diese Modifizierungen der
synaptischen Effizienz werden durch molekulare Prozesse auf pra- und postsynaptischer Seite
vermittelt und kénnen zu kurzfristigen (Sekunden bis Stunden) oder langfristigen (Tage bis
Wochen) Veranderungen der synaptischen Transmission fiihren. Eine langfristige Verstarkung
der synaptischen Effizienz bezeichnet man als Langzeitpotenzierung (LTP, vom engl.: long-term
potentiation), eine langfristige Abschwachung hingegen als Langzeitdepression (LTD, vom engl.:
long-term depression). Es wird angenommen, dass diese Phanomene ein Korrelat fur Lern- und
Gedachtnisvorgange auf zellularer Ebene darstellen (Malenka & Bear, 2004; Citri & Malenka,
2008). Zellbiologische und biochemische Methoden ermdglichen es die zelluldren und

molekularen Veranderungen beim Lernen und der Gedachtnisbildung detailliert zu erforschen.

1.4 Molekulare Mechanismen der synaptischen Plastizitat

Der meist vertretene exzitatorische Neurotransmitter im ZNS von Vertebraten ist die
Aminosadure Glutamat. Glutamat wird von verschiedenen Rezeptoren auf der postsynaptischen
Membran gebunden. Neben den lonenkanal-gekoppelten (ionotropen) Glutamatrezeptoren
aktiviert Glutamat auch metabotrope Glutamatrezeptoren (mGluRs), die Gber G-Proteine und
nachgeschalteten Signalkaskaden die Signalverarbeitung in der Synapse beeinflussen. Die zwei
Hauptklassen der ionotrophen Glutamatrezeptoren bilden der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptor und der a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionat (AMPA)-Rezeptor. AMPA-
Rezeptoren  vermitteln  nach  Aktivierung  durch  Glutamat einen  schnellen

Natriumioneneinstrom und damit eine Depolarisation der postsynaptischen Membran. Die
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Aktivierung der NMDA-Rezeptoren benétigt hingegen ein zusatzliches Signal, damit sich der
lonenkanal 6ffnet. So ist der lonenkanal des NMDA-Rezeptors im Ruhezustand durch Mg?*-
lonen blockiert (vgl. Abb. 4b). Erst durch die Depolarisierung der postsynaptischen Membran
wird dieser Mg”*-Block freigesetzt und Calciumionen kénnen in den postsynaptischen Bereich
einstromen. Der NMDA-Rezeptor wird deshalb auch als Koinzidenz-Detektor fir eine
korrelierte pra- und postsynaptische Aktivierung bezeichnet. Eine Besonderheit des NMDA-
Rezeptors besteht darin, dass er die Stiarke der synaptischen Verbindung bidirektional
regulieren kann. Abhdngig vom Aktivitatszustand der beteiligten Neurone bewirkt er so eine
Potenzierung (LTP) oder Depression (LTD) der synaptischen Effizienz (Bear & Malenka, 2004;
Luscher & Malenka, 2012).

1.4.1 NMDA-Rezeptoren regulieren die synaptische Plastizitat bidirektional

NMDA-Rezeptoren bilden heterotetramere Transmembranproteine aus den GluN1 und GIuN2-
Untereinheiten des NMDA-Rezeptors (Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004). Die vorwiegend im
Hippocampus exprimierten Subtypen des NMDA-Rezeptors sind die GluN1/GIuN2A-haltigen
und die GIuN1/GIuN2B-haltigen NMDA-Rezeptoren (Monyer et al., 1992 und 1994), (vgl. Abb.
4a). Die Expression GIUN2C- bzw. GluN2D-haltiger NMDA-Rezeptoren ist auf das Cerebellum
bzw. den Hirnstamm beschrankt (Monyer et al., 1992 und 1994). Die GluN1-Untereinheit des
NMDA-Rezeptors vermittelt die Bindung des Kofaktors Glycin bzw. Serin (Johnson & Ascher,
1987; Klecker & Dingledine, 1988; Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004; Papouien et al., 2012). Die
GluN2-Untereinheit formt die Bindungsstelle fir den Neurotransmitter Glutamat bzw. dem
Agonisten N-Methyl-D-Aspartat (NMDA), (Abb. 4b), (Laube et al.,, 1997; Cull-Candy &
Leszkiewicz, 2004). Die Applikation von NMDA ermoglicht somit eine Glutamat-unabhangige
Aktivierung des NMDA-Rezeptors. Dariliber hinaus lieRen sich eine Vielzahl weiterer
Bindungsstellen identifizieren, die die Aktivitat des NMDA-Rezeptors modulieren kdnnen (vgl.
Abb. 4b). So bindet der nicht-kompetitive NMDAR-Antagonist Dizocilpine (MK-801) im
lonenkanal des NMDA-Rezeptors und inhibiert unter anderem den Calciumstrom Uber
aktivierte NMDA-Rezeptoren. Der NMDAR-Antagonist 2-Amino-5-phosphonovalerianséiure
(APV) bindet kompetitiv an die Glutamat/NMDA-Bindestelle und verhindert somit die
Aktivierung des NMDA-Rezeptors (Laube et al., 1997). In weiteren Untersuchungen lieRen sich
selektive Inhibitoren fir einzelne Subtypen des NMDA-Rezeptors identifizieren. Ein selektiver
nicht-kompetitiver Antagonist fir GluN2B-haltige NMDA-Rezeptoren ist Ifenprodil (Perin-
Dureau et al., 2002). Ifenprodil wurde gezeigt an den N-terminalen Bereich der GIuN2B-

Untereinheit zu binden und dadurch die Offnungswahrscheinlichkeit GluN2B-haltiger NMDA-
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Rezeptoren zu reduzieren (Legendre & Westbrook, 2001; Perin-Dureau et al., 2002). Durch die
Verwendung dieser spezifischen Antagonisten konnte die Bedeutung des NMDA-Rezeptors fir
verschiedene Formen der synaptischen Plastizitdit aufgedeckt werden. So konnten im
Hippocampus der Maus und Ratte NMDAR-abhdngige Formen der LTP und LTD identifiziert
werden (Mulkey und Malenka., 1992; Malenka & Bear, 2004; Malenka und Lischer et al.,
2012). In pharmakologischen Studien lieBen sich zudem chemische Stimulationsprotokolle zur
Induktion NMDAR-abhangiger LTP und LTD etablieren (Musleh et al., 1997; Lee et al., 1998; Lu
et al.,2001). Zur Erklarung der NMDAR-abhangigen bidirektionalen Regulation von synaptischer
Plastizitdt wurden verschiedene Modelle aufgestellt, die im Folgenden naher erldutert werden.

Ill

Das ,Lisman Modell“ nimmt einen unterschiedlichen Grad der NMDAR-Aktivierung wahrend
der LTP- bzw. LTD-Induktion an (Lisman et al., 1989; Malenka et al., 1994; Cummings 1996;
Nishiyama 2000). Dabei ist die Richtung der synaptischen Plastizitdt (LTP oder LTD) an die
intrazellulare Konzentration von Calcium gekoppelt. So bewirkt eine starke Erhéhung der
intrazellularen Calciumkonzentration die Aktivierung von Kinasen und induziert eine
Potenzierung der synaptischen Effizienz (LTP). Ein leichter Einstrom von Calcium in die Zelle
fordert hingegen die Aktivierung von Phosphatasen und induziert eine LTD (Lisman et al., 1989;
Mulkey & Malenka, 1992; Malenka et al., 1994; Bear & Malenka, 2004), (vgl. Abb. 5).
Alternative Modelle erklaren die Bidirektionalitdit auf Grundlage unterschiedlicher
biophysikalischer Eigenschaften der einzelnen NMDAR-Subtypen (Liu et al., 2004; Massey et al.,
2004). Durch die Verwendung Subtyp-spezifischer Inhibitoren lief sich zeigen, dass die
Aktivierung GIuN2B-haltiger NMDA-Rezeptoren fiir die Induktion der hippocampalen, NMDAR-
abhangigen LTD notwendig ist. GIuN2A-haltige NMDA-Rezeptoren scheinen hingegen eine
wichtige Funktion fir die Stabilisierung des NMDAR-abhangigen LTPs zu haben (Massey et al.,
2004; Liu et al., 2004). Durch welche Mechanismen die einzelnen NMDAR-Subtypen die
synaptische Plastizitat bidirektional regulieren kdnnen, ist bislang nicht geklart. Es ist jedoch
anzunehmen, dass Unterschiede in den carboxyterminalen Enden der GIuN2A- und GIuN2B-
Untereinheit eine wichtige Funktion fir die Regulation der synaptischen Plastizitat haben
(Wang et al., 2011). So lieRen sich unterschiedliche Interkations- und Phosphorylierungsmotive
in der carboxyterminalen Aminosduresequenz der GIuN2A- und GIuN2B-Untereinheit
identifizieren. Diese Motive sind fiir die Lokalisation des NMDA-Rezeptors in der Zelle, fur
Protein-Interaktionen und die Aktivierung nachgeschalteter Signalkaskaden wichtig (Salter und
Kalia, 2004; Kim et al., 2005; Wang et al., 2013). Eine wichtige, vom NMDA-Rezeptor regulierte,
Signalkaskade ist der Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalweg (Thomas & Huganir
et al,, 2004; Kim et al., 2005; Wang et al., 2013).
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau des NMDA-Rezeptors. (a) NMDA-Rezeptoren bilden heterotetramere
Proteinkomplexe aus den NMDAR-Untereinheiten GIuN1-GluN3. Die im Hippocampus vorwiegend exprimierten
Subtypen des NMDA-Rezeptors sind die GluN1/GluN2A-haltigen und die GIluN1/GluN2B-haltigen NMDA-Rezeptoren.
(b) Schematischer Aufbau des NMDA-Rezeptors und einiger Bindungsstellen. Magnesiumionen (Mg2+) blockieren
unter basalen Bedingungen den lonenstrom iber den NMDA-Rezeptor. Durch Depolarisation der Membran |8st sich
der Magnesium-Block und Calcium-, Natrium- und Kaliumionen kénnen durch den lonenkanal des NMDA-Rezeptors
diffundieren. Neben Bindestellen fiir Glutamat und NMDA konnten modulatorisch wirkende Bindungsstellen fiir
Antagonisten des NMDA-Rezeptor identifiziert werden (MK-801, Ifenprodil, APV).
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Abbildung 5: Synaptische Plastizitit an exzitatorischen, chemischen Synapsen. (1) () Die Prasynaptische
Glutamatfreisetzung flihrt zur Depolarisation der postsynaptschen Membran und anschlieBend zur Glutamat-
abhingigen Offnung der NMDA-Rezeptoren. NMDA-Rezeptoren vermitteln einen Einstrom von Kalziumionen in den
postsynaptischen Bereich. Abhangig vom Aktivierungszustand der beteiligten Neurone bewirkt er eine Potenzierung
oder Depression der synaptischen Effizienz. Ein starker Einstrom von Kalziumionen (2) fihrt zur Aktivierung von
Kinasen (3) und stimuliert die Expression aktivitdtsregulierter Gene (4). Hingegen fiihrt eine leichte Erh6hung der
Kalziumkonzentration (1) zur Aktivierung von Phosphatasen (lll), die wiederum die Expression aktivitatsregulierter
Gene beeinflussen koénnen (IV). Durch die Kontrolle der Genexpression kénnen AMPA-Rezeptoren in die
postsynaptische Membran insertiert (5) bzw. von der postsynaptischen Membran internalisiert (V) werden. Dies
fihrt zur Potenzierung (6) bzw. Depression (VI) der synaptischen Effizienz.
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1.4.2 Der MAP-Kinase-Signalweg

Eine der am meist untersuchten Signalkaskaden der neuronalen Signaltransduktion ist der
Mitogen-aktivierte-Proteinkinase (MAPK)-Signalweg. Der MAPK-Signalweg ist ein Phosphor-
Relay-System, bei dem Phosphatgruppen Uber nacheinander geschaltete Kinasen auf ein
Substrat Gbertragen werden (vgl. Abb. 6). So phosphorylieren MAP-Kinasen (MAPK) Serine und
Threonine entsprechender Zielproteine. Die Aktivitdit der MAP-Kinasen wird Uber weitere
Kinasen, den sogenannten MAPK-Kinasen (MKK) kontrolliert, die wiederum einer
aktivitatsabhangigen Regulation durch MAPK-Kinase-Kinasen (MKKKs) unterliegen (vgl. Abb. 6).
Die Aktivierung von MAPK-Phosphatasen (MKPs) kdnnen diesen Prozess negativ regulieren und
eine Dephosphorylierung entsprechender Substrate vermitteln. Das Zusammenspiel von
Kinasen und Phosphatasen ermoglicht so die gezielte Aktivierung und Inaktivierung
nachgeschalteter Enzyme.

Arbeiten von John E. Lisman und Robert C. Malenka konnten darlegen, dass der
aktivitdtsabhangige Calciumeinstrom (Gber den NMDA-Rezeptor die Aktivierung
nachgeschalteter Kinasen und Phosphatasen reguliert (Lisman et al., 1989; Mulkey & Malenka,
1992; Malenka et al., 1994; Bear & Malenka, 2004). Nachfolgende Studien konnten zeigen, dass
NMDA-Rezeptoren die Aktivitdt der Extrazellularen-Signalregulierten Kinase (ERK) 1/2, eine
MAP-Kinase beeinflussen kénnen (Thomas & Huganir, 2004). Neuere Untersuchungen von
Morgan Sheng und Benjamin Hall konnten dariiber hinaus erstmals Hinweise fiir eine
unterschiedliche Regulation der ERK1/2-Kinase durch einzelne Subtypen des NMDA-Rezeptors
demonstrieren. So liel sich in primaren Neuronenkulturen zeigen, dass die pharmakologische
Inhibition bzw. der Knockout GIuN2B-haltiger NMDA-Rezeptoren die Aktivitat der ERK1/2-
Kinase verstarkt (Kim et al., 2005; Wang et al., 2013). Dies lasst vermuten, dass GIuN2B-haltige
NMDA-Rezeptoren fiir (1) die Inaktivierung oder (2) Inhibition der ERK1/2-Kinaseaktivitat
erforderlich sind.

Ferner ist bekannt, dass die Aktivierung der ERK1/2-Kinase eine essentielle Funktion fir
NMDAR-abhangige Formen der synaptischen Plastizitat hat. Durch die Verwendung spezifischer
MAPK/ERK-Kinase (MEK)-Inhibitoren (vgl. Abb. 6) lieR sich die Expression stabiler Formen der
NMDAR-abhéngigen LTP, aber nicht LTD in akuten hippocampalen Hirnschnitten blockieren
(English and Sweatt, 1996 und 1997; Atkins et al., 1998; Bolshakov et al., 2000; Ohno et al.,
2001; Gallagher et al., 2004). NMDA-Rezeptoren scheinen somit nicht nur die Effizienz der
synaptischen Ubertragung, sondern auch grundlegende molekulare Mechanismen, wie die

Aktivierung nachgeschalteter Signalkaskaden, bidirektional regulieren zu kdnnen.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalwegs. Der MAPK-
Signalweg ist ein Phosphor-Relay-System, bei dem Phosphatgruppen (iber nacheinander geschaltete Kinasen auf ein
Substrat Gbertragen werden. Die Stimulation eines ,Aktivators” (z.B.: RasGTP) fiihrt zur Phosphorylierung und damit
Aktivierung einer MAPK-Kinase-Kinase (MKKK, z.B.: Raf). Die MKKK phosphoryliert und aktiviert eine MAPK-Kinase
(MKK, z.B.: MEK), die anschlieBRend die nachgeschaltete MAP-Kinase (MAPK, z.B.: ERK1/2) phosphoryliert. Die
aktivierte MAP-Kinase kann schlieflich Serine und Threonine entsprechender Zielproteine phosphorylieren.
Zielproteine konnen z.B. Transkriptions- oder Translationsfaktoren, weitere Kinasen oder Transportproteine sein.
Durch die Aktivierung von MAPK-Phosphatasen (MKPs) konnen aktivierte MAP-Kinasen wieder inaktiviert werden.

1.4.3 NMDA-Rezeptoren regulieren die Expression von AMPA-Rezeptoren an der

neuronalen Zelloberflache

AMPA-Rezeptoren bilden heterotetramere Proteinkomplexe aus den Untereinheiten GluA1l bis
GluA4. Die vorwiegend im Hippocampus exprimierten Konformationen sind die homodimeren
GluA1/GIuA2- bzw. GIuA2/GluA3-haltigen AMPA-Rezeptoren (Keinanen et al., 1990; Wenthold
et al., 1996). Unterschiede in den funktionellen Eigenschaften der AMPAR-Subtypen basieren
auf den unterschiedlichen intrazellularen, carboxyterminalen Enden der einzelnen AMPAR-
Untereinheiten (Malinow and Malenka et al., 2002; Collingridge et al., 2004; Derkach et al.,
2007). So kénnen die C-Termini durch Interaktionen mit anderen Proteinen posttranslational
modifiziert werden und dadurch den Transport, die Lokalisierung, die Stabilitdit und die
elektrophysiologischen Eigenschaften des Rezeptors regulieren (Benke et al., 1998; Lee et al.,
1998; Kameyama et al.,, 1998; Lee et al., 2003). Eine besondere Rolle fiir die Funktion der
AMPA-Rezeptoren scheint die GluA2-Untereinheit zu spielen. So sind homomere AMPA-
Rezeptoren, die ausschlielich aus der GluAl-Untereinheit bestehen, permeabel fiir
Calciumionen (Isaac et al., 2007; Man, 2011; Shepherd, 2012). Die homodimeren GluA1/GluA2-
bzw. GluA2/GluA3-haltige AMPA-Rezeptoren zeigen hingegen keine Calciumpermeabilitat
(Isaac et al.,, 2007; Man, 2011; Shepherd, 2012). Wahrend GluA2/GluA3-haltige AMPA-
Rezeptoren eine wichtige Funktion fiir den basalen Turnover von AMPA-Rezeptoren an der

neuronalen Zelloberflache haben, ist die Insertion und Internalisierung GluA1/GluA2-haltiger
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AMPA-Rezeptoren aktivitatsabhangig reguliert (Shi et al.,, 2001; Shepherd & Huganir, 2007;
Kessel & Malinow, 2009).

Ein Modell zur Erklarung der synaptischen Plastizitdt bezieht sich auf die regulierte Expression
von AMPA-Rezeptoren an der postsynaptischen Membran. Es ist bereits bekannt, dass NMDA-
Rezeptoren die Richtung der synaptischen Plastizitdt bidirektional regulieren kénnen (siehe
1.4.1.). So lie® sich demonstrieren, dass diese bidirektionale Regulation der synaptischen
Starke mit einer bidirektionalen Veranderung der AMPAR-Anzahl an der neuronalen
Zelloberflache einhergeht (Song et al., 2002; Shepherd & Huganir, 2007; Kessel & Malinow,
2009). Es konnte dargelegt werden, dass NMDAR-induzierte Formen des LTPs mit einer
Insertion von AMPA-Rezeptoren an der neuronalen Zelloberflache assoziiert sind. (Shi et al.,
1999; Lu et al., 2001; Liao et al., 2001; Park et al., 2004; Williams et al., 2007; Shepherd &
Huganir, 2007; Kessel & Malinow, 2009). LTD-induzierende, NMDAR-abhéngige Stimulationen
wurden hingegen gezeigt eine Internalisierung von AMPA-Rezeptoren aus der postsynaptischen
Membran zu vermitteln (Lee et al., 2003; Colledge et al., 2003; Snyder et al., 2005; Waung et
al., 2008). NMDA-Rezeptoren kdénnen somit die Expression von AMPA-Rezeptoren an der

neuronalen Zellmembran aktivitatsabhangig regulieren (vgl. Abb. 5).

1.5 Das aktivitdtsregulierte Gen Arc/Arg3.1

Um Veranderungen der synaptischen Transmission zu stabilisieren, ist eine Neusynthese von
MRNA und Proteinen notwendig (Kelleher Il et al., 2004). Eine der ersten Mechanismen in
synaptischer Plastizitat ist daher die Expression aktivitatsregulierter Gene. Eine besondere
Klasse dieser aktivitatsregulierten Genen sind die sogenannten ,, unmittelbar friih exprimierten
Gene” (IEG, vom engl.: immediate early gene). IEGs sind von besonderer Bedeutung, da deren
Expression unmittelbar durch neuronale Aktivitdt angeschaltet wird. Dabei ist die Expression
der IEGs unabhdngig von einer neuen Proteinsynthese und basiert lediglich auf
posttranslationalen Modifikationen bereits existierender Proteine, wie Transkriptionsfaktoren.
Je nach ihrer Funktion unterscheiden wir zwei verschiedene Klassen der IEGs: (1) IEGs als
Genregulator und (2) IEGs als Effektor. Regulatorische |IEGs, wie c-fos, Egr-1 oder Npas4
kontrollieren die Expression weiterer nachgeschalteter Gene, die sogenannten ,late response
genes” (Morgan et al., 1987; Cole et al., 1989; Lin et al., 2008). Effektor-IEGs hingegen wirken
direkt in der Stabilisierung von kurzfristigen in die langfristigen Veranderungen der
synaptischen Effizienz. Ein Effektor-IEG, mit dem ich mich in dieser Arbeit beschaftigt habe ist
das ,activity-regulated gene of 3.1kb transcript length” (Arg3.1), auch bekannt als ,activity-

regulated cytoskeleton-associated protein” (Arc).
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1.5.1 Die Arc/Arg3.1-Expression ist aktivitatsabhangig reguliert

Das Gen Arc/Arg3.1 wurde zeitgleich in den Laboren von Prof. Dietmar Kuhl bzw. Prof. Paul
Worley identifiziert (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995). Wie bei vielen IEGs der Fall, wurde
die aktivitatsregulierte Genexpression von Arc/Arg3.1 nach Einsetzen eines pharmakologisch
bzw. elektrisch ausgelosten epileptischen Krampfanfalls gefunden. Nachfolgende
Untersuchungen konnten eine Vielzahl weiterer Stimuli identifizieren, die die Expression des
Arc/Arg3.1-Gens induzieren.

Experimente in akuten hippocampalen Hirnschnitten konnten zeigen, dass die Arc/Arg3.1-
Expression durch elektrische, LTP-produzierende Stimulationen aktiviert wird (Link et al., 1995;
Steward et al., 1998; Waltereit et al., 2001; Steward & Worley, 2001; Messaoudi et al., 2007;
Panja et al., 2009; Yilmaz-Rastoder et al., 2011). Durch die Verwendung von NMDAR-
Antagonisten lieR sich eine NMDAR-Abhéngigkeit der Arc/Arg3.1-Expression bestatigen
(Steward & Worley, 2001; Panja et al., 2009; Yilmaz-Rastoder et al., 2011). Pharmakologische
Experimente konnten eine Reihe weiterer chemischer Stimulationsprotokolle beschreiben, die
eine NMDAR-abhéngige Arc/Arg3.1-Expression in primaren Neuronenkulturen induzieren. So
lieR sich zeigen, dass der GABA,-Rezeptor-Antagonist Bicucullin die Arc/Arg3.1-Expression
NMDAR-abhéngig reguliert (Rao et al., 2006; Kawashima et al., 2009; Pintchovski et al., 2009;
Karpova et al., 2013). Weiterflihrende Untersuchungen von Rao et al. (2006) lassen zudem eine
NMDAR-abhingige Regulation der Arc/Arg3.1-Expression durch den ,brain-derived
neurotrophic factor” (BDNF) vermuten (Rao et al., 2006; Park et al., 2008). Arbeiten von Paul F.
Worley und Kimberly M. Huber konnten dariiber hinaus demonstrieren, dass auch LTD-
produzierende Stimulationen die Arc/Arg3.1-Expression induzieren kénnen. So aktiviert die
Applikation des metabotrophen Glutamat-Rezeptor (mGIuR)-Agonisten Dihydroxyphenylglycin
(DHPG) die mRNA- und Proteinsynthese des Arc/Arg3.1-Gens in akuten hippocampalen
Hirnschnitten und dissoziierten Neuronenkulturen (Park et al., 2008; Waung et al; 2008).
Weitere Bestatigung flr eine aktivitatsabhangige Regulation von Arc/Arg3.1 liefern Studien zu
homdoostatischen Formen der synaptischen Plastizitdit. So bewirkt eine langanhaltende
Reduktion der neuronalen Aktivitat, durch Applikation des Kugelfischtoxins Tetrodotoxin (TTX),
eine Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression in dissoziierten Neuronenkulturen (Shepherd et al.,
2006). Welche molekularen Mechanismen diese Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression
bewirken, ist bisher nicht bekannt. Eine mogliche Erklarung liefern Studien von Steven
Finkbeiner. So lieR sich zeigen, dass die Applikation des kompetitiven AMPAR-Antagonists
NBQX eine Erhohung des aktivitats-induzierten Arc/Arg3.1-Expressionslevels in dissoziierten
Neuronenkulturen vermittelt (Rao et al., 2006). Dahingehend ist anzunehmen, dass AMPA-

Rezeptoren die aktivitatsinduzierte Arc/Arg3.1-Expression negativ regulieren konnen.
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1.5.2 Regulationsmechanismen der Arc/Arg3.1-Protein- und mRNA-Synthese

Bislang ist unklar, wie Verdnderungen der neuronalen Aktivitit in eine Anderung der
Arc/Arg3.1- Expression Ubersetzt werden. Der MAPK-Signalweg scheint dabei eine
Schlusselrolle fur die Regulation der Arc/Arg3.1-Expression zu spielen (Korb & Finkbeiner et al.,
2011). Arbeiten in unserem Labor konnten erste Hinweise fiir eine ERK1/2-abhingige
Regulation der Arc/Arg3.1-mRNA-Synthese in dissoziierten, hippocampalen Neuronenkulturen
liefern (Waltereit et al.,, 2001). Diese Beobachtungen lieRen sich in akuten, hippocampalen
Hirnschnitten bestatigen. So konnten Untersuchungen von Clive Bramham zeigen, dass die HFS-
LTP-induzierte Arc/Arg3.1-Transkription durch Applikation des MEK-Inhibitors U0126 blockiert
wird. Weitere Unterstiitzung finden diese Beobachtungen durch genomische Analysen der
Arc/Arg3.1-Promotorsequenz. So lieRen sich Bindungsstellen fiir das ,,cAMP-response-element
[CRE] binding protein“ (CREB) und den ,Serum response factor” (SRF) identifizieren (Waltereit
et al., 2001; Kawashima et al., 2009; Pintchovski et al., 2009). Vorangegangene Studien konnten
darlegen, dass die MAP-Kinase ERK1/2 den Aktivitatszustand von SRF und CREB regulieren kann
(Xia et al., 1996; Davis et al., 2000). Zudem zeigten Reporter-Gen-Analysen, bei denen die
Expression des Luciferase-Gens durch den Arc/Arg3.1- Promotor kontrolliert wird, eine ERK1/2-
abhédngige Regulation des Arc/Arg3.1-Promotors in dissoziierten Neuronenkulturen
(Kawashima et al., 2009; Pintchovski et al., 2009). Die Generierung konditionaler SRF-Knockout
Md&use bestitigte die SRF-abhingige Regulation der Arc/Arg3.1-Expression in vivo (Ramanan et
al., 2005). Neben Bindestellen fiir SRF und CREB lieBen sich zudem weitere, bisher nicht ndher
charakterisierte, Bindungsstellen nachweisen. So konnten unter anderem Bindungsstellen fir
repressorisch wirkende Transkriptionsfaktoren identifiziert werden (Pintchovski et al., 2009).
Die Transkripte des Arc/Arg3.1-Gens zeigen ein interessantes Verteilungsmuster. So ist
Arc/Arg3.1 das einzige aktivitatsregulierte Gen, dessen mRNA nach neuronaler Stimulation in
den Dendriten lokalisiert. Oswald Steward und Paul Worley konnten darlber hinaus zeigen,
dass diese Verteilung gerichtet ist, und die Arc/Arg3.1-mRNA spezifisch in solchen
dendritischen Bereichen akkumuliert, in denen die synaptische Aktivierung stattgefunden hat
(Wallace et al., 1998; Steward und Worley, 2001). Weiter liel8 sich zeigen, dass die Lokalisierung
des Arc/Arg3.1-Proteins an aktivierten dendritischen Bereichen durch die ERK1/2-Kinase
reguliert wird (Huang et al., 2007). Weitere Experimente konnten eine Koregulation der
Arc/Arg3.1-Expression und ERK1/2-Phosphorylierung darlegen (Ying et al., 2002; Whittington et
al.,, 2013; Bateup et al., 2013). Arbeiten von Clive Bramham konnten darliber hinaus eine
ERK1/2-abhangige Regulation der Arc/Arg3.1-Translation demonstrieren (Panja et al., 2009). So
blockiert die Applikation des MEK-Inhibitor PD98059 die HFS-induzierte, NMDAR-abhangige

Synthese des Arc/Arg3.1-Proteins in akuten hippocampalen Hirnschnitten (Panja et al., 2009).
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Diese Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression korrelierte mit einer Dephosphorylierung des
eukaryontischen Initiationsfaktor (elF) 4E (Panja et al., 2009). Studien von Paul Worley konnten
zudem eine vom eukaryontischen Elongationsfaktor (eEF) 2 abhangige Regulation der
Arc/Arg3.1-Translation fir mGluR-abhangige Formen der LTD demonstrieren (Park et al., 2008).
Untersuchungen zum Turnover des Arc/Arg3.1-Proteins und der Arc/Arg3.1-mRNA konnten
Halbwertszeiten unter einer Stunde beobachten (Rao et al., 2006; Park et al., 2008; Bateup et
al., 2013). Dies spricht fiir eine schnelle Degradation des Arc/Arg3.1-Proteins und der
Arc/Arg3.1-mRNA. Ferner lieR sich zeigen, dass das Arc/Arg3.1-Protein ein Substrat des
Ubiquitin-Proteasomen-System (UPS)-vermittelten Proteinabbaus darstellt (Greer et al., 2010).
Bislang ist unklar, ob Arc/Arg3.1 durch weitere Degradationsmechanismen abgebaut wird. Ein
Mechanismus, der die Stabilitdt der Arc/Arg3.1-mRNA reguliert ist der ,,Nonsense-mediated
Decay” (NMD), (Giorgi et al., 2007). Der NMD stellt einen Prozess da, bei dem die Degradation
der mRNA an ihre Translation gekoppelt ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Expressionslevel
in der Zelle durch Translations-, Transkriptions- und Degradationsprozesse fein reguliert werden
kann. Eine zentrale Bedeutung fiir die Regulation der Arc/Arg3.1-mRNA- und Proteinsynthese

scheint die MAP-Kinase ERK1/2 zu haben.

1.5.3 Arc/Arg3.1 fordert die Endozytose von AMPA-Rezeptoren aus der

postsynaptischen Membran

Durch die Generierung von Arc/Arg3.1-Knockout-Mausen in unserem Labor lieR sich zeigen,
dass die Arc/Arg3.1-Expression fir die Konsolidierung NMDAR-abhingiger Formen der
synaptischen Plastizitdt (LTP und LTD) notwendig ist (Plath et al., 2006). Weitere Studien
konnten diese Beobachtungen fiir HFS- und BDNF-induzierter Formen der LTP bestatigen. So
bewirkte eine akute in vivo Infusion Arc/Arg3.1-spezifischer Antisense-Oligodeoxynukleotide
eine Destabilisierung von HFS- und BDNF-induzierten Formen der LTP im Gyrus Dentatus von
Mausen (Messaoudi et al., 2007). Weitere Unterstitzung findet diese Hypothese durch
Analysen zum DHPG induzierten mGIuR-LTD. So lieR sich durch DHPG-Applikation eine stabile
Form des mGIuR-LTDs in CA3-CA1-Synapsen akuter hippocampaler Hirnschnitte von
Arc/Arg3.1-Wildtyp, aber nicht Arc/Arg3.1-Knockout-Mausen induzieren (Park et al., 2008).
Diese Ergebnisse korrelieren mit der Beobachtung, dass Arc/Arg3.1-Knockout-Mé&use nicht in
der Lage sind, ein stabiles Langzeit-Gedachtnis fiir verschiedene explizite und implizite
Lernaufgaben zu bilden (Plath et al., 2006).

Bis dato ist ungeklart, welche molekulare Funktion Arc/Arg3.1 in Neuronen hat. Bisherige

Ergebnisse konnten demonstrieren, dass Arc/Arg3.1 eine wichtige Funktion fir die
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Internalisierung von AMPA-Rezeptoren aus der neuronalen Zellmembran hat. Mit Hilfe des
Hefe-Zwei-Hybrid-Systems  konnten im Labor wvon Paul Worley die Arc/Arg3.1
Interkationspartner Dynamin2 und Endophilin3 identifiziert werden (Chowdhury et al., 2006).
In Experimenten zur Arc/Arg3.1-Uberexpression lieR sich zeigen, dass Arc/Arg3.1 durch
Interaktion mit Dynamin2 und Endophilin3 die Expression GluAl-haltiger AMPA-Rezeptoren an
der neuronalen Zelloberfliche reduziert. Im Gegensatz dazu zeigten Arc/Arg3.1-Knockout-
Mause eine gesteigerte Expression GluAl-haltiger AMPA-Rezeptoren an der neuronalen
Zelloberflache und eine verminderte AMPA-Rezeptor-Internalisierung (Chowdhury et al., 2006).
Untersuchungen zur AMPAR-Expression in kultivierten hippocampalen Hirnschnitten konnten
zeigen, dass eine gesteigerte Expression von Arc/Arg3.1 die Internalisierung GluA2-haltiger
AMPA-Rezeptoren stimuliert (Rial-Verde et al., 2006). Diese Beobachtungen lieBen sich auch in
nachfolgenden Studien bestdtigen (Waung et al., 2008). So konnte in primaren
Neuronenkulturen gezeigt werden, dass Arc/Arg3.1 die DHPG-vermittelte Internalisierung von
GluA1-AMPA-Rezeptoren reguliert (Park et al., 2008; Waung et al., 2008). Untersuchungen zur
chemisch induzierten NMDAR-LTP lieBen hingegen keine Arc/Arg3.1-Abhangigkeit erkennen. So
zeigten sowohl Arc/Arg3.1-Wildtyp, als auch -Knockout Neuronenkulturen eine gesteigerte
Expression GluAl-haltiger AMPA-Rezeptoren (Shepherd et al., 2006).

Studien zu homdostatischen Formen der synaptischen Plastizitdt konnten demonstrieren, dass
chronische Verdanderungen der neuronalen Aktivitdt einen Ein- bzw. Ausbau von AMPA-
Rezeptoren aus der neuronalen Zellmembran bewirken. Dieser fundamentale Prozess zur
Anpassung der neuronalen Erregbarkeit scheint in Arc/Arg3.1-Knockout-Neuronen
beeintrachtigt zu sein. So bewirkt die chronische Applikationen von Bicucullin eine Reduktion
der AMPAR-Expression an der Zelloberfliche von Arc/Arg3.1-Wildtyp-, aber nicht Arc/Arg3.1-
Knockout-Neuronen. Die chronische Applikation von Tetrodotoxin (TTX) flihrten hingegen zu
einem Anstieg der AMPAR-Expression an der Zelloberfliche von Arc/Arg3.1-Wildtyp-, aber
nicht Arc/Arg3.1-Knockout-Neuronen (Shepherd et al., 2006; Plath et al., 2006).

Diese Beobachtungen legen dar, dass Arc/Arg3.1 eine wichtige Funktion flr die regulierte
Expression von AMPA-Rezeptoren an der neuronalen Zelloberflache hat. Zudem ist Arc/Arg3.1
essentiell flr die stabile Expression verschiedener Formen der synaptischen Plastizitit. Eine
Deregulation der Arc/Arg3.1-Expression ist assoziiert mit: (1) Beeintrachtigungen der AMPAR-
Expression, (2) Beeintrachtigungen bei der Stabilisierung verschiedener Formen der
synaptischen Plastizitit und (3) Beeintrachtigungen in der Konsolidierung des

Langzeitgedachtnisses.
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1.6  Zielsetzung der Arbeit

Modifizierungen der synaptischen Transmission, synaptische Plastizitdt genannt, werden als
zelluldare Grundmechanismen fir die kognitiven Prozesse des Lernens und der
Gedachtnisbildung im Gehirn verstanden. Fiir die Ausbildung Hebb‘scher Formen der
synaptischen Plastizitdt spielen NMDA-Rezeptoren eine zentrale Rolle. So kénnen NMDA-
Rezeptoren, abhadngig von der synaptischen Aktivierung, plastische Prozesse an den Synapsen
bidirektional regulieren.

Als ein akivitatsreguliertes Gen wird die Arc/Arg3.1-Expression durch verschiedenste Plastizitat-
produzierende Stimuli induziert. Speziell wird die Arc/Arg3.1-Expression parallel zur Induktion
der LTP durch die NMDAR-Aktivierung induziert und tragt somit zur LTP-Konsolidierung bei.
Darlber hinaus demonstrieren einige Studien, dass Arc/Arg3.1 die Expression NMDAR-
abhangiger Formen der LTD beeinflusst.

In dieser Arbeit sollen mittels NMDA-Stimulationen ein NMDAR-abhangiges chemisches LTD
induziert werden und die LTD-vermittelte Veranderung der Arc/Arg3.1-Expression, sowie in
weiteren Schritten die zustdandigen Komponenten analysiert werden. Weiter soll die Rolle von
Arc/Arg3.1 fur diese Form der LTD mit Hilfe der Arc/Arg3.1-Knockout-Mé&use auf zelluldrer und

biochemischer Ebene untersucht werden.
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2.1 Gerate und Materialien

Materialien
Alle nicht besonders vermerkten Substanzen und Chemikalien wurden als analysenreine
Reagenzien von den Firmen Roche, AppliChem, Invitrogen (Gibco), Merck, Serva oder Sigma-

Aldrich bezogen. Verwendete Plastikware stammt von Greiner, Sarstedt oder Eppendorf.

Gerate fiir Zellkultur

Die Praparation embryonaler Gehirne erfolgte mit Hilfe eines Stereomikroskop (Zeiss). Steril-
Arbeiten erfolgten unter einer Heraeus Sterilwerkbank. Zentrifugenschritte wurden mit einer
Eppendorf-Tischzentrifuge durchgefiihrt. Die Inkubationen erfolgten in Binder-CO,-

Brutschranken.

Gerdte fiir Gewebeschnitt-Praparation
Zur Herstellung akuter hippocampaler Hirnschnitte wurde ein Microm HM 650 V Microtome
(Thermo Scientific) mit vibrierender Klinge verwendet. Inkubationsschritte bei definierten

Temperaturen erfolgten im Wasserbad (GFL).

Gerdte fiir qRT-PCR, Analyse und Handhabung

Zur Bestimmung der mRNA- und DNA-Konzentration wurde ein NanoDrop2000 Spektro-
photometer (Thermo Scientific) verwendet. Die Reverse-Transkription erfolgte mit einem PTC-
200 Thermocycler (MJ Research). Fiir die quantitative Bestimmung entsprechender cDNA-Level

wurde ABI Prism 7900HT Real-Time PCR System genutzt.

Gerdte fiir die Western-Blot-Analyse

Die Ultraschallbehandlung von Proteinproben erfolgte mit einem BRANSON Sonifier 250
(BRANSON Ultrasonics Corporation). BCA-Ansatze zur Proteinkonzentrationsbestimmung
wurden mit einem SLT Rainbow Scanner (SLT Labinstruments) analysiert. Fiir die SDS-PAGE
wurden Minigel-Twin Kammern (Biometra) verwendet. Western-Blots wurden in Mini-Trans-
Blot-Kammern (Bio-Rad) durchgefiihrt. Chemilumineszenzsignale wurden mit einem

ImageQuant LAS4000mini (GE Healthcare) detektiert.

Software zur Analyse und Auswertung

Zur Analyse der erhaltenen gRT-PCR-Daten wurde die Programm SDS Version 2.4 (Applied
Biosystems) verwendet. Imagel wurde zur densitometrischen Quantifizierung von
Chemilumineszenz-Signalen genutzt. Berechnungen erfolgten mit Hilfe von Excel (Microsoft).
Graphen und statistische Analysen wurden mit Hilfe des Programms SigmaPlot 11 (Systat

Software Inc.) durchgefiihrt. Abbildungen wurden mit den Programmen Photoshop (Adobe)
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und llustrator (Adobe) zusammengestellt. Diese Arbeit wurde in Word (Microsoft) und

InDesign (Adobe) geschrieben.

2.2 Zellbiologische Methoden:

2.2.1 Primare Neuronenkultur

Wachstumsmedium

500 uM Glutamax (Invitrogen)

2% B27 Supplement (Invitrogen)

1% Penicillin / Streptomycin (Biochrom)
in Neurobasalmedium (Invitrogen)

HANKS-Puffer

1 Flasche HANKS-Salz (Sigma H9394)
4,17 NaHCO; (Merck)

1 mM HEPES (Roth)

mit Aqua dest. Auffillen; pH 7,3-7,4

Verdaupuffer
137 mM NacCl (Roth)

5 mM KCI (Roth)

PBS-Puffer

137 mM NacCl (Roth)

2,70 mM KCI (Roth)

8,10 mM Na,HPO, x 2H,0 (Roth)
1,47 mM KH,PO, (Roth)

HANKS + FCS
80 % HANKS-Puffer
20 % FCS

Dissoziationsmedium
12 mM MgS0O,4 x 7 H,0
In HANKS-Puffer

7 mM Na,HPO, x 2 H,0 (Roth)
25 mM HEPES (Roth)
gelost in Aqua dest, pH-Wert 7,2

2.2.1.1 Praparation und Kultivierung

Fir die Herstellung priméarer dissoziierter Neuronenkulturen wurden Mause des Stammes
C57BI/6J verwendet. Triachtige Mause wurden 18,5 Tage nach der Verpaarung mit Wildtyp
Mannchen geopfert. Jegliche Behandlung der Tiere erfolgte nach dem Tierschutzgesetz.
Embryonen wurden der Mutter entnommen und die Képfe durch Dekapitation vom Korper
getrennt. Gehirne wurden mit Hilfe von Mikroscheren und Pinzetten aus den Kopfen
herausprapariert und auf Eis in HANKS Medium mit 20% FCS gelagert. Unter einem
Stereomikroskop wurden die Hippocampi und Kortizes vom Embryogehirn isoliert und in Hanks
+ FCS gesammelt. Zur Herstellung von Kulturen des Mausvorderhirns wurden Hippocampi und
Kortizes gepoolt. Fir die Praparation von hippocampalen und kortikalen Kulturen wurden die
beiden Hirnregionen getrennt voneinander weiterverwendet. Alle weiteren Schritte wurden

unter einer Sterilwerkbank durchgefiihrt. Gehirnproben wurden zweimal mit HANKS Medium
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gewaschen. 2 mg Papain und 1 mg DNAse (3 kU in 0,15 M NaCl) wurden zu 2ml Verdaupuffer
hinzugegeben und anschlieBend fiir 30 Minuten mit den Gehirnproben bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit HANKS Medium. Die Gehirnproben
wurden mit 2ml Dissoziationspuffer und 1mg DNAse versetzt. Zellen wurden durch Trituration
aus ihrem Zellverband gel6st. Gehirnproben wurden 20 Mal mit einer Pasteurpipette auf- und
abpipettiert. Mit einer feuerpolierten Pasteurpipette mit schmalerer Offnung wurden die
Proben weitere 20 Mal trituriert. Die Zellen wurden anschlieBend in 12 ml HANKS + FCS
resuspendiert und fir 5 Minuten bei 1000g sedimentiert. Das Zellpellet wurde in
Wachstumsmedium resuspendiert. Zellen wurden mit einer Neubauer Zahlkammer gezahlt.
Neurone wurden zu einer Dichte von 62.000 — 82.000 Zellen pro cm? in 60mm-Petrischalen
ausgesdt. Petrischalen wurden Uber Nacht bei 37°C und 5% CO, mit 5mg/ml Poly-L-Lysin
beschichtet. Die Kultivierung der Neurone erfolgte bei 37°C und 5% CO, im Inkubator. Das
Wachstumsmedium wurde zweimal pro Woche jeweils zur Halfte durch frisches

Wachstumsmedium ersetzt.

2.2.1.2 Pharmakologische Behandlung

Vorbereitend fir die Stimulation wurden Neuronenkulturen {ber Nacht mit frischem
Neurobasalmedium bei 37°C und 5% CO, im Warmeschrank inkubiert. Zu Versuchsbeginn

wurde ein Teil des Mediums abgenommen und im Inkubator bei 37°C und 5% CO, aufbewahrt.

NMDA Stimulation primdrer dissoziierter Neuronenkulturen

Neuronenkulturen wurden mit entsprechenden Inhibitoren bzw. Tragersubstanzen (siehe
Tabelle 1) vorbehandelt. Durch Zugabe von NMDA (EK 20 uM) bzw. H,0 (als Kontrolle) wurden
die Neurone fir drei Minuten in Anwesenheit der Inhibitoren bzw. deren Tragersubstanzen
stimuliert. Das Medium wurde anschlieRend abgesaugt und durch das zuvor entnommene
Neurobasalmedium ersetzt. Je nach Versuchsbedingung enthielt dieses Medium wiederum
dieselbe Konzentration des Inhibitors bzw. dessen Tragersubstanz (siehe Tabelle 1). Die
Kulturen wurden fiir weitere 60 Minuten im Warmeschrank inkubiert. Fir die Untersuchung
der Zeitabhangigkeit der NMDA-Effekte wurden Kulturen 5, 15, 30 und 60 Minuten nach der
NMDA-Stimulation aus dem Inkubator genommen. Am Ende der Inkubationsphase wurde das
Medium entfernt und durch eiskaltes 1xPBS ersetzt. Flr die Praparation von mRNA-Proben

wurde 1xPBS + 0,1% DEPC verwendet. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis.
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Tabelle 1: Inkubationsbedingungen verwendeter Stimulantien

Prdinkubation Bei
EKin pM Tragersubstanz Postinkubation
anwesend

NMDA 20 uM H,0 - -

MK-801 10 uM DMSO - nein

APV 50 uM H,O - nein

Ifenprodil 5uM H,O - nein
EGTA 2,5mM Neurobasalmedium 30 min ja
BAPTA-AM 33 uM DMSO 30 min ja
PD98059 50 uM DMSO 30 min ja
ActD 10 uM DMSO 10 min ja
CHX 50 uM H,0 10 min ja
MG-132 10 uM DMSO 60 min ja

DHPG Stimulation primdrer dissoziierter Neuronenkulturen

Neurone wurden durch Zugabe von (RS)-3,5-DHPG (EK 50 uM) funf Minuten stimuliert.
AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt und durch das zuvor abgenommene
Neurobasalmedium ersetzt. 60 Minuten nach der weiteren Inkubation im Warmeschrank
wurden die Inkubation beendet, das Medium entfernt und durch eiskaltes 1xPBS ersetzt. Alle

weiteren Schritte zur Homogenisierung erfolgten auf Eis.

Bic/4AP Stimulation primdrer dissoziierter Neuronenkulturen

Neurone sollten mit einem synaptischen Stimulationsprotokoll stimuliert werden. Dazu
wurden entsprechend Okuno et al., 2012 und Kawashima et al., 2009 Neuronenkulturen zwei
Stunden mit 20 uM Bicucullin (in H,0), 100 uM 4AP (in H,0), 1 uM Strychnine (in DMSO) und
100 puM Glycin (in H,0) stimuliert. Im weiteren Verlauf wird diese Stimulation als Bic/4AP-
Stimulation bezeichnet. Nach der Inkubation wurden die Kulturen aus dem Inkubator
genommen, das Medium entfernt und durch eiskaltes 1xPBS ersetzt. Die Homogenisierung

erfolgt wie nachfolgend beschrieben.
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2.2.2 Praparation akuter Hirnschnitte

Sucrose-ACSF ACSF

Sucrose 212.7 mM NacCl 124 mM
KCl 2.6 mM KCl 5mM
NaHCO; 26 mM NaHCO; 26 mM
NaH,PO, 1.23 mM NaH,PO, 1,25 mM
MgCl, x 6 H,0 3mM MgCl, x 6 H,0 1,5mM
Glucose 10 mM Glucose 10 mM
CaCl, 1mMm CaCl, 4 mM

In Aqua dest. In Aqua dest.

2.2.2.1 Praparation

Zur Anfertigung hippocampaler Hirnschnitte wurden juvenile, 11-12 Wochen alte C57BI6 oder
Arc/Arg3.1-Knockout Mause mit dem Inhalationsnarkotika Isofluran (Abbott) betdubt und
durch Dekapitation getotet. Der Kopf der Maus wurde in pirierte, halbgefrorene und mit
Carbogen (Gemisch aus 95% 02 und 5% CO2) begaste, physiologische Sucrose-ACSF gehalten
und der Schadel entlang der sagittalen Linie gedffnet. Das Gehirn wurde herausprapariert und
fir 1-2 Minuten in frische purierte Sucrose-ACSF Uberfiihrt. AnschlieRend wurden Reste des
Kleinhirns entfernt und die Hemisphdren mittels einer Rasierklinge getrennt. Die Halften
wurden auf ihre mediale Schnittflache gelegt und jeweils dorsal ein Teil des Kortex entfernt.
Beide Hemispharen wurden mit Cyanacrylat-Kleber (UHU Sekundenkleber) auf die
entstandene Schnittfliche geklebt, mit piriertem Sucrose-ACSF bedeckt und in die
Schneidekammer tberfiihrt. Die Schneidekammer wurde mit plriertem, Carbogen-begastem
Sucrose-ACSF aufgefihlt. Mit Hilfe eines Microm HM 650 V Microtome (Thermo Scientific)
wurden pro Hemisphare circa sieben 350 um dicke Schnitte in transversaler Orientierung
angefertigt. Fertig geschnittene Hirnschnitte wurden in Becherglasern mit Carbogen-begaster
ACSF-Losung Uberfiihrt. Um eine allseitige Umsplilung der Schnitte mit dem begastem ACSF zu
gewadhrleisten, wurden die Schnitte auf Netzkonstruktionen positioniert. Nach Abschluss des
Schneidevorganges wurden die Hirnschnitte zur Regeneration 90 Minuten mit begastem-ACSF
bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend mit dem InkubationsgefaR in ein auf 30°C
temperiertes Wasserbad (GFL) gestellt. Nach einer 30 minitigen Inkubation erfolgte die

pharmakologische Behandlung der Hirnschnitte.

2.2.2.2 Pharmakologische Behandlung

Vorbereitend zur pharmakologischen Stimulation akuter hippocampaler Hirnschnitte wurde
ein zusatzliches Becherlas mit einer 20 uM NMDA / ACSF-Lésung angesetzt, mit Carbogen
begast und auf 30°C im Wasserbad (GFL) temperiert. Fiir die NMDA-Stimulation wurden die
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Schnittpréparate einer Hemisphare samt Netzkonstruktion in das Becherglas mit NMDA /
ACSF-Losung Uberfihrt. Drei Minuten nach dieser Prozedur wurde die Stimulation beendet
und die Schnitte wieder in ihr urspriingliches Becherglas zuriickgesetzt. Um Kontaminationen
der ACSF-Losung mit NMDA zu vermeiden, wurden die Schnitte und Netzkonstruktion vor dem
Umsetzen dreimal kurz mit der NMDA / ACSF bzw. der ACSF-Losung gewaschen. Um
unspezifische Effekte durch das Umsetzen der Schnittpraparate auszuschlieBen, wurden die
Hirnschnitte der anderen Hemisphare, parallel zur NMDA-Stimulation, ebenfalls aus ihrer
ACSF-Losung entnommen, gewaschen und anschlieBend wieder zurlickgesetzt. Nach der
Behandlung wurden die Schnitte fiir weitere 60 Minuten in carbogen-begastem ACSF bei 30°C

inkubiert. Die weitere Behandlung erfolgte entsprechend Punkt 2.3.1.2 bzw. 2.3.3.1.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Herstellung Zell- und/oder Gewebelysate

Lysispuffer
5 mM EDTA (Roth)

5 mM EGTA (Roth)

50 mM NaF (Sigma)

1 mM NazVO, (Sigma)

1 % [v/v] Triton-X100 (Roth)

1 mM PMSF (AppliChem)

4 pg/ml Aprotinin (AppliChem)

1 ug/ml Leupeptin (AppliChem)
200 ng/ml Pepstatin A (AppliChem)
in 1x PBS

2.3.1.1 Herstellung Zelllysate

Fiir Western-Blot-Analysen wurden in dieser Arbeit Lysate aus kultivierten, dissoziierten
Primarneuronen aus dem Vorderhirn der Maus hergestellt. Neuronenkulturen wurden einmal
mit 1x PBS gewaschen und mittels Zellschaber in Lysispuffer aufgenommen. Nach einer kurzen
Ultraschallbehandlung (3x 15s bei 30% Wirkungsgrad) wurden die Proben bis zur

Proteinbestimmung bei 4°C inkubiert.

2.3.1.2 Herstellung Gewebelysate

Akute hippocampale Hirnschnitte wurden eine Stunde nach der Stimulation aus der ACSF-
Losung entnommen und auf Eis prdpariert. Hippocampi wurden aus den akuten Hirnschnitten
herausprapariert und fiir nachfolgende Untersuchungen zu jeweils fiinf Hippocampi pro

Kondition gepoolt. Hippocampi wurden mit Lysispuffer homogenisiert. Die Homogenisierung
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erfolgte durch mehrmaliges Aufziehen in 21G, 23G und 27G-Kanilen (Braun Sterican). GroRere
Gewebetrimmer wurden durch zentrifugieren sedimentiert, und durch einen weiteren
Homogenisierungsschritt entfernt. Nach kurzer Ultraschallbehandlung (3x 15s bei 30%

Wirkungsgrad) wurden die Proben bis zur Proteinbestimmung bei 4°C auf Eis inkubiert.

2.3.2 Nucleinsaure-Biochemische Methoden

2.3.2.1 mRNA-Aufreinigung

Neuronenkulturen wurden eine Stunde nach der pharmakologischen Behandlung mit 1x PBS +
0,1% DEPC gewaschen. Die Isolierung der zelluldren Gesamt-RNA erfolgt nach dem
Standardprotokoll des ,High Pure RNA Isolierungskit“ (Roche). Kurz: Neuronen wurden mit
einem Zellschaber in 200 ul PBS + 0,1% DEPC aufgenommen, anschlieBend mit 400 pl
Lysepuffer (4,5 M Guanidiniumchlorid, 50 mM Tris-HCI, 30% Triton X-100 (w/v), pH 6,6) fir
eine Minute gevortextet, auf den ,High Pure Filter” eines Filtrationsgefasses pipettiert und fir
15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. AnschliefRend wurden
wurden 90 pl DNase-Inkubationspuffer (1 M NaCl, 20 mM Tris-HCIl, 10 mM MnCI2, pH 7) und
10 pl DNase 1 in das Filtrationsgefal® pipettiert und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. DNA und Proteinverunreinigungen wurden durch anschlieBende Waschschritte mit
dem Waschpuffer 1 (5 M Guanidiniumchlorid, 29 mM Tris-HCIl, pH 6,6 in Ethanol) und
Waschpuffer 2 (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, pH 7,5 in Ethanol) entfernt. Die Elution erfolgte

mit 20 pl Elutionspuffer.

2.3.2.2 Konzentrationsbestimmung Nucleinsdure

RNA-Ausbeuten wurde photometrisch mit Hilfe eines NanoDrop (Thermo Scientific) bei 260
nm bestimmt. Die Reinheit der isolierten RNA wurde anhand des Verhaltnisses OD260 : 0D280

Uberprift.

2.3.2.3 cDNA-Synthese aus neuronaler mRNA (Reverse Transkriptase-PCR)

Fir die Generierung komplementédrer DNA (cDNA) aus den in Punkt 2.3.2.1 erhaltenen RNA-
Proben wurde das ,First Strand cDNA Synthesis Kit“ (Roche) verwendet. 1 pug RNA, 1 ul
Oligo(dT)18-Primer und 2 ul dNTPs (1 mM EK) wurden in einem PCR-Reaktionsgefall (200 pl)
gemixt. 4 ul 5xReaktionspuffer, 0,5 pl Rnase Inhibitor (1 U/ul EK), 2 ul DEPC-behandeltes
Wasser und die Reverse Transkriptase (0,5 U/ul EK) wurden hinzugefugt. Die cDNA-Synthese

erfolgt fir 30 Minuten bei 55°C im Thermocycler. AnschlieBend wurde die Reverse
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Transkriptase fiir 5 Minuten bei 85 °C denaturiert. Flir die nachfolgende qPCR wurden 1:10
Verdiinnungen der erhaltenen cDNA-Proben angesetzt. Als Kontrollen wurden jeweils RT-PCR-

Ansdtze ohne Template (-RNA) und ohne Reverse-Transkriptase (-RT) mitgenommen.

2.3.2.4 gPCR

Die quantitative Bestimmung von RNA-Expressionslevel erfolgte mit Hilfe des ABI Prism
7900HT Real-Time PCR Systems. Dazu wurden die RNA-Proben in ihre komplementiare cDNA
umgeschrieben (vgl. 2.3.2.2). Fir den gPCR-Ansatz wurden ,MicroAmp Optical 96 well“-
Reaktionsplatten (Applied Biosystems) verwendet. Hierzu wurden in jedem einzelnen
Reaktionsansatz 25,0 pl ,2x FastStart Universal Probe Master (Rox)”“ (Roche) und 0,5 ul der
,Fam“-markierten Sonde #79 aus der ,Universal Probe Library” (Roche) pipettiert. Zusatzlich
wurden jeweils 0,25 ul der g-ArgFor und g-ArgRev Primer (Metabion), sowie je 0,5 ul der
,Yellow-555“-markierten beta-Aktin-Sonde und beta-Aktin-Primer aus dem ,Mouse ACTB
Gene Assay Kit” der , Universal Probelibrary” (Roche) gegeben (vgl. Tabelle 2). Der Ansatz
wurde auf 45 pl mit autoklaviertem Wasser aufgefiillt und 5 pl der 1:10-verdiinnten cDNA-
Probe bzw. der entsprechenden Kontrolle hinzugegeben. Die Kontrollen umfassten Ansatze -
RNA“, ,,-RT“ und Ansatze mit autoklaviertem Wasser. So war es moglich Verunreinigungen, die
zu unspezifischen Reaktionen mit den eingesetzten Primern hatten fihren konnen,
auszuschlieflen. Zu relativen Quantifizierung und Bestimmung der Reaktionseffizienz wurde
eine Eichgerade mit verschiedenen Verdinnungen (1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64; 1:128, 1:256)
angesetzt. Die einzelnen Verdiinnungen und Kontrollen wurden jeweils in 3er Replikaten
aufgetragen. Von den einzelnen Proben wurden hingegen mindestens 5fach-Bestimmungen
durchgefiihrt. Die 96-Well Platte wurde mit einer Folie versiegelt und bis zur Analyse auf Eis
gekuhlt. Die Analyse erfolgte im ABI PRISM 7900 HT (Applied Biosystems). Die Programmierung
des ABI PRISM 7900 HT erfolgte nach Angabe des Handbuchs. Tabelle 3 zeigt das hier

verwendete PCR-Protokoll.

Tabelle 2: Verwendete Primer fiir die gPCR

Linge [ Tmin o
Primer Sequenz 8 o Gehalt in
(nt) (o o
%
Q-ArgFor 3'ggtgagctgaagccacaaat's 20 60 50
g-ArgRev 3'ttcactggtatgaatcactgctg's 23 60 43
ACTB 1 3'gccaaccgtgaaaagatgac's 20 60 50
ACTB 2 3'gaggcatacagggacagcac's 20 60 60
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Tabelle 3: Verwendetes qPCR-Protokoll

Schritt | Zeit | Temperatur | Zyklus
Initiale Aktivierung 15 min 95°C 1
Denaturierung 15 sec 95°C
Annealing / Extension 1 min 60°C 0
Ende

Die Datenverarbeitung erfolgte mit der Software SDS 2.4 RQ (Applied Biosystems). Zur
Quantifizierung der eingesetzten cDNA mittels Fluoreszenz wurden relative Quantifizierungen
bezogen auf das Haushaltsgen beta-Aktin durchgefiihrt. Die Berechnungen erfolgten

entsprechend Pfaffl et al., 2001.

2.3.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.3.1 Biotinylierung von Proteinen der Zelloberflache

Um Proteine an der Zelloberfliche zu markieren, wurden N-Hydroxysuccinimid (NHS)-
Biotinester verwendet. Diese reagieren mit primaren Aminogruppen und bilden stabile
Amidbindungen. Die negativ geladene Form Sulfo-NHS-LC-Biotin kann nicht in die Zelle
eindringen und reagiert daher selektiv mit Proteinen an der neuronalen Zelloberflache. Mit
Hilfe immobilisierten Avidins kdnnen die biotin-markierten Proteine von unmarkierten

Proteinen getrennt werden.

Akute hippocampale Hirnschnitte des Maushirns wurden 75 min nach der NMDA-Stimulation
einmal mit ACSF gewaschen und fir 45 Minuten bei 4°C in 100 uM EZ-Link-Sulfo-NHS-LC-
Biotin-Lésung (Pierce, Thermo Scientific) inkubiert. Die Biotinylierungsreaktion wurde durch
zweimaliges Waschen mit einer eiskalten 100 uM Lysin / ACSF-Losung gestoppt. Die Schnitte
wurden anschlieBend homogenisiert und die Proteinkonzentration der einzelnen Proben
bestimmt. Fir die Gesamtproteinfraktion wurden 50 pug des Homogenats abgenommen, mit 5x

Proteinprobenpuffer versetzt und bei -80°C bis zu weiteren Verwendung gelagert.

Um die Fraktion biotinylierter Oberflaichenprotein zu gewinnen, wurde immobilisierte
NeutrAvidin-Agarose (,,NeutrAvidin UltraLink Resin“ Thermo Scientific) dreimal mit 1 ml
Lysispuffer aquilibriert und anschlieBend mit 200 ug des Homogenats (iber Nacht im
Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Die Neutravidin-Agarose-gebundenen Proteine wurden 3
min bei 500 g in der Tischzentrifuge sedimentiert, dreimal mit 1 ml Lysispuffer gewaschen, in

50 pl 2x Proteinprobenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95°C gekocht. Die Analyse der
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Proben erfolgte durch quantitative Western-Blot-Analysen. Als Kontrolle wurden
Expressionslevel des intrazellularen Proteins Beta-Aktin detektiert. Beta-Aktin war in der

Fraktion biotinylierter Oberflachenproteine nicht nachweisbar.

2.3.3.2 BCA — Proteinkonzentrationsbestimmung

Die BCA ist eine spektrophotometrische Methode zur Bestimmung von
Proteinkonzentrationen. Sie stellt eine Modifikation des von Lowry 1951 beschrieben Prinzips
dar. Dabei werden Metallionen in alkalischer Losung durch Proteine reduziert. Aus
zweiwertigen entstehen einwertige Kupferionen, die mit einem spezifischen Reagenz, der 2,2'-
Bis(chinolin-4-carbonsdure) (BCA) einen violett gefarbten Komplex bilden. Die Extinktion dieses

Komplexes kann bei 562 nm gemessen werden.

Pierce-Reagenz A Pierce-Reagenz B

1% 2,2'-Bis(chinolin-4-carbonsdure)-Na, 4% CuSO, x H,0

0,4% NaOH

2% Na,CO; x H,0 BSA-Standards

0,16% Na,-Tartrat 0,2, 4,6, 8,10, 14, 30ug BSA / 200yl

0,95% NaHCO;

Da die Intensitat der Farbung von Reaktionszeit und Temperatur abhdngt, musste bei jeder
Bestimmung eine Eichkurve mit BSA-Losung (2 bis 30 pg) angefertigt werden. Zudem wurden 3
ul der Zell- bzw. Gewebelysate mit Aqua dest. auf 25 pl aufgefiillt. Die verdiinnten Proben
wurden anschlieBend mit 200ul der BCA-Reagenz (Pierce-Lésung A und B im Verhaltnis 50:1)
versetzt und fir 30 min bei 37°C im Inkubator inkubiert. Die Absorption wurde bei 550 nm
photometrisch ermittelt. Zur Vorbereitung der nachfolgenden SDS-PAGE wurden die Proben
durch Zugabe von 5x Probenpuffer und Lysispuffer auf eine definierte Konzentration

eingestellt, finf Minuten bei 95°C denaturiert und bei -80°C eingefroren.

2.3.3.3 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen und Proteinkomplexen nach ihrer GrofRe erfolgte im
elektrischen Feld mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
Das SDS erfiillt dabei zwei entscheidende Aufgaben, zum einen denaturiert es die Proteine und
dissoziiert Komplexe in ihre Untereinheiten, zum anderen lagert sich das Detergens im
konstanten Gewichtsverhéltnis (1 SDS-Molekdl pro 2 Aminosadure-Reste) an die Oberflache der
Proteine, wodurch ein negatives Landungsgleichgewicht zwischen den einzelnen Proteinen
erzeugt wird und gleichzeitig eine Linearisierung erfolgt. Somit wird lediglich eine Auftrennung
nach Masse, nicht aber der Ladung der Proteine erzielt. Die Trennung im Gel erfolgt durch den

sogenannten Molekularsiebeffekt anhand der GroRe des Proteins im elektrischen Feld. Durch
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die Anderung des Vernetzungsgrades des Acrylamid (AA) mit Bisacrylamid (BA) lassen sich die
Trenneigenschaften des Gels variieren. Die Polymerisation des Gels erfolgt durch eine
radikalische Reaktion durch den Zusatz von Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter und

N,N,N',N',-Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Katalysator.

APS (Ammoniumpersulfat) Lower Tris
10% [w/v] APS (Biorad) in Aqua dest. 1,5 M Tris pH 8,8 (Roth)
0,4% [w/v] SDS (Roth)

SDS-Laufpuffer

0,25 M Tris Base (Roth) Upper Tris
1,92 M Glycin (Roth) 0,5 M Tris pH 6,8 (Roth)
1% [w/v] SDS (Roth) 0,4% [w/v] SDS (Roth)

Probenpuffer (5x)

0,25 M Tris/HCI (pH 6,8) (Sigma)

10% [w/v] SDS (Roth)

50% [w/v] Glycerin (Roth)

0,50 M DTT (Roth)

0,05% [w/v] Bromphenolblau (Merck)

Das SDS-Polyacrylamidgel besteht aus Trenn- und Sammelgel, wobei die Proteine erst das
Sammelgel durchlaufen, in dem sie fokussiert und vorsortiert werden, um dann im Trenngel
aufgetrennt zu werden. Je nach GroRe des zu untersuchenden Proteins wurden
unterschiedliche SDS-Polyacrylamidgele hergestellt. Die genaue Zusammensetzung vom

Sammel- und Trenngel ist den nachfolgenden Tabellen (4 und 5) zu entnehmen.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Trenngels

Trenngel 8,00% 10,00%
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) (Serva) 2,0ml 2,5ml
Agua dest. 3,6 ml 3,1 ml
Lower Tris 1,9 ml 1,9 ml
10% [w/v] APS (Biorad) 37,5 ul 37,5 ul
TEMED ( Biorad) 3,75 ul 3,75 ul

Tabelle 5: Zusammensetzung des Sammelgels

Sammelgel 4,00%
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) (Serva) 350 pl
Aqua dest. 1,4 ml
Upper Tris 585 ul
10% [w/v] APS (Biorad) 17 pl
TEMED ( Biorad) 2 ul

Die Zell- und Gewebelysate wurden aus dem -80°C Tiefkiihler geholt und vor dem Auftragen

auf die Gele ein weiteres Mal bei 95°C fir 5 Minuten denaturiert. Um stimulationsbedingte
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Unterschiede in den Proteinleveln bestimmen zu kdénnen, wurde fir alle Proben eines
Versuchs dieselbe Proteinmenge auf das Gel getragen. Als ProteingréRenstandard diente der
PageRuler Prestained (Thermo Scientific). Nach der Auftragung der Proben in die einzelnen
Taschen des Sammelgels (15er Kamm) wurde die Elektrophorese im SDS-Laufpuffer mit 80V

gestartet und nach Erreichen des Trenngels auf 130V erhéht.

2.3.3.4 Western-Blot

Western-Blot-Analysen erlauben den spezifischen Nachweis eines bestimmten Proteins in
Proben, die zuvor Uber eine Gelelektrophorese aufgetrennt wurden. Dabei werden die
aufgetrennten Proteine in einem elektrischen Feld aus dem Gel auf eine Nitrocellulose- oder

PVDF-Membran (ibertragen, welche dann mit spezifischen Antikorpern inkubiert werden kann.

Blotpuffer

25 mM Tris Base (Roth)

192 mM Glycin (Roth)

10% [v/v] Methanol (Merck)
Der Proteintransfer erfolgt in vertikalen Puffertanks (Mini-Trans-Blot -Kammern von Biorad).
Gel und PVDF-Membran (Immobilon-P Transfer Membran, Millipore) wurden zwischen
blotpuffergetrankte Whatman-3MM-Filterpapiere gelegt und in eine Gitterkassete
eingeklemmt (Sandwich-Aufbau). Die gepackten Kassetten wurden anschlieRend senkrecht in
die mit Blotpuffer gefiillte Blotkammer gehangt. Der Transfer der Proteine aus den
Polyacrylamidgelen auf die PVDF-Membran erfolgte fiir anderthalb Stunden bei 100 Volt.

Aufgrund der Zunahme des Ohmschen Widerstandes mit der Blotzeit ist eine kontinuierliche

Kidhlung und Umwalzung des Puffers notwendig.

2.3.3.5 Immunologische Proteindetektion auf PVDF-Membranen

PBST Magermilch-Lésung
0,1% [v/v] Tween (Roth) in 1x PBS 5% [w/v] Magermilch in 1x PBST

Im Western-Blot kdnnen Proteine nach Auftrennung durch SDS-PAGE mit spezifischen
Antikorpern identifiziert und durch einen gekoppelten Enzymassay sichtbar gemacht werden.
Diese Methode setzt sich aus drei Schritten (SDS-PAGE-Elektroblot-Immundetektion)
zusammen und ermoglicht je nach Qualitat des verwendeten Antikérpers eine sehr sensitive
und spezifische Detektion eines Proteins. Um unspezifische Bindungen zu minimieren, wurde
die PVDF-Membran fiir eine Stunde in 5%iger Magermilch-Losung blockiert und anschlieRend

mit einem spezifischen Antikérper (primarer Antikorper) tGber Nacht bei 4°C auf einem
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Schwenkschdttler inkubiert (vgl. Tabelle 5). Der Blot wurde in PBST gewaschen (3x 10 min) und
fiir eine weitere Stunde mit einem an Peroxidase gekoppelten Anti-Immunglobulin-Antikérper
(sekundarer Antikérper) inkubiert (vgl. Tabelle 5). Nach erneutem Waschen mit PBST (3x 10
min) wurde der Antigen-Antikdrperkomplex durch eine Chemilumineszenz-Reaktion sichtbar

gemacht.

Tabelle 5: Eingesetzte Antikorper und Antikérperkonzentrationen

Antikérper | Verdiinnung Spezies
Arc/Arg3.1 1:15.000 Kaninchen SynapticSystem
PSD-95 1:2.500 Maus Dianova
beta-Aktin 1:500.000 Maus SigmaAldrich
GAPDH 1:100.000 Maus Millipore
Phos. ERK 1:4.000 Maus Cell Signaling
Gesamt ERK 1:1.000 Kaninchen Cell Signaling
GluAl 1:4.000 Kaninchen Millipore
GluA2 1:15.000 Kaninchen BD Biosciences
Cadherin 1:5.000 Maus Abcam
Anti-Maus 1:10.000 Pferd Vector
Anti-Kaninchen 1:10.000 Ziege Vector

Antikorper wurden von den folgenden Firmen bestellt: Cell Signalling Technology (Cell Signaling Technology, Inc., 3
Trask Lane, Danvers, MA 01923, USA); Dianova (DIANOVA GmbH, WarburgstraRe 45, 20354 Hamburg, Deutschland)
65824 Schwalbach, Deutschland); Millipore (verkauft durch Merck Chemicals, Am Kronberger Hang 5, 65824
Schwalbach, Deutschland); NEB (New england Biolabs, Briiningstr. 50 Geb. G 810, 65926 Frankfurt am
Main,Deutschland); SySy (Synapic Systems, Rudolf-Wissell-Str. 28, 37079 Goéttingen, Deutschland).

2.3.3.5 ,Strippen” von Western-Blot-Membranen

LStripping“-Puffer

62,5 mM Tris Hcl pH 6,8

2 % SDS

100 mM 2-Mercaptoethanol

Um eine Membran nacheinander mit verschiedenen Antikdrpern analysieren zu koénnen,
wurden die nicht denaturierten Proteine nach dem ersten Proteinnachweis durch , strippen”
entfernt. PVDF-Membranen wurden nach der Erstdetektion mit PBST gewaschen.
AnschlieBend wurde die Blotmembran in 100% Methanol inkubiert, getrocknet und ein
weiteres Mal mit Methanol inkubiert. Methanolreste wurden in anschliefenden
Waschschritten mit PBS entfernt und die Membran 30 Minuten bei 50°C mit Stripping-Puffer
inkubiert. Reste des Stripping-Puffers wurden durch nachfolgende Waschschritte mit PBST

entfernt und die Membran erneut fur den immunchemischen Nachweis der Proteine
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verwendet. Somit lieR sich auf einer Membran das Proteinsignal des phosphorylierten, als auch

Gesamt-ERK1/2-Proteins detektieren.

2.3.3.6 ECL

Die Detektion der Proteinsignale erfolgte durch eine Peroxidase-katalysierte Reaktion mit Hilfe
des Pierce-SuperSignal Pico Kit (Thermo Scientific). Die Blotmembran wurde fiir anderthalb
Minuten mit einem 2:1-Gemisch aus Losung A und B inkubiert. Chemilumineszenzsignale vom
Antigen-Antikorperkomplex wurden mit Hilfe des ImageQuant LAS4000mini (GE Healthcare)

detektiert.

2.4 Auswertung, Analyse und Quantifizierung

2.4.1 Relative Quantifizierung der mRNA-Daten

Die relative Quantifizierung der erhaltenen gPCR-Daten erfolgte nach der von Pfaffl et al.
(2001) beschriebenen Methode. Dazu wurden die erhaltenen Daten aus der qPCR fir die
Effizienz der Arc/Arg3.1- und beta-Aktin-PCR-Reaktion korrigiert. Die Effizienz-korrigierten
Werte wurden anschlieBend auf das Referenzgen  beta-Aktin  normalisiert.
Stimulationsbedingte Unterschiede in den Arc/Arg3.1-Signalen wurden relativ zur Kontrolle
ausgedriickt. Die Ergebnisse mehrerer unabhangiger Versuche wurden gepoolt und mit Hilfe

von Sigma Blot 11.0 und Adobe lllustrator abgebildet.

2.4.2 Relative Quantifizierung von Chemilumineszenz-Signalen

Chemilumineszenz-Signale wurden mit Hilfe des ImageQuant LAS4000mini (GE Healthcare)
detektiert. Die detektierten Signale wurden mit Hilfe des Programms ImagelJ densitometrisch
analysiert. Die so erhaltenen Werte wurden auf die des Referenzproteins beta-Aktin, im Fall
von Arc/Arg3.1 oder PSD-95 normalisiert. Chemilumineszenzsignale fir die Proteine GluAl
bzw. GIuA2 wurden auf Cadherin und Proteinsignale des phosphorylierten ERK1/2-Proteins auf
Gesamt-ERK1/2-Proteinlevel normalisiert. Stimulationsbedingte Unterschiede wurden relativ
zur Kontrolle dargestellt. Die Ergebnisse mehrerer unabhéngiger Versuche wurden gepoolt und

mit Hilfe von Sigma Blot 11.0 und Adobe lllustrator abgebildet.
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2.4.3 Statistik

Statistische Analysen der erhaltenen Quantifizierungsdaten erfolgten unter Verwendung des
Programms Sigma Plot 11.0. Die in einzelnen, unabhadngigen Experimenten erhaltenen Daten
wurden nach der Normalisierung gepoolt und im Hinblick auf ihre Normalverteilung analysiert.
Im Fall der Normalverteilung wurden die Proben mit Hilfe des student-t-Tests verglichen.
Nicht-normalverteilte Stichproben wurden mittels ,Mann-Whitney-Rank-Sum*“-Test auf ihre
Signifikanz Uberprift. Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

Signifikante Unterschiede sind in den abgebildeten Grafiken eingefiigt.
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3.1 NMDA induziert eine chemische Form der Langzeitdepression (NMDA-LTD) in

hippocampalen Schnitten des Maushirns

Der NMDA-Rezeptor hat eine wichtige Funktion als Koinzidenzdetektor fiir synaptische
Aktivitdt. Darlber hinaus ist er essentiell fur die Induzierung aktivitdtsabhangiger
Verdanderungen in Neuronen (Lischer & Malenka et al., 2012). NMDA-Rezeptoren sind in der
Lage synaptische Effizienz bidirektional zu regulieren. So konnten sowohl NMDAR-abhangige
Formen der Langzeitpotenzierung, als auch der Langzeitdepression in der CAl-Region des

Hippocampus induziert werden (Malenka & Bear et al., 2004).

3.1.1 Eine kurzfristige NMDA-Applikation induziert eine langanhaltende Depression
exzitatorischer, postsynaptischer Feldpotentiale in hippocampalen Hirn-

schnitten der Maus

Im Jahr 1998 prasentierten Lee et al. ein pharmakologisches Stimulationsprotokoll zur
Induktion einer chemischen Form der LTD. Sie konnten darlegen, dass eine kurzfristige
Badapplikation von NMDA (20 uM) zur Induktion einer NMDAR-abhdngigen LTD in
Pyramidalzellen des Hippocampus flihrte (Lee et al., 1998). Sie bezeichneten diese Form der
LTD als chem-LTD. Zur Untersuchung der NMDA-Rezeptor-abhdngigen Regulation der

Arc/Arg3.1-Expression etablierten wir dieses NMDA-LTD-Protokoll auf akuten hippocampalen
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Abbildung 1 Kurzfristige NMDA-Applikation induziert eine Langzeitdepression (LTD) postsynaptischer
Feldpotentiale in akuten hippocampalen Hirnschnitten der Maus. Dreiminitige Applikation von NMDA (20 uM)
induziert eine LTD der postsynaptischen Feldpotentiale (fEPSP). Akute hippocampale Hirnschnitte der Maus wurden
durch dreimintitige NMDA-Badapplikation stimuliert. Postsynaptische Feldpotentiale wurden in der CA1-Region des
Hippocampus durch extrazelluldre Ableitung gemessen. Die Messwerte sind als prozentuale Anderung des EPSP-
Anstiegs (,slope”) Uber die Zeit angegeben (Graph unten). Die Konfiguration von Stimulations- und Messelektroden
ist oben links skizziert. Oben rechts sind Beispiele der gemessenen fEPSPs vor NMDA-Applikation (a), direkt nach der
NMDA-Applikation (b) und 80 Minuten nach der Applikation (c) abgebildet. Daten reprasentieren Mittelwerte +
Standardfehler.
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Schnitten des Maushirns. Elektrophysiologische Messungen wurden von Ora Ohana in unserer
Arbeitsgruppe durchgefihrt und ausgewertet. Wie der Abbildung 1 zu entnehmen ist, induziert
die dreiminitige Badapplikation des NMDA-Rezeptor-Agonisten eine sofortige und
langanhaltende Depression postsynaptischer Feldpotentiale in der CAl-Region des
Hippocampus. Die Depression ist charakterisiert durch eine starke Reduktion der fEPSP-
Anstiege (,,slope”) in der Induktionsphase (Abb. 1, vgl. b). Im zeitlichen Verlauf zeigt sich eine
Erholung der initialen Depression. 30 Minuten nach der NMDA-Stimulation stabilisiert sich die
Depression. Messungen in hippocampalen Hirnschnitten, denen zur Kontrolle die
Tragersubstanz (H,0) appliziert wurde, zeigen keine Schwankungen in den abgeleiteten

Feldpotentialen.

3.1.2 NMDA-LTD korreliert mit einer reduzierten GluA1-Expression an der neuronalen

Zelloberflache

Langanhaltende Depressionen der synaptischen Transmission kdnnen durch verschiedene
zelluldre Prozesse hervorgerufen werden. Ein Model zur Erkldrung langanhaltender Formen der
synaptischen Plastizitat ist die veranderte postsynaptische Expression von AMPA-Rezeptoren.
Mehrere unabhadngige Studien konnten zeigen, dass eine NMDA-Applikation das
Expressionslevel von GluAl-haltigen AMPA-Rezeptoren an der Oberfliche von Neuronen
reduziert (Lee et al. 2003; Colledge et al., 2003; Snyder et al., 2005; Waung et al., 2008). Um
dies zu Uberprifen wurden akute hippocampale Hirnschnitte der Maus entsprechend des
NMDA-LTD-Protokolls mit NMDA (20 uM) stimuliert. Proteine der neuronalen Zelloberflache
wurden eine Stunde nach der Stimulation mit Biotin markiert und durch Avidin-Pulldown aus
der Gesamtproteinfraktion separiert. Durch  Western-Blot-Analysen konnten das
Expressionslevel der einzelnen Oberflachenproteine (,0“), sowie deren Gesamtproteinlevel
(,G“) bestimmt werden (vgl. Abb. 2). Der Fokus der Untersuchung lag auf den Proteinen GluA1l
und GluA2, die zwei Untereinheiten des AMPA-Rezeptors darstellen. Als
stimulationsunabhdngige Ladekontrolle wurde das Expressionslevel des Oberflachenproteins
Cadherin bestimmt. Zur Uberpriifung der Spezifitit der Biotinylierung wurde zusitzlich das
Expressionslevel des Proteins beta-Aktin analysiert, dass nicht an der neuronalen
Zelloberflache exprimiert wird. Die Abbildung 2 zeigt, dass die NMDA-LTD mit einer
Verdanderung des GluAl-Expressionslevels einhergeht. So fihrt die kurzfristige NMDA-
Applikation zu einer Reduktion des GluAl-Expressionlevels an der neuronalen Zelloberflache
(Abb. 2a, KTRL: 100,00 +* 0,00 % und NMDA: 64,24 t 9,46 %, n=4; *P=0,029).

Interessanterweise ist parallel eine Reduktion des GluA1l-Gesamtproteinlevels durch NMDA zu
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beobachten (Abb. 2a, KTRL: 100,00 + 0,00 % und NMDA: 54,80 * 4,29 %, n=4; ***P<0,001). Die
GluA2-Untereinheit des AMPA-Rezeptors zeigt hingegen keine signifikanten NMDA-abhangigen
Unterschiede im Expressionslevel (Abb. 2b Oberflache, KTRL: 100,00 + 0,00 % und NMDA:
87,78 £ 9,20 %, n=3; P=0,700), (Abb. 2b Gesamt, KTRL: 100,00 + 0,00 % und NMDA: 102,01 +
11,08 %, n=3; P=0,394). Fir die Proteine Cadherin und beta-Aktin konnten ebenfalls keine
NMDA-abhdngigen Verdanderungen des Expressionslevels nachgewiesen werden.

Zur nadheren Charakterisierung der GluAl-Gesamtproteinreduktion wurden primare
Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus verwendet. Diese wurden 14 Tage kultiviert
(,day in vitro”, DIV 14) und anschliefend nach dem NMDA-LTD-Protokoll stimuliert. Das GluA1-
Gesamtproteinlevel wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Stimulation untersucht
(Abb. 2c). Dazu wurden gleiche Proteinmengen fir jeden Zeitpunkt per Western-Blot
analysiert. Die Ergebnisse der kinetischen Analyse deuten auf einen zeitabhangigen Prozess der
GluA1-Reduktion hin. So konnte bis zu 15 Minuten nach der Stimulation keine Reduktion der
GluAl-Gesamtexpression festgestellt werden (0 min: 100,00 + 0,00 % und 15 min: 94,89 *
14,88 %, n=5; P=0,374). 60 Minuten nach der Stimulation l3dsst das reduzierte GIuAl-
Gesamtproteinlevel einen langsamen NMDA-abhangigen Prozess vermuten (0 min: 100,00 +
0,00 % und 60 min: 42,53 + 5,52 %, n=5; *P=0,030). Die Negativkontrolle Cadherin zeigt tber
den gesamten Versuchszeitraum keine signifikanten Expressionsunterschiede (0 min: 100,00 +
0,00 % und 60 min: 91,32 + 5,36 %, n=5; P=0,374). Expressionslevel des Proteins beta-Aktin
dienten in allen Versuchen als stimulationsunabhangige Ladekontrolle.

Zusammenfassend konnte ich bestatigen, dass NMDA eine chemische Form der LTD induziert.
Diese Form der NMDA-LTD ist mit einer Reduktion der GluAl-haltigen AMPAR-Expression an
der neuronalen Zelloberflache assoziiert. Ferner konnte ich zeigen, dass NMDA die neuronale

GluAl-Gesamtexpression runterreguliert.
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Abbildung 2 Die NMDA-induzierte, chemische LTD ist mit einer reduzierten GluA1-haltigen AMPAR-Expression an
der neuronalen Zelloberflache assoziiert. (a) NMDA-Stimulation reduziert die neuronale Oberflachenexpression von
GluA1l-haltigen AMPA-Rezeptoren (n=4), (b) beeinflusst hingegen nicht die Oberflachenexpression der GluA2-
enthaltenden AMPA-Rezeptoren (n=3). (a,b) Hippocampale Hirnschnitte der Maus wurden drei Minuten durch
NMDA-Badapplikation (20 uM) stimuliert ,+“ Proteinsignale wurden durch Western-Blot-Analyse detektiert.
Western-Blots zeigen reprasentative Chemilumineszenz-Signale der Proteine: GIuAl bzw. GluA2, Cadherin und beta-
Aktin. beta-Aktin dient als Biotinylierungskontrolle. ,G“ kennzeichnet die Gesamtprotein-Fraktion, ,,0“ symbolisiert
die Fraktion biotinylierter Proteine. Die Quantifizierung der Chemilumineszenz-Signale erfolgte mit Hilfe des
Programmes Image). Die Ergebnisse der Quantifzierung sind grafisch dargestellt. GIuA1- und GluA2-Signale wurden
auf Cadherin normalisiert und sind relativ zur Kontrolle ,-“ abgebildet. (c) NMDA reduziert das totale GluAl-
Proteinlevel 60 Minuten nach der Stimulation. Dissoziierte Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus wurden
drei Minuten durch NMDA-Badapplikation (20 uM) stimuliert. Proteinproben wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten (0, 5, 15 und 60 min) nach der Stimulation genommen. Immunoblots zeigen Proteinsignale der Proteine
GluA1l, Cadherin und beta-Aktin. beta-Aktin dient als Ladekontrolle, Cadherin als Negativkontrolle. Mitte und rechts:
Darstellung der quantifizierten Chemilumineszenz-Signale fiir GIuA1 und Cadherin in Abhdngigkeit von der Zeit
(n=5). (a-c) Abgebildet sind der Mittelwerte + Standardfehler. Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests (2a,b) und dem Kruskal-Wallis-One-Way-Annova-Test (2c) Uberprift. * P<0,05; ** P<0,01; ***
P<0,001; n.s. = nicht signifikant unterschiedlich.
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3.2 Die Arc/Arg3.1-Expression in Neuronen wird auf verschiedenen molekularen

Ebenen liber vielfiltige Prozesse dynamisch reguliert

Ein Gen, dass an der Regulation der Expression und Verteilung von AMPA-Rezeptoren beteiligt
ist, ist das IEG Arc/Arg3.1 (Shepherd et al., 2006; Chowdhury et al., 2006; Waung et al., 2008;
Korb et al, 2013). Bekannterweise wird die Arc/Arg3.1-Expression durch synaptische
Aktivierung induziert (Link et al., 1995; Waltereit et al., 2001; Shepherd et al., 2006; Messaoudi
et al., 2007; Park et al., 2008; Kawashima et al., 2009; Bateup et al., 2013). Pharmakologische
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Hemmung synaptischer Aktivitat zu einer Reduktion
des basalen Arc/Arg3.1-Expressionslevels in primaren Neuronenkulturen fihrt (Shepherd et al.,
2006; Bateup et al., 2013).

Zur Charakterisierung der molekularen Mechanismen fir die Regulation der Arc/Arg3.1-
Expression wurden dissoziierte Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus mit
pharmakologischen Inhibitoren fiir einzelne molekulare Vorgange behandelt. Fir die Analyse
wurden die Neuronenkulturen bis zum Tag 14-17 kultiviert (,day in vitro”, DIV 14-17).
Arc/Arg3.1-mRNA und Protein wurden mittels gRT-PCR- und quantitativer Western-Blot-
Analysen untersucht. Als Ladungskontrolle wurden die Expressionslevel von beta-Aktin
Uberprift. Einer der wichtigsten Detektoren fir synaptische Aktivitdt ist der NMDA-Rezeptor
(Lischer & Malenka et al., 2012). Um die Abhéngigkeit der basalen Arc/Arg3.1-Expression von
der NMDA-Rezeptor-Aktivitdat zu untersuchen, wurden Neuronenkulturen mit 2-Amino-5-
Phosphonovaleriansdure (APV) inkubiert. APV ist ein kompetitiver NMDAR-Antagonist, der
selektiv die Glutamatbindestelle des NMDA-Rezeptors blockiert. Abbildung 3a ist zu
entnehmen, dass die einstiindige Inkubation primarer Neuronen mit APV (50 uM) keine
signifikante Reduktion des basalen Arc/Arg3.1-Proteinlevels bewirkte (Abb. 3a, KTRL: 100,00 *
6,24 % und APV: 89,87 * 4,64 %, n=2). Hingegen konnte eine geringe Reduktion des Arc/Arg3.1-
mRNA-Levels detektiert werden (Abb. 3a, KTRL: 100,00 + 0,85 % und APV: 84,90 + 2,48 %, n=3;
***Pp<0,001). Ein weiteres wichtiges Molekiil fir die Weiterleitung synaptischer Signale ist der
sekundadre Botenstoff Calcium. Vorangegangene Untersuchungen konnten in vitro eine
Calciumabhéngigkeit der Arc/Arg3.1-Expression feststellen (Zheng et al., 2009). Diese
Beobachtungen lieBen sich in Experimenten mit dem Calciumchelator EGTA (2,5 mM)
bestatigen (Abb. 3b). So fiihrte die anderthalbstiindige Badapplikation von EGTA zu einer
signifikanten Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels (KTRL: 100,00 + 5,21 % und EGTA: 34,91
5,11 %, n=3; ***P<0,001). In weiteren Versuchen konnte die Notwendigkeit der ERK1/2-
Aktivierung flr eine stabile basale Arc/Arg3.1-Expression dargelegt werden (Abb. 3c). So
induzierte die anderthalb-stiindige Applikation des MEK-Inhibitors PD98059 (50 uM) eine
signifikante Reduktion der Arc/Arg3.1-Protein- (KTRL: 100,00 + 6,83 % und PD98059: 38,12 +
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Abbildung 3 Das basale Arc/Arg3.1-Expressionlevel wird auf der mRNA- und der Proteinebene liber vielfiltige
Prozesse rasch und dynamisch reguliert. (a) NMDA-Rezeptoraktivitdt ist notwendig zur Aufrechterhaltung des
basalen Arc/Arg3.1-mRNA-, aber nicht des Protein-Levels. Dissoziierte Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der
Maus wurden eine Stunde mit APV (50 puM) inkubiert und anschlieBend lysiert. (b) Inkubationen primarer
Neuronenkulturen mit dem Calciumchelator EGTA (2,5 mM) fihren zu einer Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels.
Dissoziierte Neuronenkulturen wurden anderthalb Stunden durch EGTA-Badapplikation behandelt. Nach der
Inkubation wurden die Zellen lysiert. (c) Applikation des MEK-Inhibitors PD98059 (50 puM) resultiert in einer
Dephosphorylierung der ERK1/2-Kinase und einer Runterregulierung des Arc/Arg3.1-Protein und mRNA-Levels.
Dissoziierte Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus wurden anderthalb Stunden mit PD98059 inkubiert.
Nach der Behandlung wurden die Zellen lysiert. (d) Inhibition der mTOR Kinase mit Rapamycin (10 nM) bewirkt
keine signifikante Verdnderung des Arc/Arg3.1-Proteinlevels. Neuronenkulturen wurden zwei Stunden mit
Rapamycin inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen lysiert. (e) Blockierung der Proteintranslation mit dem
Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) resultiert in einer Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels und einer
Steigerung des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels. Dissoziierte Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus wurden eine
Stunde mit CHX (50 uM) behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen lysiert. (f) Inhibition der Transkription
mit ActinomycinD (ActD) vermittelt eine Reduktion des Arc/Arg3.1-Protein- und mRNA-Levels. Dissoziierte
Neuronenkulturen wurden eine Stunde mit ActD (10 uM) inkubiert und die Zellen anschlieRend lysiert. (a-f) Proteine
wurden per Western-Blot analysiert. mRNA wurde durch QgRT-PCR detektiert. Immunoblots zeigen
Chemilumineszenz-Signale der Proteine Arc/Arg3.1, beta-Aktin, phosphoryliertes ERK1/2 und ERK1/2-
Gesamtprotein. Dargestellte Graphen zeigen quantifizierte Protein- (ausgefiillte Balken) und mRNA-Level (leere
Balken). Abgebildet sind Mittelwerte + Standardfehler. Stimulationen (grau), Kontrollstimulation mit Tragersubstanz
(schwarz). Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests Uberprift. * P<0,05; ** P<0.01; ***
P<0.001; n.s. = nicht signifikant unterschiedlich.
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4,62 %, n=4; ***Pp<0,001) und mRNA-Level (KTRL: 100,47 + 1,22 % und PD98059: 48,86 + 3,19
%, n=2). Die zweistlindige Inkubation mit Rapamycin (10 nM), einem Inhibitor der mTOR-
Kinase, bewirkte hingegen keine signifikante Veranderung des basalen Arc/Arg3.1-Proteinlevels
(Abb. 3d, KTRL: 100,00 + 0,00 % und Rapa: 91,89 + 9,84 %, n=3; P=0,456). Unabhangige Studien
konnten fur das Arc/Arg3.1-Protein und die Arc/Arg3.1-mRNA eine geringe Halbwertszeit
nachweisen (Rao et al., 2006; Park et al., 2008; Bateup et al., 2013). Um dies zu Uberpifen,
wurden Inhibitoren flr Translations- oder Transkriptionsprozesse verwendet. Der
Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) hemmt selektiv die Funktion eukaryotischer
Ribosomen durch Blockierung des Translokationsschrittes der Elongation. Die einstiindige
Inkubation dissoziierter Kulturen mit CHX (50 pM) bewirkte eine Reduktion des basalen
Arc/Arg3.1-Proteinlevels (Abb. 3e, KTRL: 100,00+3,22 % und CHX: 36,81 + 3,88 %, n=4;
***p<0,001). Diese Reduktion auf der Proteinebene ist an eine Erhéhung des Arc/Arg3.1-
MRNA-Levels durch CHX gekoppelt (Abb. 3e, KTRL: 100,11 + 0,78 % und CHX: 190,77 + 7,57 %,
n=4; ***p<0,001). Diese Beobachtung wurde auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben
(Giorgi et al., 2007; Barker-Haliski et al., 2012; Bateup et al., 2013). Zur Blockierung des
Transkriptionsprozesses wurde ActinomycinD (ActD) verwendet. ActD interkaliert mit den
Guanin-Nucleotiden der DNA und blockiert dadurch die RNA-Polymerase. Nach der
einstliindigen Badapplikation von ActD (10uM) konnte eine Reduktion der Arc/Arg3.1-mRNA
(Abb. 3f, KTRL: 100,18 + 1,83 % und ActD: 13,45 + 0,75 %, n=4;***P<0,001), sowie des
Arc/Arg3.1-Proteinlevels (Abb. 3f, KTRL: 100,00 * 0,98 % und ActD: 52,66 + 5,67 %, n=4;
***P<0,001) beobachtet werden. Die Ergebnisse deuten somit auf eine Halbwertszeit von
unter einer Stunde fir die Arc/Arg3.1-mRNA, als auch das Arc/Arg3.1-Protein hin. Darliber
hinaus lieR sich nachweisen, dass die basale Arc/Arg3.1-Proteinexpression zusatzlich tUber die
Proteasomen-vermittelte Proteindegradation kontrolliert werden kann (vgl. Abb. 11a).

Zusammengefasst wird das basale Arc/Arg3.1-Expressionslevel durch Calcium- und ERK1/2-
beteiligte Synthese- und Abbauprozesse auf der mRNA, als auch Proteinebene rasch und
dynamisch reguliert. Darliber hinaus, weisen die Experimente mit dem NMDAR-Antagonisten
APV auf eine geringe Bedeutung der NMDAR-Aktivitat fir die Einstellung der basalen

Arc/Arg3.1-Expression hin.
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3.3 Die LTD-produzierende NMDA-Applikation vermittelte eine Reduktion der

Arc/Arg3.1-Expression

Seit der Entdeckung des Arc/Arg3.1-Gens (1995) wurde eine Vielzahl verschiedener
Stimulationsprotokolle beschrieben, die zur Induktion der Arc/Arg3.1-Expression sowie zur
synaptischen Plastizitdt flihren. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass die Induktion der
chemischen Form der mGluR-abhangigen LTD durch DHPG-Zugabe mit einer Erh6hung der
Arc/Arg3.1-Expression einhergeht (Waung et al., 2008; Park et al., 2008).

Ein weiterer Rezeptor, der die aktivitdtsabhangige Arc/Arg3.1-Expression reguliert, ist der
NMDA-Rezeptor. So wurde herausgefunden, dass elektrische Stimulationen zur Induktion
NMDAR-abhangiger LTP die Arc/Arg3.1-Expression induzieren (Steward & Worley et al., 2001;
Messaoudi et al., 2007). Eine charakteristische Eigenschaft des NMDA-Rezeptors besteht darin,
dass er synaptische Effizienz bidirektional regulieren kann. Neben der NMDAR-abhangigen LTP
ist auch die NMDAR-abhéngige LTD beschrieben (Malenka & Bear et al., 2004). Neuere Studien
demonstrierten, dass die Arc/Arg3.1-Expression durch die Induktion der NMDAR-abh&ngigen
LTD eher vermindert wird (Yilmaz-Rastoder et al., 2011). Im Folgenden beschriebene
Experimente dienen somit zur Charakterisierung der mit der NMDA-LTD korrelierten Regulation

der Arc/Arg3.1-Expression.

3.3.1 Die NMDA-Applikation vermindert die Arc/Arg3.1-Proteinexpression in hippo-

campalen Gewebeschnitten sowie primaren Neuronenkulturen des Maushirns

Um die Anderung der Arc/Arg3.1-Expression bei der NMDAR-abhingigen LTD zu untersuchen,
wurden akute hippocampale Hirnschnitte der Maus nach dem NMDA-LTD-Protokoll stimuliert.
Eine Stunde nach der Stimulation wurden die Gewebeschnitte homogenisiert und Arc/Arg3.1-
Proteinsignale per Western-Blot-Analyse quantifiziert. Beta-Aktin wurde als Ladungskontrolle
der SDS-PAGE eingesetzt. Die Abbildung 4a legt dar, dass die kurzfristige Badapplikation von
NMDA verminderte Arc/Arg3.1-Proteinlevel sowohl im Hippocampus, als auch im Kortex
hervorruft. Interessanterweise ist die durch NMDA ausgeloste Arc/Arg3.1-Reduktion im
kortikalen Gewebe starker ausgepragt (Kortex KTRL: 100,00 + 0,00 % und Kortex NMDA: 56,62
+ 10,07 %, n=4; ***P<0,001), (Hippo KTRL: 100,00 * 0,00 % und Hippo NMDA: 85,16 + 3,84 %,
n=4; **P=0,010). Ferner zeigt der Kortex unter der Kontrollbedingung ein fast vierfach hoheres
Arc/Arg3.1-Proteinlevel (Abb. 4a, Hippo KTRL: 100,00 + 0,00 % und Kortex KTRL: 384,12 + 61,04
%, n=4; **P=0,008).

Zur Untersuchung der zeitlichen Dynamik der NMDA-abhangigen Arc/Arg3.1-Reduktion wurden
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dissoziierte Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus verwendet. Diese wurden dem
NMDA-LTD-Protokoll nach an DIV 14 stimuliert. Die Proteinlevel wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Stimulation bestimmt. Als stimulationsunabhangige Ladungskontrolle
fungierte das Protein Glyzerinaldehy-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Colledge et al.
(2003) konnten zeigen, dass NMDA zu einer Reduktion der PSD-95-Proteinmenge fiihrt. Zur
Positivkontrolle der NMDA-Stimulation wurden deshalb die Expressionslevel vom PSD-95-
Protein zusatzlich Gberprift. Der Abbildung 4b ist zu entnehmen, dass die NMDA-Applikation
eine fortschreitende Reduktion der Arc/Arg3.1- als auch PSD-95-Proteinmenge Uber den
gesamten Versuchszeitraum von 60 Minuten bewirkt (Arc/Arg3.1 0 min: 98,90 + 5,94 % und
Arc/Arg3.1 60 min: 48,11 + 2,97 %, n=8; ***P=0,001), (PSD-95 0 min: 98,53 + 6,75 % und PSD-
95 60 min: 67,27 *+ 2,69 %, n=6; ***P=0,001). Ein Unterschied im zeitlichen Verlauf lasst sich
jedoch erkennen. So erreicht PSD-95 bereits ein stabiles, reduziertes Level 15 Minuten nach
der Stimulation (15 min: 76,82 + 10,93 %, 30 min: 73,30 + 6,24 % und 60 min: 67,27 + 2,69 %,
n=6). Die Arc/Arg3.1-Proteinmenge ist hingegen zwischen der 30. und 60. Minute weiter
reduziert (15 min: 72,00 + 9,41 %, 30 min: 67,66 + 6,76 % und 60 min: 48,11 + 2,97 %, n=8). Die
Expression der Negativkontrolle GAPDH zeigte keine signifikanten Anderungen nach der
NMDA-Stimulation (0 min: 100,30 £ 7,98 %, 15 min: 110,26 + 18,17 % und 30 min: 99,06
23,52 % und 60 min: 96,00 £ 4,53 %, n=8).

Zur Uberprifung eines moglichen Dosis-abhingigen Effekts von NMDA auf die Arc/Arg3.1-
Expression, wurden dissoziierte Neuronenkulturen des Mausvorderhirns mit NMDA in
verschiedenen Konzentrationen (10 uM, 20 uM, 50 uM und 100 uM) firr jeweils drei Minuten
stimuliert. Die Proteinexpression wurde 60 Minuten nach der Stimulation analysiert. Die
Abbildung zeigt, dass NMDA in Konzentrationen niedriger als 20 uM keine Reduktion der
Arc/Arg3.1-Proteinexpression bewirkte (Abb. 4c, 0 uM NMDA: 100,00 + 1,59 %, 10 uM NMDA:
94,13 + 13,91 % und 20 uM NMDA: 59,36 + 10,42 %, n=2). NMDA in héheren Konzentration
(Uber 20 pM) vermittelte starke reduzierende Effekte auf die Arc/Arg3.1-Expression (Abb. 4c,
20 uM NMDA: 59,36 £ 10,42 %, 50 uM NMDA: 49,08 £ 8,41 % und 100 uM NMDA: 26,76 t 3,39
%, n=2). Ein haufig verwendetes neuronales Stimulationsprotokoll ist die gleichzeitige
Applikation des kompetitiven GABA-Rezeptor-Antagonisten Bicucullin (Bic, 20 uM) und des
Kaliumkanalblockers 4-Aminopyridin (4AP; 100 uM). Die Blockierung von GABA,-Rezeptoren
fihrt zu einer gesteigerten synaptischen Transmission, da die Bildung inhibitorischer,
postsynaptischer Potentiale in Neuronen blockiert ist. Die zusatzliche Applikation von 4AP
verhindert die Repolarisation postsynaptischer Potentiale und bewirkt somit eine Verldangerung
der postsynaptischen Depolarisation. Es ist bereits gut untersucht, dass eine Bic/4AP-

Stimulation eine Erhéhung der Arc/Arg3.1-Proteinexpression in primdren Neuronenkulturen
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Abbildung 4 Die NMDA-induzierte, chemische LTD geht mit einer Reduktion der Arg3.1 Proteinexpression einher.
(a) NMDA (20 uM) reduziert das Arc/Arg3.1-Proteinlevel in akuten hippocampalen Hirnschnitten der Maus. Der Ver-
gleich hippocampaler und kortikaler Hirnregionen zeigt eine starkere Reduktion des Arc/Arg3.1-Expressionslevels im
Kortex. Dies korreliert mit einer hoheren basalen Arc/Arg3.1-Proteinexpression im Kortex. Hippocampale Hirn-
schnitte der Maus wurden durch dreiminiitige NMDA-Badapplikation stimuliert (n=4). Proteinproben wurden eine
Stunde nach der Behandlung genommen. Immunoblots zeigen Chemilumineszenz-Signale der Proteine Arc/Arg3.1
und beta-Aktin. beta-Aktin dient als Ladungskontrolle. Abgebildete Graphen zeigen die Ergebnisse der
quantifizierten Arc/Arg3.1-Proteinbanden fir die entsprechenden Hirnregionen bzw. im Vergleich. (b) Die Reduktion
des Arc/Arg3.1-Proteins in dissoziierten Neuronenkulturen ist abhangig von der Zeit. Das Arc/Arg3.1-Proteinlevel
wird innerhalb einer Stunde nach der NMDA-Inkubation sukzessiv reduziert, das Minimum wird nach einer Stunde
erreicht. Die Behandlung dissoziierter Neuronenkulturen des Mausvorderhirns erfolgte durch dreiminltige NMDA-
Badapplikation (20uM). Die Kulturen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten (0, 15, 30 und 60 min) nach der
Stimulation lysiert,per Western-Blot-Analyse ausgewertet (Immunoblot links) und Proteinsignale quantifiziert (Graph
rechts). (c) Die Dosis-Wirkungskurve demonstriert, dass die Stimulation mit einer NMDA-Konzentration hoher als
20uM eine stirkere Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels bewirkt. Die Stimulation erfolgte entsprechend (b). Es
wurden folgende NMDA-Konzentrationen verwendet: 0, 10, 20, 50 und 100uM. Proteinproben wurden eine Stunde
nach der Behandlung genommen. Der Graph zeigt die quantifizierten Ergebnisse der Western-Blot-Analyse. (d)
Inkubation dissoziierter Neuronenkulturen mit Bicucullin/4-Aminopyridin (20uM Bic/ 100uM 4-AP) erhéht, im
Gegensatz zu NMDA, das Arc/Arg3.1-Expressionslevel. Die parallele Inkubation mit dem NMDAR-Inhibitor MK-801
(10uM) blockiert die Erhéhung des Arc/Arg3.1-Proteinlevels. Dissoziierte Neuronenkulturen wurden zwei Stunden
mit Bic/4AP stimuliert (n=3). Die Inkubation mit MK-801 erfolgte parallel zur Stimulation. Die Kulturen wurden
anschlieBend lysiert und per Western-Blot-Analyse ausgewertet. Die Ergebnisse der Quantifizierung sind im Graph
dargestellt. (e) Arc/Arg3.1-Proteinexpression wird bidirektional reguliert. So induziert die kurzfristige Stimulation mit
DHPG, im Gegensatz zu NMDA, eine Erhéhung des Arc/Arg3.1-Proteinlevels in dissoziierten Neuronenkulturen.
DHPG findet Anwendung zur Induktion der mGluR-abhangigen LTD in Neuronen. Dissoziierte Neuronenkulturen des
Mausvorderhirns wurden finf Minuten mit NMDA bzw. DHPG (50uM) stimuliert (n=6). Die Kulturen wurden eine
Stunde nach der Stimulation lysiert. Der Graph zeigt die quantifizierten Proteinsignale. (a-e) Abgebildet sind
Mittelwerte + Standardfehler. Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests (a,d,e) bzw. durch
One-way-Annova (b) tberprift. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; n.s. = nicht signifikant unterschiedlich.
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induziert (Kawashima et al., 2009; Alberi et al., 2011; Okuno et al., 2012). Diese Beobachtung
lieR sich in eigenen Experimenten bestitigen (Abb. 4d, KTRL: 100,00 + 3,12 % und Bic/4AP:
176,50 £ 5,02 %, n=3; **P=0,002). Dazu wurden primdre Neuronenkulturen fir zwei Stunden
mit Bic/4AP stimuliert und anschlieRend lysiert. Die Expressionslevel wurden per quantitativer
Western-Blot-Analyse Uberpriift. beta-Aktin diente als Kontrolle fiir eine gleichmaRige
Proteinauftragung. Interessanterweise ist die Erhdéhung der Arc/Arg3.1-Proteinexpression
ebenfalls abhangig von der Aktivierung des NMDA-Rezeptors. So blockierte die gleichzeitige
Inkubation mit dem nicht-kompetitiven NMDAR-Antagonisten MK-801 (10 uM) die Induktion
des Arc/Arg3.1-Proteinlevels durch Bic/4AP (Abb. 4d, KTRL: 100,00 * 3,12 % und Bic/4AP+MK-
801: 86,76 * 5,46 %, n=3; P=0,065).

Ein weiteres etabliertes pharmakologisches Stimulationsprotokoll ist die Aktivierung der
Arc/Arg3.1-Expression durch die Applikation des mGluR-Antagonists Dihydroxyphenylglycin
(DHPG), (Park et al., 2008; Waung et al., 2008). Dazu wurden primadre Neuronen aus dem
Mausvorderhirn fir finf Minuten mit DHPG (50 uM) stimuliert. Die Proteinexpression wurde
eine Stunde nach der Stimulation per quantitativer Western-Blot-Analyse Uberprift. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Applikation von DHPG eine Erh6hung der Arc/Arg3.1-Proteinlevel
induzierte (Abb. 4d, KTRL: 100,00 + 2,75 % und DHPG: 157,92 + 14,90 %, n=6; ***P<0,001).
Zusammenfassend konnte dargelegt werden, dass der LTD-produzierende chemische Stimulus
mit NMDA eine signifikante Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinexpression hervorruft.
Interessanterweise deuten die Ergebnisse auf eine bidirektionale Regulation der Arc/Arg3.1-
Expression durch die Aktivierung des NMDA-Rezeptors hin. Dariiber hinaus fiihren die beiden
LTD-induzierenden chemischen Stimuli mit NMDA und DHPG zu einer Verminderung bzw. einer

Erhéhung der exprimierten Arc/Arg3.1-Proteinmenge.

3.3.2 Die Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinexpression wird vermittelt durch die

Aktivierung von NMDA-Rezeptoren mit der GIuN2B-Untereinheit

Zur weiteren Charakterisierung der NMDA-induzierten Arc/Arg3.1-Reduktion wurde zunéchst
die Abhéngigkeit dieses Regulationsprozesses vom NMDA-Rezeptor iberprift. Dizocilpine (MK-
801) ist ein nicht-kompetitiver Antagonist des NMDA-Rezeptors, der im lonenkanal des
Rezeptors bindet und selektiv den lonenstrom von aktivierten NMDA-Rezeptoren inhibiert.
Dissoziierten Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus wurde wahrend der NMDA-
Applikation MK-801 (10 uM) zugegeben. Eine Stunde nach der Stimulation wurden die Zellen

lysiert. Abbildung 5a zeigt die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse. Als Ladungskontrolle
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Abbildung 5 Aktivierung des GluN2B-haltigen NMDA-Rezeptors ist notwendig fiir die NMDA-vermittelte
Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression. (a) Applikation von MK-801 (10 puM) blockiert die NMDA-abhingige
Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels in dissoziierten Neuronenkulturen. MK-801 ist ein nicht-kompetitiver
Antagonist, der selektiv im lonenkanal des NMDA-Rezeptors bindet und dadurch den lonenstrom durch den
Rezeptor blockiert. (b) Inkubation von dissoziierten Neuronenkulturen mit Ifenprodil blockiert ebenfalls die
Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels durch NMDA. Ifenprodil ist ein nicht-kompetitiver Antagonist der GIuN2B-
haltige NMDA-Rezeptoren selektiv blockiert. (a,b) Dissoziierte Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus
wurden drei Minuten mit NMDA inkubiert. Eine Stunde nach der Inkubation wurden die Kulturen lysiert.
Inkubationen mit den NMDAR-Antagonisten MK-801 bzw. Ifenprodil erfolgten wahrend der dreiminutigen NMDA-
Applikation. Proben wurden per Western-Blot analysiert und erhaltene Chemilumineszenz-Signale quantifiziert.
Graphen zeigen die Ergebnisse der Quantifizierung. Abgebildet sind Mittelwerte + Standardfehler. Statistische
Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests Uberprift. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; n.s. = nicht
signifikant unterschiedlich.

wurden die Banden des beta-Aktin-Proteins detektiert. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass
MK-801 die NMDA-vermittelte Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels blockiert (KTRL: 100,00
+ 2,01 % und NMDA: 51,24 + 4,52 %, n=5; ***P<0,001), (MK-801: 100,00 + 1,89 % und NMDA
MK-801: 104,40 + 3,38 %, n=5; P=0,345).

Es ist bekannt, dass verschiedene Subtypen des NMDA-Rezeptors in Neuronen exprimiert
werden (Monyer et al., 1992, 1994; Cull-Candy & Leszkiewicz et al., 2004). Neuere Modelle
gehen davon aus, dass diese Subtypen jeweils unterschiedliche Funktion fiir die synaptischen
Modifizierungen im Hippocampus ausiiben. So wurde demonstriert, dass die Induktion der
NMDAR-abhéangigen LTD von der Aktivierung des GIuN2B-haltigen, aber nicht GIuN2A-haltigen
NMDA-Rezeptoren abhéngig ist (Liu et al., 2004). Antagonisten fiir den GIuN2A-haltigen NMDA-
Rezeptor konnten hingegen die Induktion der NMDAR-abhangigen LTP, aber nicht der LTD,
verhindern (Liu et al., 2004). Der NMDAR-Antagonist Ifenprodil wird als selektiver Antagonist
flir NMDA-Rezeptoren mit der GIuN2B-Untereinheit beschrieben (Perin-Dureau et al., 2002;
Amico-Ruvio et al.,, 2012). Basierend auf diesen Erkenntnissen haben wir die GIuN2B-
Abhédngigkeit der NMDA-LTD-induzierten Arc/Arg3.1-Reduktion Uberprift. Dazu wurden
dissoziierte Neuronenkulturen wahrend der NMDA-Stimulation zusatzlich mit Ifenprodil
(5 uM) inkubiert. Eine Stunde nach der Stimulation wurden die Neurone lysiert. Die Ergebnisse

der Western-Blot-Analyse sind in Abbildung 5b dargestellt. Es ist zu erkennen, dass Ifenprodil
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die NMDA-abhangige Arc/Arg3.1-Reduktion spezifisch blockiert (KTRL: 100,00 = 1,02 % und
NMDA: 45,75 + 3,76 %, n=4; ***P<0,001), (Ifenprodil: 100,00 + 1,70 % und NMDA Ifenprodil:
116,99 + 6,52 %, n=4; *P=0,03). Darlber hinaus zeigte der selbe NMDA-Stimulus bei der
Anwesenheit von Ifenprodil sogar eine leichte, jedoch signifikante potenzierende Wirkung auf

die Arc/Arg3.1-Expression, was vermutlich auf eine vermehrte Aktivierung des GIuN2A-haltigen

NMDARs zuriickzufiihren sein kdnnte.

3.3.3. Die NMDA-vermittelte Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinexpression bendtigt

freies Calcium

Calcium ist ein wichtiger Bestandteil der elektrisch-chemisch-elektrischen Transformation von
Informationen in unserem Gehirn. Als sekundarer Botenstoff (,,second messenger”) ist Calcium
essentiell fiir die Ausbildung der synaptischen Plastizitat (Bading et al., 2013). Der Influx von
Calciumionen in die Zelle wird unter anderem aktivitatsabhangig durch den NMDA-Rezeptor
reguliert (Lisman et al.,, 1989; Malenka et al., 1994). Dabei wird angenommen, dass ein
schwaécherer Calciumeinstrom fir die Induktion der NMDAR-LTD entscheidend ist, wahrend ein
starkerer Calciumeinstrom eher zur LTP-Induktion fihrt (Malenka & Malenka, 1992). Zur
Uberpriifung einer Calciumabhéngigkeit der NMDA-LTD-korrelierten Arc/Arg3.1-Reduktion,

wurden primare Neuronenkulturen mit den Calciumchelatoren EGTA (2,5 mM) bzw. BAPTA-AM

NMDA - -+ o+ - -+ o+ - -+ +
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Abbildung 6 Die NMDA-induzierte Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinexpression ist abhingig von freien
Calciumionen. Bindung freier Calciumionen durch EGTA (2,5 mM) oder BAPTA-AM (33 uM) blockiert die NMDA-
abhangige Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels. EGTA ist wie BAPTA-AM ein Chelator mit hoher Affinitat fir
Calciumionen. Dissoziierte Neuronenkulturen des Mausvorderhirns wurden 30 Minuten vor der NMDA-Behandlung
mit EGTA bzw. BAPTA-AM vorinkubiert. AnschlieRend wurden die Kulturen drei Minuten mit NMDA (20 uM)
stimuliert. Eine Stunde nach der Behandlung wurden die Kulturen lysiert. EGTA bzw. BAPTA-AM war fiir die gesamte
Versuchszeit im Medium vorhanden. Die erhaltenen Proben wurden per Western-Blot-Analyse ausgewertet.
Arc/Arg3.1-Proteinsignale wurden auf beta-Aktin normalisiert und quantifiziert. Graphen zeigen die Ergebnisse der
Quantifizierung. Abgebildet sind Mittelwerte + Standardfehler. Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Student-
T-Tests Uberprift. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; n.s. = nicht signifikant unterschiedlich.
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(33 uM) inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wurden die Kulturen nach dem NMDA-LTD-
Protokoll behandelt. Eine Stunde nach der Behandlung wurden die Proteinlevel von Arc/Arg3.1
und beta-Aktin bestimmt. beta-Aktin wurde als Kontrolle fir eine gleichmaRige
Proteinauftragung genutzt. Abbildung 6 zeigt, dass sowohl EGTA, als auch BAPTA-AM die
NMDA-vermittelte Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels blockieren (KTRL: 100,00 £ 5,21 %
und NMDA: 55,97 + 8,01 %, n=3; ***P<0,001), (EGTA: 100,00 % 3,49 % und NMDA EGTA: 108,87
t 4,63 %, n=3; P=0,157), (BAPTA: 100,00 £ 2,90 % und NMDA BAPTA: 91,24 + 9,63 %, n=3;
P=0,404). Die Ergebnisse lassen auf eine Calciumabhangigkeit der NMDA-vermittelten
Arc/Arg3.1-Reduktion schlieRen.

3.3.4 Die Verminderung der ERK1/2-Kinaseaktivitat spielt eine Schlusselrolle bei der

NMDA-vermittelten Reduktion des Arc/Arg3.1-Expression

Eine der am héaufigsten untersuchten Signalkaskaden ausgehend vom NMDA-Rezeptor ist die

MAP-Kinase-vermittelte Signaltransduktion (Thomas & Huganir et al., 2004).

3.3.4.1 NMDA-Applikation fiihrt zur Dephosphorylierung und somit auch zur Deaktivierung der

Extrazelluldren Signal-regulierten Kinase (ERK) 1/2

Neuere Studien geben erste Hinweise, dass NMDA-Rezeptoren den Aktivierungszustand der
ERK1/2-Kinase bidirektional regulieren kdnnen (Kim et al., 2005; Ivanov et al., 2006; Karpova et
al., 2013). So fanden Kim et al., 2005 heraus, dass die Aktivierung des GIluN2B-haltigen NMDA-
Rezeptors mit einer Inhibition der ERK1/2-Kinaseaktivitit einhergeht. Zur Uberpriifung dessen
wurden primadre Neuronenkulturen nach dem NMDA-LTD-Protokoll mit NMDA stimuliert und
nach einer Stunde lysiert. In der anschlieRenden SDS-PAGE wurden fiir alle Konditionen die
gleichen Proteinmengen aufs Gel aufgetragen. Die Analyse erfolgte per Western-Blot. Der
Phosphorylierungszustand der ERK1/2-Kinase wurde mittels spezifischer Antikorper Gberprift,
die jeweils das phosphorylierte - (phos. ERK1/2), oder das Gesamt-ERK1/2-Protein detektieren.
Abbildung 7a und 7b zeigen jeweils die Ergebnisse von 3 unabhangigen Experimenten.

Der Abbildung 7a ist zu entnehmen, dass eine kurzfristige NMDA-Stimulation zur
Dephosphorylierung des ERK1/2-Proteins fiihrt (KTRL: 100,00 + 2,87 % und NMDA: 40,23 +
4,10 %, n=3; **P=0,002). Um die NMDAR-Abhéangigkeit der ERK1/2-Dephosphorylierung zu
testen, wurden Neurone wihrend der NMDA-Stimulation mit dem kompetitiven NMDAR-
Antagonisten 2-Amino-5-Phosphonovaleriansdure (APV) inkubiert. Die Abbildung 8a zeigt, dass
APV die NMDA-vermittelte Dephosphorylierung der ERK1/2-Kinase blockiert (APV: 100,00 +
3,40 % und NMDA: 106,02 + 10,83 %, n=3; P=0,818). Durch Verwendung des GIuN2B-
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spezifischen NMDAR-Antagonisten Ifenprodil konnte die GluN2B-Abhéingigkeit der ERK1/2-
Dephosphorylierung untersucht werden. Wie in der Abbildung 7b dargestellt, wird die NMDA-
abhangige Dephosphorylierung der ERK1/2-Kinase durch Ifenprodil blockiert (Ifenprodil:
100,00 + 4,53 % und NMDA: 121,77 + 24,67 %, n=3; P=0,589).
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Abbildung 7 NMDA-Applikation fiihrt zur Dephosphorylierung und somit auch zur Deaktivierung der MAP-Kinase
ERK1/2. (a) NMDA-Applikation fihrt zu einer Dephosphorylierung der MAP-Kinase ERK1/2. Die ERK1/2-
Gesamtproteinlevel werden nicht durch NMDA reduziert. Parallele Applikation von APV (50 uM) blockiert die
NMDA-abhéngige Dephosphorylierung von ERK1/2. APV ist ein kompetitiver Antagonist des NMDA-Rezeptors. (b)
Inkubation dissoziierter Neuronenkulturen mit Ifenprodil (5 uM) blockiert ebenfalls die Dephosphorylierung von
ERK1/2. Ifenprodil ist ein nicht-kompetitiver Antagonist fiir GluN2B-haltige NMDA-Rezeptoren. (a,b) Dissoziierte
Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus wurden drei Minuten mit NMDA inkubiert. Eine Stunde nach der
Inkubation wurden die Kulturen lysiert. Inkubationen mit den NMDAR-Antagonisten APV bzw. Ifenprodil erfolgten
wahrend der dreiminiitigen NMDA-Stimulation. Proben wurden per Western-Blot analysiert und erhaltene
Chemilumineszenz-Signale quantifiziert. Graphen zeigen die Ergebnisse der Quantifizierung. Abgebildet sind
Mittelwerte + Standardfehler. Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests Uberprift. *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; n.s. = nicht signifikant unterschiedlich.

3.3.4.2 Die NMDA-vermittelte Deaktivierung der ERK1/2-Kinase ist notwendig fur die

Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression

Abbildungen 5 und 7 zeigen, dass die NMDA-Applikation zur ERK1/2-Dephosphorylierung sowie
zur Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels flihrt. Vorangegangene Studien konnten
demonstrieren, dass die ERK1/2-Kinase eine zentrale Bedeutung bei der Regulation der
Arc/Arg3.1-Expression hat (Waltereit et al., 2001; Ying et al., 2002; Huang et al., 2007; Wang et
al., 2009: Panja et al., 2009; Pintchovwski et al., 2009). Zur Uberpriifung der ERK1/2-
Abhéngigkeit der Arc/Arg3.1-Reduktion wurden primare Neuronen wahrend der NMDA-LTD
Stimulation mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (50 uM) inkubiert. Eine Stunde nach der
Stimulation wurden die Kulturen lysiert und die Proteinlevel per Western-Blot analysiert. Der
Phosphorylierungszustand der ERK1/2-Kinase wurde durch spezifische Antikdrper Uberpriift.
Um die gleichmalRige Proteinauftragung zu kontrollieren, wurden zusatzlich die

Expressionslevel des beta-Aktin-Proteins detektiert. Abbildung 8a zeigt, dass PD98059 den
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Anteil der phosphorylierten ERK1/2-Kinase stark reduziert (Abb. 8a, KTRL: 100,00 * 2,99 % und
PD98059: 3,19 + 0,79 %, n=4; ***P<0,001). Dies korreliert mit einer Reduktion des Arc/Arg3.1-
Protein- (Abb. 8a, KTRL: 100,00 + 6,83 % und PD98059: 38,12 + 4,62 %, n=4; ***P<0,001) und
mRNA-Levels (vgl. Abb. 3c, KTRL: 100,47 + 1,22 % und PD98059: 48,86 * 3,19 %, n=2). Ferner
schlieRt die PD98059-Applikation eine weitere Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels durch
NMDA aus (Abb. 8a, PD98059: 38,12 + 4,62 % und NMDA PD98059: 31,26 + 3,51 %, n=4;
P=0,279). Abbildung 4d zeigte, dass die Stimulation primé&rer Neuronenkulturen mit Bic/4AP zu
einer NMDAR-abhangigen Erhéhung der Arc/Arg3.1-Expression fihrt. Diese Erhdhung der
Arc/Arg3.1-Proteinlevel korreliert mit einer vermehrten Phosphorylierung der ERK1/2-Kinase
(Abb. 8b phos. ERK, KTRL: 100,00 + 3,76 % und Bic/4AP: 189,31 + 5,77 %, n=4; **P=0,002),
(Abb. 8d Arc/Arg3.1, KTRL: 100,00 * 3,12 % und Bic/4AP: 176,50 + 5,02 %, n=3; **P=0,002). Die
Ergebnisse lassen uns somit zuriickschlieBen, dass eine NMDAR-Aktivierung die Arc/Arg3.1-

Expression lUber die Modifizierung der ERK1/2-Kinaseaktivitat reguliert.
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Abbildung 8 Verinderung der ERK1/2-Aktivitit ist notwendig fiir die NMDAR-vermittelte Anderung der
Arc/Arg3.1-Expression. (a) Inkubation dissoziierter Neuronenkulturen mit PD98059 reduziert den Anteil des
phosphorylierten ERK1/2-Proteins, fiihrt zu einer Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels und schlieRt eine weitere
Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinexpression durch NMDA aus (n=4). Der Vergleich mit Abb. 3c zeigt, dass PD98059
zudem eine Reduktion des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels induziert. 30 Minuten vor der NMDA-Stimulation wurden
dissoziierte Neuronenkulturen des Mausvorderhirns mit PD98059 (50 uM) vorinkubiert. Die Kulturen wurden drei
Minuten mit NMDA (20 uM) behandelt und eine Stunde nach der Behandlung lysiert. PD98059 war fiir die gesamte
Versuchszeit im Medium vorhanden. Die erhaltenen Proben wurden per Western-Blot ausgewertet, Proteinsignale
normalisiert und quantifiziert (Graph rechts). (b) Stimulation dissoziierter Neuronenkulturen mit Bicucullin (20 uM) /
4-Aminopyridin (100 uM) erhéht die Menge an phosphoryliertem ERK1/2-Protein. Diese Erhéhung geht einher mit
einer Steigerung des Arc/Arg3.1-Proteinlevels. Dissoziierte Neuronenkulturen wurden zwei Stunden mit Bic/4AP
stimuliert (n=3). Die Kulturen wurden anschlieBend lysiert, per Western-Blot ausgewertet, normalisert und
quantifiziert (Graph rechts). (a-b) Abgebildet sind Mittelwerte + Standardfehler. Statistische Signifikanz wurde mit
Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests tiberprift. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; n.s. = nicht signifikant unterschiedlich.
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3.3.5 Neben der Proteinexpression ist auch die Arc/Arg3.1-mRNA-Expression durch

den LTD-produzierenden NMDA-Stimulus vermindert

Die ERK1/2-Kinase ist eine bekannter Regulator fiir die Arc/Arg3.1-mRNA-Synthese (Waltereit
et al.,, 2001; Pintchovski et al., 2009; Panja et al., 2009). Zudem demonstrierten eigene
Experimente eine wichtige Rolle der ERK1/2-Aktivitat fur die basale Arc/Arg3.1-mRNA-
Expression in primaren Neuronen (vgl. Abb. 1c). Zur Erklarung, ob die beobachtete, NMDA-
initilerte Verminderung der Arc/Arg3.1-Expression auf mRNA-Ebene stattfindet, wurden
primare Neuronenkulturen nach dem NMDA-LTD-Protokoll mit NMDA stimuliert. Eine Stunde
nach der Stimulation wurde die gesamte mRNA aus den Kulturen extrahiert, in cDNA
umgeschrieben und per gPCR analysiert. Es wurde fiir alle Proben die gleiche cDNA-Menge
eingesetzt. Als Ladungskontrolle wurden mRNA-Level von beta-Aktin Gberprift. Die
Amplifikationsgraphen in der Abbildung 9 a,c und d stellen die Rohdaten fiir die gemessenen
Arc/Arg3.1- und RB-Actin-mRNA-Level da. Daneben sind die jeweiligen Ergebnisse fir die
Quantifizierung der Arc/Arg3.1-mRNA angegeben. Die abgebildeten Daten resultieren aus acht
(Abb. 9a), vier (Abb. 9c) bzw. fiinf (Abb. 9d) unabhingigen Experimenten.

Abbildung 9a zeigt, dass die Inkubation primarer Neuronenkulturen mit NMDA zu einer
Reduktion des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels fihrt (KTRL: 100,17 + 0,84 % und NMDA: 57,89 + 2,35
%, n=8; ***P<0,001). Die Negativkontrolle beta-Aktin weist hingegen keine NMDA-abhdngigen
Veranderungen im Expressionslevel auf. Beim Vergleich ist eine Reduktion im 40-45 % sowohl
fur die Arc/Arg3.1-mRNA als auch fur das Protein zu erkennen (vgl. Abb. 9b mRNA, KTRL:
100,17 £ 0,84 % und NMDA: 57,89 £ 2,35 %, n=8; ***P<0,001), (Abb. 9b Protein, KTRL: 100,00
+ 1,69 % und NMDA: 55,33 + 3,53 %, n=12; ***P<0,001). In weiteren Versuchen konnte eine
NMDAR-Abhangigkeit der Arc/Arg3.1-mRNA-Reduktion bestétigt werden. So blockiert die
gleichzeitige Inkubation von NMDA und APV (50 uM) die Arc/Arg3.1-mRNA-Reduktion in
primaren Neuronen (Abb. 9c, KTRL: 100,08 + 0,74 % und NMDA: 57,23 + 2,43 %, n=4;
*¥*p<0,001), (Abb. 9c, APV: 100,07 + 0,68 % und NMDA APV: 114,67 + 4,14 %, n=4; P=0,554).
Ferner lieR sich durch die Verwendung des NMDAR-Antagonisten Ifenprodil (5 uM) eine
GIuN2B-Abhéngigkeit der Arc/Arg3.1-mRNA-Reduktion nachweisen (Abb. 9d, KTRL: 100,11 +
0,75 % und NMDA: 54,80 + 1,96 %, n=5; ***P<0,001), (Abb. 9d, Ifenprodil: 100,17 + 0,92 % und
NMDA Ifenprodil: 128,42 + 5,74 %, n=4; ***P<0,001). Dartber hinaus zeigt der selbe NMDA-
Stimulus bei der Anwesenheit von Ifenprodil sogar eine leichte, signifikante Erhéhung der
Arc/Arg3.1-mRNA-Level, was vermutlich auf eine vermehrte Aktivierung der GIuN2A-haltigen

NMDA-Rezeptoren zuriickzufiihren sein kénnte.
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Abbildung 9 Auch die Arc/Arg3.1-mRNA-Expression ist durch die NMDA-Applikation vermindert. (a, b) NMDA
reduziert das Expressionslevel der Arc/Arg3.1-mRNA. Die Reduktion auf der mRNA-Ebene ist vergleichbar zu der auf
der Protein-Ebene. Dissoziierte Neuronenkulturen wurden drei Minuten mit NMDA (20 pM) behandelt. Protein- und
mRNA-Proben wurden eine Stunde nach der Behandlung genommen und per Western-Blot bzw. gRT-PCR analysiert.
Amplifikationsgraph (links) zeigt ein reprdsentatives Beispiel der gPCR-Rohdaten. Aufgetragen ist die Fluoreszenz der
Arc/Arg3.1- und beta-Aktin-spezifischen Hydrolysesonden gegen die Anzahl der PCR-Zyklen. beta-Aktin dient als
Ladungskontrolle. Die Quantifizierung der mRNA-Signale erfolgte nach der Pfaffl-Methode. Ergebnisse der
Quantifizierung sind im Graph rechts dargestellt. (b) Quantifizierungsergebnisse der Arc/Arg3.1-mRNA- und -
Proteinlevel 60 Minuten nach der NMDA-Behandlung. (c) Applikation von APV (50 uM) blockiert die NMDA-
abhdngige Reduktion des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels in dissoziierten Neuronenkulturen. APV ist ein kompetitiver
Antagonist des NMDA-Rezeptors. (d) Inkubation von dissoziierten Neuronenkulturen mit Ifenprodil (5 uM) blockiert
ebenfalls die Reduktion des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels durch NMDA. Ifenprodil ist ein nicht-kompetitiver Antagonist
der GIuN2B-haltigen NMDA-Rezeptoren. (c,d) Dissoziierte Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der Maus wurden
drei Minuten mit NMDA stimuliert. Eine Stunde nach der Stimulation wurden die Kulturen lysiert. Inkubationen mit
den NMDAR-Antagonisten APV und Ifenprodil erfolgten parallel zur dreiminitigen NMDA-Stimulation.
Amplifikationsgraphen (links in ¢ und d) zeigen ein reprdsentatives Beispiel der qPCR-Rohdaten unter
Antagonisteneinwirkung. Aufgetragen ist die Fluoreszenz der Arc/Arg3.1- und beta-Aktin-spezifischen
Hydrolysesonden gegen die Anzahl der PCR-Zyklen. beta-Aktin dient als Ladungskontrolle. Die Quantifizierung der
mRNA-Signale erfolgte nach der Pfaffl-Methode. Ergebnisse der Quantifizierung sind in den Graphen rechts
dargestellt. (a-d) Abgebildet sind Mittelwerte + Standardfehler, sofern nicht anders beschrieben. Statistische
Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests Uberpruft. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; n.s. = nicht
signifikant unterschiedlich.
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3.3.6 Die NMDA-vermittelte Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression erfolgt auf Trans-

kriptions- und Translationsebene

Der Fakt, dass die Arc/Arg3.1-mRNA-Expression durch den NMDA-Stimulus reduziert ist, spricht
fur einen Regulationsmechanismus, der auf die Transkription des Arc/Arg3.1-Gens einwirkt.

Um dies naher zu untersuchen, wurden primare Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der
Maus nach dem NMDA-LTD-Protokoll mit NMDA (20 uM) behandelt und gleichzeitig mit
spezifischen Inhibitoren fiir die Translation bzw. Transkription inkubiert. Als spezifischer
Inhibitor der Transkription wurde Actinomycin D (ActD, 10 uM), (vgl. Abb. 1f.), als Inhibitor fur
die Translation Cycloheximid (CHX; 50 uM), (vgl. Abb. 1e) verwendet. Eine Stunde nach der
Stimulation wurden die Kulturen lysiert und mRNA- und Proteinlevel per gRT-PCR bzw.
Western-Blot analysiert. Als Ladungskontrolle wurden Expressionslevel von beta-Aktin
Uberprift. Amplifikationsgraphen in Abbildung 10b und c stellen Rohdaten fiir die gemessenen
Arc/Arg3.1- und beta-Actin-mRNA-Level da. Daneben sind die Ergebnisse der Quantifizierung
der Arc/Arg3.1-Signale abgebildet. Die Daten resultieren aus drei (Abb. 10b) bzw. vier (Abb. 10a
und 10c) unabhédngigen Experimenten. Abbildungen 10a und 10b zeigen die Wirkung von
NMDA auf die Arc/Arg3.1-Expression unter ActD-Bedingung. So ist Abbildung 10a zu
entnehmen, dass die NMDA-vermittelte Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels nicht durch
ActD blockiert werden kann (KTRL: 100,00 + 2,77 % und NMDA: 59,18 * 6,28 %, n=4;
***p<0,001), (ActD: 100,00 + 3,50 % und NMDA: 38,95 t 5,28 %, n=4; ***P<0,001). Die
Analyse der Arc/Arg3.1-mRNA-Level hingegen deutet auf eine umgekehrte NMDA-abhangige
Wirkung durch ActD hin. So vermittelt NMDA unter Bedingung der Transkriptionsblockade eine
Erhohung des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels (Abb. 10b, KTRL: 100,18 + 1,83 % und NMDA: 69,87 +
4,16 %, n=3; ***P<0,001), (ActD: 100,89 + 2,64 % und NMDA ActD: 195,74 + 7,49 %, n=4;
***p<0,001). Eine dhnliche Wirkung konnte fiir CHX auf das basale Arc/Arg3.1-Expressionslevel
beobachtet werden (vgl. Abb. 3f).

Um eine transkriptionsabhangige Wirkung von NMDA zu identifizieren, wurde die Translation
mit CHX blockiert. Abbildung 10c zeigt, dass die NMDA-vermittelte Reduktion der Arc/Arg3.1-
MRNA nicht durch CHX blockiert werden kann (KTRL: 100,11 + 0,78 % und NMDA: 55,44 + 2,48
%, n=4; ***P<0,001), (CHX: 100,35 + 0,97 % und NMDA CHX: 59,91 + 4,87 %, n=4; ***P<0,001).
NMDA bewirkt somit eine Reduktion der Arc/Arg3.1-mRNA-Synthese. Eine mogliche
Degradation der Arc/Arg3.1-mRNA durch NMDA ist auszuschlieBen, da die NMDA-vermittelte
Reduktion des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels durch ActD blockiert werden kann. Die Ergebnisse
legen dar, dass NMDA die Reduktion der Arc/Arg3.1-Expressionslevel durch eine Blockierung

der Arc/Arg3.1-Translation und Transkription induziert.
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Abbildung 10 Die NDMA-vermittelte Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression erfolgt auf Transkriptions- und
Translationsebene. (a) Inkubation dissoziierter Neuronenkulturen mit dem Transkriptionsinhibitor Actinomycin D
(ActD) blockiert nicht die NMDA-vermittelte Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels. (b) Hingegen wird die NMDA-
vermittelte Reduktion des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels durch ActD inhibiert. Ferner konnte eine NMDA-induzierte
Erhohung des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels unter Bedingung der Transkriptionsinhibition beobachtet werden. (c) NMDA
vermittelt eine Reduktion des Arc/Arg3.1-mRNA-Levels unter Bedingungen der Translationsinhibition. (a-c)
Dissoziierte Neuronenkulturen des Mausvorderhirns wurden 10 Minuten vor der NMDA-Stimulation mit CHX (50
UM) bzw. ActD (10 uM) vorinkubiert. AnschlieRend wurden die Kulturen drei Minuten mit NMDA (20 uM) behandelt.
Eine Stunde nach der Behandlung wurden die Kulturen lysiert. CHX und ActD waren fiir die gesamte Versuchszeit im
Medium vorhanden. Die erhaltenen Proben wurden durch quantitative Western-Blots (a) bzw. gqRT-PCRs (b,c)
analysiert. (a) Proteinsignale wurden auf beta-Aktin normalisiert. Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in den
Graphen (rechts) dargestellt. (b,c) Amplifikationsgraphen zeigen ein reprasentatives Beispiel der qRT-PCR-Rohdaten
unter Inhibitorbedingung. Abgebildet ist die Fluoreszenz der Arc/Arg3.1- und beta-Aktin-spezifischen
Hydrolysesonden gegen die Anzahl der PCR-Zyklen. beta-Aktin dient als Ladungskontrolle. Die Quantifizierung der
mRNA-Signale erfolgte nach der Pfaffl-Methode. Ergebnisse der Quantifizierung sind in den Graphen rechts
dargestellt. (a-c) Abgebildet sind Mittelwerte + Standardfehler, sofern nicht anders beschrieben. Statistische
Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests Uberpruft. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; n.s. = nicht
signifikant unterschiedlich.
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3.3.7 Die NMDA-abhdngige Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinexpression ist unab-

hangig vom UPS-vermittelten Proteinabbau

Colledge et al., 2003 konnten zeigen, dass die NMDA-induzierte Reduktion des PSD-95-Proteins
(vgl. Abb. 4b) auf einen vom Ubiquitin-Proteasomen-System (UPS)-vermittelten Proteinabbau
basiert. Die zu degradierenden Proteine werden dabei mit Ubiquitin markiert und anschlieRend
Proteasomen-abhdngig degradiert. Eine Ubiquinierung und UPS-abhanige Proteindegradation
konnte auch fiir das Arc/Arg3.1-Protein nachgewiesen werden (Park et al., 2008; Greer et al.,
2010). Um dies zu verifizieren wurden primare Neuronenkulturen aus dem Vorderhirn der
Maus mit dem Proteasomenblocker MG-132 (10 uM) inkubiert. Durch NMDA-Stimulationen
sollte die UPS-Abhangigkeit der NMDA-vermittelten Arc/Arg3.1-Reduktion Uberprift werden.
Eine Stunde nach der Stimulation wurden die Kulturen lysiert und Proteinlevel per Western-
Blot analysiert. Als Ladungskontrolle wurden Expressionslevel von beta-Aktin detektiert.
Abbildung 11a ist zu entnehmen, dass die Applikation des Proteasomen-Inhibitors MG-132
eine Erhohung des Arc/Arg3.1-Proteinlevels induziert (KTRL: 100,00 + 1,28 % und MG-132:
184,23 + 16,87 %, n=4; ***P<0,001). Gleichzeitig ist eine Anreicherung Ubiquitin-markierter
Proteine durch MG-132-Applikation zu beobachten. Behandlungen mit MG-132 lieRen dariber
hinaus keine UPS-Abhangigkeit der NMDA-vermittelten Arc/Arg3.1-Reduktion feststellen (Abb.
12b, KTRL: 100,00 + 2,24 % und NMDA: 44,85 * 4,91 %, n=4; ***P<0,001), (MG-132: 100,00 +
4,45 % und NMDA MG-132: 64,82 + 6,36 %, n=4; ***P<0,001). Hingegen konnte die NMDA-
induzierte Reduktion des PSD-95-Proteinlevels durch MG-132 blockiert werden (Abb. 11b,
KTRL: 100,00 £ 1,72 % und NMDA: 80,93 £ 6,42 %, n=4; *P=0,011), (MG-132: 100,00 + 4,39 %
und NMDA MG-132: 104,21 + 8,28 %, n=4; P=0,317). Dies bestatigt die Ergebnisse von Colledge
et al., 2003.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der UPS-vermittelte Proteinabbau keine
entscheidende Rolle bei der NMDA-vermittelten Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinexpression

spielt.
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Abbildung 11: Die NMDA-abhingige Reduktion des Arc/Arg3.1-Proteinlevels ist unabhingig vom UPS-vermittelten
Proteinabbau. (a) Die Inkubation primdrer Neuronenkulturen mit dem Proteasomenblocker MG-132 erhoht das
Arc/Arg3.1-Proteinlevel. Die Applikation von MG-132 (10 puM) fihrt zudem zu einer Anreicherung Ubiquitin-
markierter Proteine. Dissoziierte Kulturen des Mausvorderhirns wurden zwei Stunden mit MG-132 inkubiert (n=4).
AnschlieRend wurden die Kulturen lysiert und per Western-Blot-Analyse ausgewertet (Immunoblot links). Die
Proteinsignale wurden quantifiziert und grafisch dargestellt (Graph rechts). (b) Die Inhibition des Proteasomalen-
Proteinabbaus bewirkt keine Blockierung der NMDA-vermittelten Arc/Arg3.1-Reduktion. Eine Stunde vor der NMDA-
Stimulation wurden dissoziierte Neuronenkulturen des Mausvorderhirns mit MG-132 (10 uM) vorinkubiert. Die
Kulturen wurden drei Minuten mit NMDA (20 uM) behandelt und eine Stunde nach der Stimulation lysiert (n=4).
MG-132 war fiir die gesamte Versuchszeit im Medium vorhanden. Die erhaltenen Proben wurden per Western-Blot-
Analyse ausgewertet. Proteinsignale wurden normalisiert und quantifiziert. Graphen zeigen die Ergebnisse der
Quantifizierung. (a,b) Abgebildet sind Mittelwerte + Standardfehler. Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Tests iberprift. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; n.s. = nicht signifikant unterschiedlich.
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3.4  Arc/Arg3.1-Knockout Miuse zeigen keine Beeintrichtigung in der NMDA-ver-

mittelten Reduktion der GluA1-Expressionslevel

In vorangegangenen Studien konnte eine Beeintrachtigung der LTD in Arc/Arg3.1-Knockout
Mausen beschrieben werden. So zeigen Arc/Arg3.1 defiziente Mause eine reduzierte
Depression der mGluR-abhangigen LTD und eine Beeintrachtigung in der Langzeitstabilisierung
der NMDAR-abhangigen LFS-LTD in hippocampalen Hirnschnitten der Maus (Park et al., 2008;
Plath et al., 2006).

Ein Modell zur Erklarung langfristiger synaptischer Verdnderungen der NMDA-LTD ist die
reduzierte Expression von AMPA-Rezeptoren an der neuronalen Zelloberfliche (Lee et al.,
2003; Colledge et al., 2003; Snyder et al., 2005; Oh et al., 2006; Smith et al., 2006; Waung et al.,
2008). Experimente in akuten hippocampalen Schnitten von Arc/Arg3.1-Wildtyp-M&usen
konnten zeigen, dass die NMDA-LTD mit einer Reduktion der GluAl-Expression korreliert (vgl.
Abb. 2). Vorangegangene Studien konnten belegen, dass Arc/Arg3.1 eine wichtige Funktion fur
eine regulierte AMPAR-Expression in Neuronen hat (Shepherd et al., 2006). Dabei wird
angenommen, dass Arc/Arg3.1 die Endozytose von GluA1l-haltigen AMPA-Rezeptoren von der
neuronalen Zelloberflache reguliert (Chowdhury et al., 2006). Neuere Studien gehen davon
aus, dass Arc/Arg3.1 zudem eine Funktion fir die Regulation der GluAl-Expression im Zellkern
hat (Korb et al., 2013). Um Hinweise fur eine mogliche Arc/Arg3.1 Funktion wahrend der
NMDA-LTD zu erhalten, wurden GIluAl- und GluA2-Expressionslevel in Arc/Arg3.1-Knockout
Mausen Uberprift.

Dazu wurden akute hippocampale Hirnschnitte der Maus entsprechend des NMDA-LTD-
Protokolls stimuliert. Proteine der neuronalen Zelloberfliche wurden eine Stunde nach der
Stimulation mit Biotin markiert und durch Avidin-Pulldowns aus der Gesamtproteinfraktion
separiert. Durch  Western-Blot-Analysen  wurden  Expressionslevel der einzelnen
Oberflachenproteine (,0“), sowie deren Gesamtproteinlevel (,G“) bestimmt. Als
stimulationsunabhdngige Ladungskontrolle wurden Expressionslevel des Proteins Cadherin
analysiert. Zur Uberpriifung der Oberflichen-Biotinylierung wurden zusitzlich Expressionslevel
des intrazelluldren Proteins beta-Aktin kontrolliert.

Wie in Abbildung 12a dargestellt, induziert die NMDA-Stimulation in Arc/Arg3.1-Knockout
Mausen eine signifikante Reduktion der GluAl-Expression. So konnte eine Reduktion des
GluA1l-Proteinanteils an der neuronalen Zelloberflache gemessen werden (Abb. 12a Arc/Arg3.1
-/-, KTRL: 100,00 + 0,00 % und NMDA: 40,93 * 8,16 %, n=5; **P=0,008). Daruber hinaus lie
sich im Arc/Arg3.1-Wildtyp eine NMDA-abhangige Reduktion der GluAl-Gesamtproteinlevel
beobachten (vgl. Abb. 2). Interessanterweise zeigen auch Arc/Arg3.1-Knockout Mause eine

NMDA-abhangige Reduktion des GluAl-Gesamtproteinlevels (Abb. 12a Arc/Arg3.1 -/-;
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Abbildung 12 Arc/Arg3.1-Knockout-Mé&use zeigen keine Beeintrichtigungen in der NMDA-vermittelten Reduktion
der GluAl-Expression. (a) Die NMDA-Stimulation reduziert die neuronale Oberflichenexpression von GluAl-
haltigen AMPA-Rezeptoren in Arc/Arg3.1 wt und knockout (-/-) Mdusen. Die NMDA-abhangige Reduktion des GluA1-
Gesamtproteinlevels wird durch einen Arc/Arg3.1-unabhingigen Mechanismus getriggert. (b) Die
Oberflachenexpression von GluA2-haltigen AMPA-Rezeptoren wird weder im Arc/Arg3.1 wt, noch im Arc/Arg3.1-
Knockout durch NMDA beeinflusst. (a,b) Hippocampale Hirnschnitte der Maus wurden drei Minuten durch NMDA-
Badapplikation (20 uM) stimuliert ,,+“. Proteinsignale wurden durch Western-Blot-Analyse detektiert. Western-Blots
zeigen reprasentative Chemilumineszenz-Signale der Proteine: GluAl bzw. GluA2, Cadherin und beta-Aktin. beta-
Aktin dient als Biotinylierungskontrolle. ,G“ kennzeichnet die Gesamtprotein-Fraktion, ,,0“ symbolisiert die Fraktion
biotinylierter Proteine. Die Quantifizierung der Chemilumineszenz-Signale erfolgte mit Hilfe des Programmes Imagel.
Die Ergebnisse der Quantifzierung sind grafisch dargestellt. GluAl- und GluA2-Signale wurden auf Cadherin
normalisiert und sind relativ zur Kontrolle ,-“ dargestellt. (a-c) Abgebildet sind der Mittelwerte + Standardfehler.
Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests Uberprift. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; n.s.
= nicht signifikant unterschiedlich.

KTRL: 100,00 + 0,00 % und NMDA: 52,31 + 4,38 %, n=5; ***P<0,001). Der Vergleich beider
Genotypen lieB zudem keine signifikanten Unterschiede im basalen Expressionslevel der
GluAl-Untereinheit von AMPA-Rezeptoren in der Gesamt- oder Oberflachenproteinfraktion
erkennen (Abb. 12a Gesamt-Fraktion, Arc/Arg3.1 wt: 100,00 + 0,00 % und Arc/Arg3.1 -/-: 84,72
+ 10,43 %, n=4; P=0,343), (Abb. 12a Oberflachen-Fraktion, Arc/Arg3.1 wt: 100,00 + 0,00 % und
Arc/Arg3.1 -/-: 127,09 = 30,89 %, n=3; P=0,343). Dariber hinaus konnten keine NMDA-
abhdngigen Verdnderungen des GluA2-Proteinlevels im Arc/Arg3.1-Knockout beobachtet
werden (Abb. 12b Oberflache, KTRL: 100,00 + 0,00 % und NMDA: 85,17 + 14,51 %, n=5;
P=0,690), (Abb. 12b Gesamt: KTRL: 100,00 + 0,00 % und NMDA: 108,09 t 5,13 %, n=5;
P=0,115). Auch die Proteinlevel von Cadherin bzw. beta-Aktin zeigten keine NMDA-abhangigen
Expressionsunterschiede (Abb. 12a und b). Zusammenfassend geben die Ergebnisse Hinweise
auf einen Arc/Arg3.1-unabhangige Endozytose-mechanismus von GluAl-haltigen AMPA-
Rezeptoren in Neuronen. Die Reduktion der GluAl-Gesamtexpression deutet ebenfalls auf
einen Arc/Arg3.1-unabhdngigen Regulationsmechanismus hin. Darlber hinaus bestatigen die
Ergebnisse die elektrophysiologischen Beobachtungen zum NMDA-LTD (Karin Kahler, in

Vorbereitung).
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Die Hauptaufgaben unseres Gehirns sind die Assoziierung, Verarbeitung und Speicherung
verschiedener sensorischer Informationen. Grundlegend fiir diese Prozessierung der
Informationen sind neuronale Netzwerke in diversen Gehirnregionen, zum Beispiel dem
Hippocampus. In diesen Netzwerken sind die Neurone lber Synapsen miteinander verknipft.
Die Eigenschaft, dass die Stirke der synaptischen Ubertragung modifiziert werden kann, stellt
eine entscheidende Grundlage fiir Lern- und Gedachtnisvorgange auf synaptischer Ebene dar.
So kénnen Synapsen, abhdngig vom Aktivitdtszustand der beteiligten Neuronen verstarkt,
abgeschwiacht, aufgelést oder neu gebildet werden. Eine langfristige Verstarkung der
synaptischen Effizienz bezeichnet man als Langzeitpotenzierung (LTP), eine langfristige
Abschwachung hingegen als Langzeitdepression (LTD). Entscheidend dafiir sind komplexe
Veranderungen in der molekularen Zusammensetzung und in der Struktur der Synapsen. Diese
werden unter anderem durch eine Neusynthese von mRNA und Proteinen vermittelt. Ein
aktivitatsreguliertes Gen, das fiir die Induktion und Stabilisierung synaptischer Plastizitat
notwendig ist, ist das IEG Arc/Arg3.1 (Plath et al., 2006; Messaoudi et al., 2007; Park et al.,
2008). Arc/Arg3.1 hat eine wichtige Funktion fur die regulierte Expression von GluA1l-haltigen
AMPA-Rezeptoren an der neuronalen Zelloberflaiche (Chowdhury et al., 2006; Shepherd et al.,
2006; Waung et al.,, 2008). Die Expression des Arc/Arg3.1-Gens wird durch verschiedene
plastizitatsinduzierende Stimulationen aktiviert. NMDA-Rezeptoren konnte eine wichtige
Funktion fur die Induktion der Arc/Arg3.1-Expression nachgewiesen werden (Link et al., 1995;
Waltereit et al.,, 2001; Steward & Worley, 2001; Kawashima et al., 2009; Pintchovski et al.,
2009). Daruber hinaus konnen NMDA-Rezeptoren die Richtung der synaptischen Plastizitat
bidirektional regulieren. Mdgliche Funktionen und Regulationsmechanismen der Arc/Arg3.1-
Expression wahrend NMDAR-abhangiger Formen der LTD sind bisher jedoch nur wenig
charakterisiert. Vor diesem Hintergrund sollte ein chemisches Stimulationsprotokoll zur
Induktion einer NMDAR-abhangigen LTD etabliert werden. Durch quantitative Western-Blot-
und gRT-PCR-Analysen wurden Regulationsmechanismen der Arc/Arg3.1-Expression
untersucht. Um Hinweise auf eine mogliche Funktion von Arc/Arg3.1 fur NMDAR-abhangige
Formen der LTD zu erhalten, wurden mogliche Beeintrachtigungen der NMDAR-abhangigen LTD
im Arc/Arg3.1-Knockout identifiziert. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten neue Erkenntnisse
zur NMDAR-abhangigen Regulation der Arc/Arg3.1-Expression demonstrieren. So konnte ich
zeigen, dass NMDA-Rezeptoren die Arc/Arg3.1-Expression bidirektional Uber einen ERK1/2-
vermittelten Prozess regulieren kdnnen. Mit Hilfe von Karin Kahler lieR sich darlegen, dass
NMDA eine chemische Form der NMDAR-abhangigen LTD induziert. Weitere Analysen konnten
keine Beeintrachtigung der NMDA-LTD in Arc/Arg3.1-Knockout Mausen aufzeigen. Eine
mogliche Funktion von Arc/Arg3.1 fiir die NMDA-LTD bleibt somit ungewiss.
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4.1 Korreliert mit der bidirektionalen Regulation der synaptischen Plastizitat fiihrt
die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren zur bidirektionalen Verdnderung der

Arc/Arg3.1-Expression

4.1.1 NMDA-Rezeptoren: der Initiator fir die Plastizitdt-korrelierte dynamische

Anderung der Arc/Arg3.1-Expression

NMDA-Rezeptoren werden als Koinzidenz-Detektoren fiir synaptische Aktivitdt in neuronalen
Netzwerken beschrieben. So vermitteln NMDA-Rezeptoren aktivitdtsabhangige Veranderungen
molekularer Netzwerke an Synapsen (LUscher & Malenka et al., 2012). Durch die Verwendung
verschiedener NMDAR-aktivierender-Stimuli lieB sich erstmals eine bidirektionale Regulation
der aktivitdtsabhdngigen Arc/Arg3.1-Expression demonstrieren. So konnte durch Bic/4AP-
Stimulation eine NMDAR-abhangige Erhohung der Arc/Arg3.1-Proteinexpression in priméaren
Neuronenkulturen induziert werden (vgl. Abb. 4d). Dieses Resultat bestatigt Beobachtungen
vorangegangener Studien zur NMDAR-Abhangigkeit der Arc/Arg3.1-Expression (Steward &
Worley, 2001; Rao et al., 2006; Panja et al., 2009; Kawashima et al., 2009; Pintchovski et al.,
2009; Yilmaz-Rastoder et al., 2011). In weiteren Experimenten konnte zudem eine NMDAR-
vermittelte Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression dargelegt werden. So reduziert die
Applikation des NMDAR-Agonists N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) die Arc/Arg3.1-Protein- und
MRNA-Expression in primaren Neuronenkulturen (Abb. 4b,c und 9a). Diese Beobachtungen
lieRen sich durch NMDA-Behandlung akuter hippocampaler Hirnschnitte bestétigen (Abb. 4a).
Mit Hilfe spezifischer Antagonisten des NMDA-Rezeptors, konnte eine NMDAR-Abhangigkeit
der Arc/Arg3.1-Expression nachgewiesen werden. So lieR sich sowohl die Bic/4AP-induzierte
Erhdhung, als auch die NMDA-vermittelte Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression durch MK-801
bzw. APV blockieren (Abb. 4d, 5a, 9c).

Es ist bekannt, dass NMDA-Rezeptoren Heterotetramere aus zwei GIuN1- und einem Typ der
GluN2-Untereinheit (GIUN2A-GIuN2D) bilden. Expressionsanalysen konnten unterschiedliche
Expressionsmuster der einzelnen NMDAR-Untereinheiten feststellen (Monyer et al., 1997;
Wenzel et al., 1997). Mittels in situ Hybridisierungen lieR sich auf diese Weise eine ubiquitadre
Expression der GluN1-Untereinheit im Gehirn beobachten. Die Expression der GIuN2A- und
GluN2B-Untereinheiten ist hingegen auf kortikale und hippocampale Hirnregionen beschrankt
(Monvyer et al., 1997). Durch die Entwicklung selektiver Inhibitoren fiir einzelne Subtypen des
NMDA-Rezeptors konnten Fortschritte bei der funktionellen Charakterisierung dieser Subtypen
gemacht werden. Extrazelluldre Ableitungen exzitatorischer, postsynaptischer Feldpotentiale
(FEPSPs) konnten eine wichtige Funktion der GIuN2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors fir die
Stabilisierung der NMDAR-LTD nachweisen (Liu et al., 2004). Ein spezifischer Antagonist der
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GluN2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors ist Ifenprodil (Williams et al., 1993). In eigenen
Experimenten lieR sich zeigen, dass die NMDA-vermittelte Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression
durch Applikation von Ifenprodil verhindert wird (Abb. 5b, 9d). Interessanterweise zeigt
derselbe NMDA-Stimulus bei Anwesenheit von Ifenprodil eine leichte, signifikante Erhohung
der Arc/Arg3.1-Expression. Es lasst sich somit annehmen, dass NMDA-Rezeptoren, die nicht die
GIuN2B-Untereinheit enthalten, eine Erhdéhung der Arc/Arg3.1-Expression induzieren. Dies
ldsst vermuten, dass die Arc/Arg3.1-Expression durch verschiedenen Subtypen des NMDA-
Rezeptors bidirektional reguliert werden kann. Hinweise fiir eine NMDAR-abhangige
bidirektionale Regulation der Arc/Arg3.1-Expression konnten zudem in Arbeiten von Michael
Kreutz und Hilmar Bading prasentiert werden. Sie konnten durch spezielle
Stimulationsprotokolle zeigen, dass die Aktivierung synaptischer bzw. extrasynaptischer NMDA-
Rezeptoren die Arc/Arg3.1-Expression in primdren Neuronenkulturen unterschiedlich
regulieren (Zhang et al., 2007; Karpova et al., 2013). Inwiefern diese Beobachtungen durch die
Aktivierung unterschiedlicher Subtypen des NMDA-Rezeptors hervorgerufen wurden, lieR sich
bisher jedoch nicht demonstrieren. Im Gegensatz zu den hier erzielten Ergebnissen, wurden in
vorangegangenen Studien unterschiedliche Wirkungen von NMDA auf die Arc/Arg3.1-
Expression in primaren Neuronenkulturen beschrieben. So konnten Bloomer et al (2008)
zeigen, dass eine vierstiindige Applikation von NMDA die Arc/Arg3.1-Expression induziert. Es ist
unklar, inwieweit diese Beobachtung auf homoostatischen oder neurotoxischen Mechanismen
basiert. Zudem wird langfristigen NMDA-Badapplikationen eine exzitotoxische Wirkung
zugeschrieben (Lu et al.,, 1996; Shehata et al., 2012). Arbeiten von Kimberly Huber
untersuchten die Arc/Arg3.1-Expression 10 Minuten nach NMDA-Applikation (Waung et al.,
2008). Mittels immunzytochemischer Arc/Arg3.1-Farbungen lieR sich weder eine induzierende,
noch eine reprimierende Wirkung der NMDA-Applikation in primaren Neuronenkulturen
beobachten (Waung et al.,, 2008). Eigene Experimente konnten diesbezlglich eine
Zeitabhangigkeit der NMDA-vermittelten Arc/Arg3.1-Reduktion nachweisen (Abb. 4b). Eine
mogliche Ursache fiir die gegensétzlichen Beobachtungen kénnen zudem durch Unterschiede
in der Kultivierung und Stimulation der Kulturen hervorgerufen werden. So werden primare
Neuronenkulturen vor Stimulationen oft mit Tetrodotoxin (TTX) vorinkubiert, um das
Aktivitatslevel in den primaren Neuronenkulturen zu senken (Waung et al., 2008; Okuno et al.,
2012). Diese Vorinkubationen kdnnen bereits metaplastische Verdanderungen in Neuronen
induzieren, die die Wirkung von NMDA auf die Arc/Arg3.1-Expression beeinflussen kénnten
(Arendt et al.,, 2013). Weitere Unterschiede konnen durch Auflésungsunterschiede der
angewendeten Methoden hervorgerufen werden. Zudem ist unklar, ob die NMDA-Applikation
eine globale Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression in allen Neuronen oder nur einzelnen, stark

Arc/Arg3.1 exprimierenden Zellen vermittelt. Dies bedarf somit weiterer Uberpriifung.
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4.1.2 Calcium: der klassische sekundare Botenstoff

Einer der wichtigsten zellularen Botenstoffe fiir die Weiterleitung von Informationen in
unserem Gehirn ist Calcium. Schon friihe Untersuchungen konnten die Notwendigkeit von
Calcium fiir biochemische Prozesse der neuronalen Signaltransduktion darlegen. Es ist bekannt,
dass Calcium die Ausschittung von Neurotransmittern an der Prdasynapse reguliert. Zudem
konnte die Notwendigkeit von Calcium fiir die Ausbildung der synaptischen Plastizitat
demonstriert werden (Lisman et al., 1989; Malenka et al., 1994; Bading et al., 2013).

Der Einstrom von Calciumionen in die Zelle wird von unterschiedlichen Rezeptoren kontrolliert.
Einer dieser Rezeptoren ist der NMDA-Rezeptor. Der NMDAR-Antagonist Dizocilpine (MK-801)
bindet selektiv im lonenkanal aktivierter NMDA-Rezeptoren und inhibiert dadurch den
NMDAR-abhangigen Calciumeinstrom in die Zelle. Eigene Experimente mit MK-801 konnten
demonstrieren, dass sowohl die Bic/4AP-induzierte Erh6hung, als auch die NMDA-vermittelte
Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression durch MK-801 inhibiert wird (Abb. 4d, 5a). Dies zeigt,
dass die aktivitatsabhadngige Regulation der Arc/Arg3.1-Expression durch einen lonenstrom
Uber den NMDA-Rezeptor kontrolliert wird. Weitere Experimente deuten auf eine Calcium-
abhéngige Regulation der Arc/Arg3.1-Expression hin. So konnte durch die Applikation der
Calciumchelatoren EGTA bzw. BAPTA-AM die NMDA-vermittelte Reduktion des Arc/Arg3.1-
Proteinlevels blockiert werden (Abb. 6). Diese Beobachtungen bestatigen Untersuchungen von
Zheng et al (2009) zur Calcium-Abhingigkeit der aktivitdtsregulierten Arc/Arg3.1-Expression.
Ferner lieR sich darlegen, dass auch die basale Arc/Arg3.1-Expression durch Calcium reguliert
wird (Abb. 3b). So reduzierte die Applikation von EGTA bzw. BAPTA-AM das basale Arc/Arg3.1-
Expressionslevel in primaren Neuronenkulturen. Da basale Arc/Arg3.1-Expressionslevel nicht
durch den NMDA-Rezeptor reguliert werden, ist anzunehmen, dass weitere Rezeptoren an der
Regulation der basalen Arc/Arg3.1-Expression beteiligt sind. Waltereit et al (2001) konnten
demonstrieren, dass die Arc/Arg3.1-Expression in transfizierten PC12-Zellen durch
spannungsabhangige Calciumkanale reguliert werden kann (Waltereit et al., 2001). Inwieweit

dies flr die hier gemachten Beobachtungen zutrifft, bleibt jedoch zu prifen.

4.1.3 Die MAP-Kinase ERK1/2: ein zentraler enzymatischer Schalter der Arc/Arg3.1-

Expression

Signalkaskaden, die die Arc/Arg3.1-Expression dynamisch regulieren sind komplex und bisher
nicht ausreichend untersucht. Erste Hinweise fir eine MAP-Kinase-abhangige Regulation der

Arc/Arg3.1-Expression lieferten Untersuchungen von Waltereit et al. (2001). Sie konnten
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zeigen, dass die Arc/Arg3.1-Expression in primaren dissoziierten Neuronenkulturen durch den
MEK-Kinase Inhibitor PD98059 beeintrachtigt werden kann. Weiterflihrende Versuche
bestatigten eine Schlisselrolle der ERK1/2-Kinase fiir die dynamische Regulation der
Arc/Arg3.1-Expression (Ying et al., 2002; Huang et al., 2007; Wang et al., 2009; Panja et al.,
2009; Kawashima et al., 2009; Pintchovski et al., 2009). Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten
Versuche kénnen diese Beobachtungen weiter unterstiitzen. So induzierte die Applikation des
MEK-Inhibitors PD98059 eine Reduktion der Arc/Arg3.1-mRNA- und Proteinlevel in
dissoziierten Neuronenkulturen (Abb. 3c). Dartiber hinaus lie} sich darlegen, dass NMDA-
Rezeptoren den Phosphorylierungsstatus der ERK1/2-Kinase regulieren. So konnte durch
Bic/4AP Stimulationen eine NMDAR-abhangige Phosphorylierung der ERK1/2-Kinase induziert
werden (Abb. 8b). Dies bestatigt vorangegangene Untersuchungen, die demonstrieren, dass
eine Aktivierung der ERK1/2-Kinase an eine Erhéhung der Arc/Arg3.1-Expression gekoppelt ist
(Abb. 4d; Panja et al., 2009). Neuere Modelle nehmen an, dass NMDA-Rezeptoren die
Phosphorylierung der ERK1/2-Kinase bidirektional regulieren konnen (Kim et al., 2005). In
Ubereinstimmung dazu konnte in dieser Arbeit eine NMDA-vermittelte Dephosphorylierung
der ERK1/2-Kinase demonstriert werden (Abb. 7). Untersuchungen von Kim et al. (2005)
konnten den einzelnen Subtypen des NMDA-Rezeptors unterschiedliche Funktionen in der
ERK1/2-Regulation zuschreiben. So fanden sie heraus, dass GIuN2B-haltige NMDA-Rezeptoren
die Aktivierung der ERK1/2-Kinase inhibieren. Ein spezifischer Antagonist der GIuN2B-haltigen
NMDA-Rezeptoren ist Ifenprodil. In Ubereinstimmung dazu konnte ich in meiner Arbeit zeigen,
dass die NMDA-vermittelte Dephosphorylierung der ERK1/2-Kinase durch Applikation von
Ifenprodil verhindert wird (vgl. Abb. 7b). Interessanterweise korrelieren diese Beobachtungen
mit den Ergebnissen der Arc/Arg3.1-Expressionsanalyse. So konnte auch die NMDA-vermittelte
Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression durch Ifenprodil-Applikation inhibiert werden (Abb. 5b,
9d). Die erhaltenen Ergebnisse zeigen somit eine NMDAR-abhingige Koregulation der ERK1/2-
Phosphorylierung und der Arc/Arg3.1-Expression. Experimente mit dem MEK-Inhibitor
PD98059 konnten zeigen, dass PD98059 und NMDA die Arc/Arg3.1-Expression lUber denselben
Mechanismus regulieren. So schlieft die PD98059 Inkubation eine weitere NMDA-vermittelte
Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression aus (Abb. 8a).

Neuere Studien konnten weitere Hinweise flir eine Erkl/2-abhédngige Regulation der
Arc/Arg3.1-Expression liefern. Es lieR sich zeigen, dass eine Anasthesie-induzierte Hypothermie
die Dephosphorylierung der ERK1/2-Kinase in vivo induziert. Weitere Uberpriifungen konnten
darlegen, dass die ERK1/2-Dephosphorylierung mit einer Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression
korreliert (Whittington et al., 2013). Ferner lie sich demonstrieren, dass hochfrequente,
elektrische Stimulationen (HFS) hippocampaler Hirnschnitte die Arc/Arg3.1-Expression
aktivieren (Steward & Worley 2001; Messaoudi et al., 2007; Panja et al., 2009). Uberpriifungen
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dieser Ergebnisse konnten eine NMDAR- und ERK1/2-Abhdngigkeit der HFS-induzierten
Arc/Arg3.1-Expression nachweisen (Panja et al.,, 2009). Ferner wird angenommen, dass die
Aktivierung der ERK1/2-Kinase essentiell ist fir die Lokalisation des Arc/Arg3.1-Proteins in

aktivierten dendritischen Bereichen des Hippocampus ist (Huang et al., 2007).

4.1.4 Arc/Arg3.1-Transkription und —Translation: das Ziel der dynamischen Regulation

Bateup et al (2013) konnten in Ubereinstimmung mit anderen Studien darlegen, dass
Transkriptions- und Translationsprozesse die Arc/Arg3.1-Expression dynamisch regulieren (Park
et al.,, 2008; Greer et al., 2010). Es lieR sich zeigen, dass die Applikation des
Transkriptionsinhibitors Actinomycin D (ActD) eine Reduktion der Arc/Arg3.1-mRNA-Menge
vermittelt (Rao et al., 2006; Bateup et al., 2013). Diese Reduktion auf mRNA-Ebene geht einher
mit einer Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinmenge. Die Beobachtungen lieRen sich in den hier
durchgefiihrten Versuchen bestatigen (vgl. Abb. 3f). Weitere Experimente konnten eine
translationsabhédngige Regulation der Arc/Arg3.1-Expression beschreiben (vgl. Abb. 3e). So
wurde gezeigt, dass die Applikation des Translationsinhibitors Cycloheximid (CHX) eine
Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinmenge bewirkt. Interessanterweise korreliert diese CHX-
vermittelte Reduktion auf Proteinebene mit einer Erhéhung der Arc/Arg3.1-mRNA-Menge (vgl.
Abb. 3e; Bateup et al., 2013). Es wird angenommen, dass Arc/Arg3.1-mRNA- und Proteinlevel
Uber Feedback-Mechanismen miteinander verbunden sind. So konnte in Untersuchungen von
Giorgi et al., 2007 dargelegt werden, dass die Arc/Arg3.1-mRNA ein physiologisches Substrat
des ,Nonsense“-vermittelten-mRNA-Abbaus (,,nonsense-mediated decay”; NMD) darstellt. Die
NMD ist somit ein Prozess, bei dem die Degradation der mRNA an ihre Translation gekoppelt
ist. Durch die Verwendung von Translationsinhibitoren, wie Cycloheximid (CHX), eine
Stabilisierung der Arc/Arg3.1-mRNA und folglich eine Erhéhung der Arc/Arg3.1-mRNA-Level
induziert (Giorgi et al., 2007; Bateup et al., 2013). Weitere Studien konnten eine Regulation der
Arc/Arg3.1-Proteinmenge durch Ubiquitin-Proteasomen-abhdngige Degradationsprozesse
beschreiben (Park et al., 2008; Greer et al., 2010).

Um die NMDA-abhingige Wirkung auf die Arc/Arg3.1-Expression zu analysieren, wurden
primare Neuronenkulturen gleichzeitig mit CHX bzw. ActD inkubiert. Dies ermoglichte es,
translations- und transkriptionsabhangige Prozesse von NMDA auf die Arc/Arg3.1-Expression
zu identifizieren. Weiter konnte NMDA durch die Inkubation mit ActD eine repressorische
Funktion fiur die Arc/Arg3.1-Translation nachgewiesen werden. Es lieR sich zeigen, dass die
NMDA-Applikation unter ActD-Bedingung eine weitere Reduktion der Arc/Arg3.1-

Proteinmenge induziert (Abb. 10a). Interessanterweise ist diese Reduktion auf Proteinebene an
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eine Erh6hung der Arc/Arg3.1-mRNA-Menge gekoppelt (Abb. 10b). Dies ldsst annehmen, dass
NMDA und CHX dieselbe Wirkung auf die Arc/Arg3.1-Expression haben (Abb. 3e, 10a,b). Eine
syntheseabhidngige Erhohung der Arc/Arg3.1-mRNA-Menge kann durch die parallele
Inkubation mit dem Transkriptionsinhibitor ActD ausgeschlossen werden. Darliber hinaus
konnte die NMDA-vermittelte Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinmenge nicht durch Applikation
des Proteasomeninhibitor MG-132 blockiert werden (Abb. 11). Diese Beobachtung schlief3t
eine NMDA-induzierte Degradation des Arc/Arg3.1-Proteinlevels aus. Es ist unklar, auf welcher
Ebene NMDA-Rezeptoren die Arc/Arg3.1-Translation regulieren. Arbeiten von Clive Bramham
postulieren eine NMDAR-abhingige Regulation der Arc/Arg3.1-Translation auf Initiationsebene
durch die MAP-Kinase-interagierenden-Kinase 1 (MNK1) und den eukaryontischen
Initiationsfaktors 4E (elF4E) (Panja et al., 2009). Weitere Untersuchungen konnten einen
eukaryontischen Elongationsfaktor 2 (eEF2)-abhdngigen Mechanismus zur Regulation der
Arc/Arg3.1-Translation fir mGluR-abhangige Formen der LTD demonstrieren (Park et al., 2008).
Dies bedarf jedoch weiterer Uberpriifungen.

Anfangliche Experimente zur Arc/Arg3.1-Expression konnten darlegen, dass NMDA nicht nur
eine Reduktion der Arc/Arg3.1-Proteinexpression, sondern auch eine Reduktion der
Arc/Arg3.1-mRNA-Expression bewirkt. Durch die Inkubation primarer Neuronenkulturen mit
dem Translationsinhibitor CHX lieR sich eine repressorische Wirkung von NMDA auf die
Arc/Arg3.1-Transkription nachweisen. So vermittelt NMDA unter Bedingung der
Translationsinhibition eine  Reduktion der  Arc/Arg3.1-mRNA-Menge (Abb. 10c).
Vorangegangene Experimente mit ActD legen dar, dass NMDA nicht die Degradation der
Arc/Arg3.1-mRNA beschleunigt. Vielmehr scheint NMDA einen geringen Anteil der Arc/Arg3.1-
MRNA vor Abbauprozessen zu schiitzen (Abb. 10b). Ob dies durch einen NMD-abhangigen
Prozess erfolgt, bleibt zu prifen. Es ist bislang nicht bekannt durch welchen Mechanismus
NMDA die Arc/Arg3.1-Transkription reprimiert. Auf der Suche nach genomischen Regionen, die
Arc/Arg3.1-Expression aktivitdtsabhangig regulieren, lieR sich ein als SARE Element (,,synaptic
activity-responsive element”) bezeichneter Abschnitt im Arc/Arg3.1-Promotor identifizieren
(Kawashima et al.,, 2009). Mittels EMSA- (Electrophoretic Mobility Shift Assay) und ChlIP-
(Chromatin-Immunoprezipitation) Analysen konnten Bindungsstellen far die
Transkriptionsfaktoren: SRF (,serum response factor”) und CREB (,camp response element
binding protein”) nachgewiesen werden (Waltereit et al., 2001; Kawashima et al., 2009).
Weitere Analysen konnten zudem Bindungsstellen fiir repressorische Transkriptionsfaktoren in
der Arc/Arg3.1-Promotorregion identifizieren (Pintchovwski et al., 2009). Arbeiten von Hilmar
Bading beschreiben einen NMDAR-abhangigen Mechanismus zur CREB-Dephosphorylierung
(Hardingham et al., 2002). Eigene Experimente konnten eine NMDA-vermittelte

Dephosphorylierung des CREB-Proteins bestatigen (hier nicht gezeigt). NMDA kdnnte somit die
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CREB-abhangigen Transkription blockieren. Weitere Studien konnten eine MAP-Kinase-
abhangige Regulation der SRF-vermittelten Transkription darlegen. So wurde gezeigt, dass
ERK1/2 die Phosphorylierung des SRF Koaktivators Elk-1 reguliert (Xia et al., 1996; Davis et al.,
2000). Die hier beobachtete Reduktion der Arc/Arg3.1-mRNA-Expression kénnte somit das
Resultat einer inhibierten SRF-Transkription sein. Luciferase-Analysen konnten zudem eine
ERK1/2-Abhangigkeit der Arc/Arg3.1-Transkription durch den MEK-Inhibitor U0126 bestatigen
(Pintchovski et al., 2009; Kawashima et al., 2009).

Durch welche Mechanismen NMDA die Arc/Arg3.1-Transkription und Translation reguliert,
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden. Jedoch konnte ich zeigen, dass die
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren den Aktivierungszustand der ERK1/2-Kinase bidirektional
regulieren kann. Weiter lieR sich darlegen, dass die Arc/Arg3.1-Expression durch die
Phosphorylierung der ERK1/2-Kinase kontrolliert wird. Somit konnte ich erstmals einen
NMDAR-abhangigen Mechanismus identifizieren, der die Expression von Arc/Arg3.1

bidirektional regulieren kann (vgl. Abb. 14).

]

NMDAR-LTP  NMDAR-LTD : s (3,7

. GluN2A-haltiger NMDA-Rezeptor i AMPA-Rezeptor Calcium " Arc/Arg3.1 Translation =<2 =~ Arc/Arg3.1 Transkription

0o Q
B GluN2B-haltiger NMDA-Rezeptor °2o” Glutamat Arc/Arg3.1-Protein ®e dephos. ERK1/2 % phos. ERK1/2

Abbildung 14: NMDA-Rezeptoren vermitteln eine bidirektionale Regulation der Arc/Arg3.1-Expression iiber die
MAP-Kinase ERK1/2. Links: NMDAR-aktivierende LTP-produzierende Stimuli vermitteln die Aktivierung GIuN2A-
haltiger NMDA-Rezeptoren (A) (a). Die Aktivierung des NMDA-Rezeptors bewirkt einen Calciumeinstrom in die Zelle
(B) (b). Der Calciumeinstrom fihrt zur Aktivierung des MAPK-Kinase-Signalweges und der Phosphorylierung der
ERK1/2-Kinase (C). Die Aktivierung der ERK1/2-Kinase aktiviert die Arc/Arg3.1-Protein- (D) und mRNA-Synthese (E).
In einem parallelen Prozess bewirkt die Aktivierung GIuN2A-haltiger NMDA-Rezeptoren die Insertion von AMPA-
Rezeptoren in die postsynaptische Membran (c). Rechts: NMDAR-aktivierende, LTD-produzierende Stimuli
vermitteln die Aktivierung GIuN2B-haltiger NMDA-Rezeptoren (1) (1). Die Aktivierung des NMDA-Rezeptors bewirkt
einen Calciumeinstrom in die Zelle (2) (ll). Der Calciumeinstrom fiihrt zur Aktivierung von Phosphatasen und zur
Dephosphorylierung der ERK1/2-Kinase (3). Die Deaktivierung der ERK1/2-Kinase vermittelt eine Inhibition der
Arc/Arg3.1-Protein- (4) und mRNA-Synthese (5). In einem parallelen Prozess bewirkt die Aktivierung GIuN2B-haltiger
NMDA-Rezeptoren die Reduktion von AMPA-Rezeptoren an der neuronalen Zelloberflache (ll1).
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4.2 Ungewisse funktionelle Rolle von Arc/Arg3.1 fiir die Induktion und Expression

der NMDA-LTD

Die LTD-induzierende Wirkung der NMDA-Badapplikation ist bereits mehrfach in akuten
hippocampalen Hirnschnitten demonstriert worden (Lee et al., 1998; Kameyama et al., 1998;
Braun et al., 2005; Delgado et al., 2007). Mit Hilfe von Karin Kahler lieRen sich diese
Beobachtungen in unserem Labor bestatigen. So konnte durch extrazellulare Ableitungen eine
Depression der exzitatorischen, postsynaptischen Feldpotentiale (fEPSPs) in der CA1 Region des
Hippocampus nachgewiesen werden. Intrazelluldre Ableitungen geben Hinweise, dass die
NMDA-abhangigen Veranderungen der synaptischen Transmission auf Einzelzellebene
getriggert werden. Karin Kahler konnte zeigen, dass NMDA eine LTD der Amplituden evozierter,
exzitatorischer, postsynaptischer Strome (eEPSCs) in Pyramidalzellen der CA1l-Region des
Hippocampus vermittelt. Weitere Versuche bestdtigten grundlegende Veranderungen
molekularer Netzwerke auf postsynaptischer Ebene. So bewirkte NMDA eine Depression der
Amplituden spontaner, exzitatorischer, postsynaptischer Strome (mEPSCs) in Pyramidalzellen
der CAl1-Region.

Die Modifizierung der synaptischen Effizienz basieren Verdnderungen hinsichtlich der
Rezeptordichte, der exprimierten Rezeptortypen und Verdnderungen der biophysikalischen
Eigenschaften exprimierter Rezeptoren (Anggono & Huganir et al., 2012). Ein Modell zur
Erklarung langanhaltender Formen der synaptischen Plastizitat ist die veranderte
postsynaptische Expression von AMPA-Rezeptoren. AMPA-Rezeptoren bilden tetramere
Proteinkomplexe aus zwei identischen Hetero-dimeren. Die vorwiegend im Hippocampus
exprimierten Subtypen sind die GluA1/GluA2-haltigen und die GluA2/GluA3-haltigen AMPA-
Rezeptoren. Erste Experimente zur NMDA-vermittelten LTD konnten eine Dephosphorylierung
der GluAl-Untereinheit des AMPA-Rezeptors nachweisen (Lee et al., 1998; Lee et al., 2003;
Smith et al., 2006). Ferner liel3 sich zeigen, dass NMDA die Expression GluAl-haltiger AMPA-
Rezeptoren an der neuronalen Zelloberflache reduziert (Lee et al., 2003; Colledge et al., 2003;
Waung et al., 2008). Diese Beobachtung konnte ich durch Biotinylierungsexperimente in
hippocampalen Hirnschnitten der Maus bestatigen. So konnte durch die Applikation von NMDA
eine spezifische Reduktion des GluAl-Expressionslevels an der neuronalen Zelloberflache
beobachtet werden (Abb. 2a). GluA2-Expressionslevel zeigten hingegen keine NMDA-
vermittelten Veranderungen (Abb. 2b). Es lieR sich demonstrieren, dass die GluA2-Untereinheit
die biophysikalischen Eigenschaften von AMPA-Rezeptoren reguliert. So ist bekannt, dass
Homodimere AMPA-Rezeptoren, die keine GluA2-Untereinheit enthalten, permeabel fir
Calciumionen sind (CP-AMPARs) (Isaac et al., 2007; Shepherd et al., 2012). Die Funktion und

Regulation dieser besonderen Form der AMPA-Rezeptoren ist jedoch weitgehend ungeklart.
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Neuere Studien konnten zeigen, dass die NMDAR-LTD im Hippocampus mit einem Verlust der
Sensitivitat fir den CP-AMPAR-Inhibitor Philanthotoxin (PhTx) assoziiert ist (He et al., 2009). So
konnte die hier beobachtete Reduktion der GluAl-Expressionslevel an der neuronalen
Zelloberflaiche das Resultat einer NMDA-vermittelten CP-AMPAR-Endozytose sein. Eine
Reduktion der GluAl-Expression durch eine reduzierte Insertion von GluAl-haltigen AMPA-
Rezeptoren kann jedoch nicht ausgeschlossen werden (Oh et al, 2006). Die Ergebnisse zeigen
auBerdem, dass die reduzierte GluAl-Expression an der neuronalen Zelloberflache mit einer
Reduktion der GluAl-Gesamtexpression einhergeht (Abb. 2). Diese Beobachtung lie sich auch
in neueren Studien zur chemischen NMDA-LTD bestédtigen. So konnte gezeigt werden, dass
NMDA eine Autophagosomen-abhangige Degradation der GluAl-Untereinheit des AMPA-
Rezeptors induziert (Shehata et al., 2012). Neuere Erkenntnisse deuten zudem auf eine CREB
und Arc/Arg3.1-abhingige Regulation der GluA1-Synthese im Nucleus von Neuronen hin (Korb
et al., 2013). Weitere biochemische Analysen konnten Arc/Arg3.1 eine wichtige Funktion fir
die regulierte Expression von AMPA-Rezeptoren an der neuronalen Zelloberflache nachweisen
(Shepherd et al., 2006). Es wird dabei angenommen, dass Arc/Arg3.1 durch Interaktionen mit
den Proteinen Dynamin2 und Endophilin3 die Endozytose von AMPA-Rezeptoren reguliert
(Chowdhury et al., 2006). Durch die Generierung von Arc/Arg3.1-Knockout-Mausen lieR sich
schlieRlich zeigen, dass Arc/Arg3.1 essentiell fiir die Stabilisierung verschiedener Formen der
LTD ist (Plath et al., 2006; Park et al., 2008). Untersuchungen von Arc/Arg3.1-Knockout-M&3usen
durch Karin Kahler konnten jedoch keine Beeintrachtigung der NMDA-LTD feststellen. So
zeigten sowohl extrazellulare Ableitungen von fEPSPs, als auch intrazelluldre Ableitungen von
eEPSCs und mEPSCs keine signifikanten Beeintrachtigungen in der NMDA-vermittelten LTD
(Karin Kahler, in Vorbereitung). Biotinylierungsexperimente konnten in Ubereinstimmung dazu
keine Beeintrachtigung der NMDA-vermittelten AMPAR-Endozytose in hippocampalen
Hirnschnitten und primaren Neuronenkulturen (letzteres nicht gezeigt) feststellen (Abb. 12).
Darlber hinaus korreliert diese Beobachtung mit den Ergebnissen der Arc/Arg3.1-Wildtyp-
Analyse. So lieR sich im Wildtyp eine NMDA-vermittelte Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression
beobachten. Arbeiten von John Scott konnten zudem darlegen, dass die NMDA-LTD durch eine
Proteasomen-abhangige Degradation des PSD-95-Proteins reguliert wird (Colledge et al. 2003).
Eigene Experimente konnten eine proteasomale Degradation des Arc/Arg3.1-Proteins jedoch
ausschlieBen (Abb. 11). Dies lasst vermuten, dass die Arc/Arg3.1-Expression nicht essentiell fur
die Induktion und Stabilisierung der NMDA-LTD ist. Bis dato ist jedoch nicht geklart, inwiefern
eine Erhéhung der Arc/Arg3.1-Expression die Induktion bzw. Konsolidierung des NMDA-LTDs
beeinflusst. Erste Hinweise hierfiir konnten durch Experimente zur Arc/Arg3.1-Uberexpression
in hippocampalen Neuronenkulturen geliefert werden. So konnten Kimberly Huber und

Kollegen demonstrieren, dass die Uberexpression des Arc/Arg3.1-Gens eine NMDA-abhingige
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Endozytose von GluAl-haltigen AMPA-Rezeptoren von der neuronalen Zelloberflache blockiert
(Waung et al.,, 2008). Arc/Arg3.1 scheint somit eine zelluldre Funktion zu besitzen, die
vermutlich die Expression der NMDA-LTD verhindern wiirde. Um die Funktion von Arc/Arg3.1
fir NMDAR-abhidngige Formen der LTD zu verstehen, bedarf es weitergehender
Untersuchungen.

Ein moglicher Kritikpunkt von NMDA-Badapplikationen ist die Induktion irreversibler
neuronaler Schaden durch Exzitotoxizitdit (Choi, 1992, 94). Aufgrund dessen konnte
angenommen werden, dass die Reduktion der Arc/Arg3.1- und GluA1-Expression das Resultat
einer neuronalen Schadigungen ist. Experimente von Lu et al. (1996) konnten demonstrieren,
dass die hier verwendete NMDA-Inkubationszeit und NMDA-Konzentration unterhalb der liegt,
die zur Induktion von Exzitotoxizitdt notwendig ist. Intrazellulare Ableitungen von
Pyramidalzellen der CA1 Region des Hippocampus konnten zudem NMDA-abhangige
Verdanderungen auf Einzelzellebene nachweisen. Dies zeigt, dass die Depression der fEPSPs
nicht das Resultat einer NMDA-abhangigen Degradation einzelner postsynaptischer Zellen ist.
Ferner lieRen sich keine signifikanten Verdnderungen des Input-Widerstandes wahrend der
intrazelluldren Ableitungen beobachten (Karin Kihler, in Vorbereitung). In Ubereinstimmung
damit, lieR sich in Oberflachen-Biotinylierungsexperimenten keine Biotinylierung intrazellularer
Proteine nachweisen. Dies bestétigt, dass die Integritdt der Zelle durch die NMDA-Applikation
nicht beeintrachtigt wird. Weiterhin lie8 sich in biochemischen Experimenten zeigen, dass
Expressionslevel der Proteine GluA2, beta-Aktin, Cadherin, GAPDH und ERK1/2 durch die
NMDA-Applikation nicht verdandert werden. Eine neurotoxische Wirkung des hier verwendeten

NMDA-Stimulationsprotokolls kann somit ausgeschlossen werden (Shehata et al., 2012).

4.3 Arc/Arg3.1, ein Plastizitatsmarker mit metaplastischer Funktion

Seit der Entdeckung des IEGs Arc/Arg3.1 (1995) wurden verschiedene plastizitatsinduzierende
Stimulationsprotokolle beschrieben, die die Arc/Arg3.1-Expression aktivieren. Erste Hinweise,
dass die Arc/Arg3.1-Expression durch den NMDA-Rezeptor reguliert wird, lieferten
Untersuchungen zur HFS-induzierten LTP in hippocampalen Hirnschnitten der Maus (Steward &
Worley, 2001). Weiterflihrende Untersuchungen konnten eine ERK1/2-abhingige Regulation
des HFS-LTPs und der Arc/Arg3.1-Expression demonstrieren (Huang et al., 2007; Panja et al.,
2009). In der vorliegenden Arbeit lieB sich zeigen, dass die ERK1/2-Phosphorylierung
bidirektional durch NMDA-Rezeptoren reguliert werden kann. Dies bestdtigt vorangegangene
Studien zur NMDAR-abhangigen ERK1/2-Regulation (Kim et al., 2005). Darliber hinaus konnte

dargelegt werden, dass diese bidirektionale Regulation der ERK1/2-Aktivitdt mit einer bidirekt-
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grundlegender
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Abbildung 15: Arc/Arg3.1, ein Plastizititsmarker mit metaplastischer Funktion. NMDA-Rezeptoren kénnen die
synaptische Effizienz bidirektional regulieren. Die Induktion einer NMDAR-abhdngigen LTP geht mit einer Erhéhung
der Arc/Arg3.1-Expression einher. Die Induktion einer NMDAR-abhingigen LTD korreliert hingegen mit einer
Repression der Arc/Arg3.1-mRNA- und Proteinsynthese. Die Arc/Arg3.1-Expression konnte somit die
Induktionsschwelle fur nachfolgende, plastizitatsinduzierende Stimulationen regulieren. So férdert Arc/Arg3.1 die
Induktion stabiler LTD, beeintrachtigt jedoch die Induktion der LTP.

ionalen Regulation der Arc/Arg3.1-Expression einhergeht. Somit lieR sich erstmals
demonstrieren, dass die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren eine Reduktion der Arc/Arg3.1-
Expression auf Translations- und Transkriptionsebene vermitteln kann. Elektrophysiologische
Ableitungen konnten zudem zeigen, dass die NMDA-vermittelte LTD mit einer Reduktion der
Arc/Arg3.1-Expression in hippocampalen Hirnschnitten der Maus assoziiert ist. Weitere Studien
konnten die LTD-induzierende Wirkung der NMDA-Applikation im hippocampalen Netzwerk
bestdtigen (Lee et al., 1998; Kameyama et al., 1998; Braun et al., 2005; Delgado et al., 2007).
Dariber hinaus lieR sich zeigen, dass NMDAR-abhangige Formen der LTD nicht auf einer
Phosphorylierung der ERK1/2-Kinase basieren (Gallagher et al., 2004). Diese Erkenntnisse
stehen in Ubereinstimmung zu vorangegangen Modellen, die eine bidirektionale Regulation
der synaptischen Plastizitdit durch den NMDA-Rezeptor annehmen (Lisman et al., 1989;
Malenka et al., 1994; Lischer & Malenka et al., 2012). Arc/Arg3.1 kann somit als ein Marker fir
NMDAR-abhingige Formen der synaptischen Plastizitdt verstanden werden (vgl. Abb. 15). Uber
eine mogliche Funktion der bidirektionalen Arc/Arg3.1-Regulation lasst sich bisher nur
mutmaRen. So konnte die Erhéhung bzw. Reduktion der Arc/Arg3.1-Expression die Wirkung
nachfolgender Stimulationen beeinflussen. Studien zum DHPG-LTD konnten erste Hinweise, fir
eine solche metaplastische Funktion von Arc/Arg3.1 liefern (Jakkamsetti et al., 2013). So lieR
sich zeigen, dass mGluR-abhingige Formen der LTD durch eine vorangegangene Arc/Arg3.1-
Expression stabilisiert werden. Arc/Arg3.1 konnte somit ein Schlisselprotein der Meta-
plastizitat sein (vgl. Abb. 15).

Weiter lie sich zeigen, dass mGIuR- und NMDA-abhdngige Formen der LTD auf
unterschiedlichen molekularen Prozessen beruhen (Collingridge et al., 2010). So konnten

vorangegangene Untersuchungen der mGIuR-LTD eine Arc/Arg3.1-Abhdngigkeit nachweisen
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(Park et al., 2008). Es wird angenommen, dass Arc/Arg3.1 die Expression von AMPAR-
Rezeptoren wahrend der mGIuR-LTD reguliert (Waung et al., 2008). Diese Funktion von
Arc/Arg3.1 in der Endozytose von AMPA-Rezeptoren scheint jedoch nicht fir alle Formen der
LTD notwendig zu sein. So kann im Gegensatz zum mGIuR-LTD, die Konsolidierung der NMDA-
LTD unabhéangig von der Arc/Arg3.1-Expression vermittelt werden. Dies ldsst vermuten, dass in
Neuronen Arc/Arg3.1-unabhingige Mechanismen zur Endozytose von AMPA-Rezeptoren

existieren.
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5.2 Abkiirzungsverzeichnis

Arc

Arg3.1

AS ODN
BAPTA-AM
BDNF

Bic

BSA
CA1-CA3 Region
CHX
CP-AMPAR
CRE

CREB
DEPC
DHPG
DNA
dNTPs

DTT

eEF2
eEF2K
egrl

EGTA
elF4E
EPSC
eEPSC

EK

Wildtyp (Tier, das zwei funktionelle Allele eines Gens tragt)
Knockout (Tier, das zwei funktionslose Allele eines Gens tragt)
3’ nichttranslatierte Region

4-Aminopyridin

Actinomycin D
a-Amino-3-Hydroxy-5-Methylisoxazol-4-Propionsaure
AMPA-Rezeptor

Ammoniumpersulfat

activity-regulated, cytoskeleton-associated protein (= Arg3.1)
activity-regulated gene, 3,1 kb in length (= Arc)
antisense Oligodeoxynukleotiden
Membran-permeabler Calciumchelator

brain-derived neurotrophic factor

Bicucullin

Rinderserum Albumin

Cornu ammonis Region 1-3 des Hippokampus
Cycloheximid

calcium-permeable AMPA-Rezeptoren

cAMP response element

CRE binding protein

Diethylpyrocarbonat

Dihydroxyphenylglycine

Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Dithiotreitol

eukaryontischer Elongationsfaktor 2

eEF2-Kinase

early growth response 1 (= zif268)

Calciumchelator

eukaryontischer Initiationsfaktor 4E

excitatory postsynaptic currents

evozierte EPSCs

Endkonzentration
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ERK1/2
fEPSP
GAPDH
GluAl, 2,3
GluN1, 2A, 2B
h

HFS

IEG

kDa

ko

LTD

LTP
MAPK
MEK
mEPSC
min
MG-132
MK-801
MKK
MKKK
MNK1
mRNA
NMD
NMDA
NMDAR
PBS

PCR
PD98059
PSD-95
PMSF
PSD
PVDF
qPCR
RNA
rnm

100

extracellular signal requlated kinase 1/2
excitatory postsynaptic field potentials
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
AMPA-Rezeptor Untereinheit 1, 2, 3
NMDA-Rezeptor-Untereinheit 1, 2A, 2B
Stunde(n)

high frequency stimulation

immediate early gene

Kilodalton

Knockout

Langzeit-Depression

Langzeit-Potenzierung

mitogen-activated protein kinase
MAP/ERK1/2-Kinase

miniature excitatory postsynaptic currents
Minute(n)

Membran-permeabler Proteasomeninhibitor
open channel blocker; nicht-kompetitiver NMDAR-Antagonist
MAPK-Kinase

MAPK-Kinase Kinase
MAP-Kinase-interagierende Kinase 1
messenger RNA

nonsense-mediated decay
N-Methyl-D-Aspartat

NMDA-Rezeptor

phosphate buffered saline, isoosmotischer und isotonischer
Phosphatpuffer

Polymerase-Kettenreaktion

MEK-Inhibitor

Postsynaptische Density Protein of 95 kDa
Phenylmethylsulfonylfluorid
Postsynaptische Dichte
Polyvinylidenfluorid

quantitative PCR

Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute
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RT
RT-PCR
SDS
SRF
TCF
TEMED
u/N
U0126
v/v

wt

ZNS

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase - PCR
Natrium Dodecylsulfat
serum response factor
ternary complex factor
N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin
Uber Nacht

MEK-Inhibitor

Volumen pro Volumen
Wildtyp

Gewicht pro Volumen

Zentralnervensystem
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5.3 Eidesstattliche Versicherung
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und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe.
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